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NOMENCLATURA

ABTS Acido 2, 2’-("3-etil benzotiazolin-6-sulfonico)
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1.- RESUMEN

El uso de metabolitos secundarios producidos por microorganismos Yy en
particular por hongos, sigue siendo una alternativa muy importante en diversas industrias,
lo anterior debido a la creciente demanda de procesos igualmente eficientes pero
amigables con el medio ambiente. Los hongos de pudricion blanca representan una
alternativa en la produccion de dichos metabolitos, especificamente enzimas lignoliticas.
En este trabajo se decidid trabajar con tales hongos, debido a que pueden llegar a
representar una alternativa viable en la implementacion de técnicas encaminadas a
diversos procesos biotecnoldgicos que permitan abatir los altos indices de contaminacion
del ambiente. El aislamiento de los hongos de pudricién blanca asi como la produccion
de sus enzimas fue llevada a cabo en dos medios de cultivo modificados. La capacidad
que presentan los hongos lignoliticos asi como sus enzimas (extractos crudos), en la
degradacion de colorantes sintéticos se realizé en medio solido asi como en cultivos
liquidos. Los resultados indicaron que el medio de harina de soya (SMM) fue el mejor
para lograr una actividad enzimética elevada junto con la adicion de sulfato de cobre en
este medio como en el medio mineral-glucosa (GMM), siendo RVAN2 y RVAN12,
ambas especies de Trametes, cepas capaces de producir las tres enzimas lignoliticas mas
importantes: Lacasa, Lignino Peroxidasa y Manganeso Peroxidasa. La degradacion del
colorante RBBR (Azul Reactivo de Remazol Brillante), se realiz6 en el medio con bajo
contenido de nitrégeno (GMM), logrando una total biotransformacion en los primeros
dias de la fermentacion. Finalmente, los hongos fueron identificados como especies de
Trametes. Lo anterior sugiere que los hongos aislados pueden ser utilizados en diversos
procesos biotecnoldgicos, entre ellos la degradacion de colorantes sintéticos; sin
embargo, si lo que se desea es la alta actividad enzimatica es recomendable el medio de
harina de soya. Se plantea la posibilidad de estudiar estos hongos en el tratamiento de
efluentes textiles asi como en los desechos derivados de la industria papelera, entre otros.
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ABSTRACT

The production of secondary metabolites by fungi continues to be one of the most
important alternatives in diverse industries due to the growing demand. The white rot
fungi, identified as a Trametes species, present an alternative in the production of such
metabolites, specifically linginolytic enzymes. The isolation of such fungi, as well as the
production of its enzymes, was conducted based on the modification of two culture
mediums. The evaluation of the capacity for the degradation of colorants that these fungi
present was conducted in plates as well as in a liquid culture medium and the crude
extracts obtained from such medium which yielded the greatest enzymatic production.
The results indicated that the soy meal medium (SMM), with an additive of copper
sulphate, is the most qualified medium to obtain an elevated enzymatic activity, with the
strains being capable of producing the three most important ligninolytic enzymes:
laccase, lignin peroxidase and manganese peroxidase. In the case of the degradation of
RBBR, the evaluation was conducted in the low-nitrogen-content medium (GMM),
obtaining a total biotransformation in the first few days of the fermentation period. The
aforesaid suggests that the isolated strains can be utilized in diverse biotechnological
processes, among them the degradation of synthetic colorants. However, if the aim is to
obtain the high ligninolytic enzyme production, the soy meal medium is recommended.
The possibility of studying these fungi for the treatment of textile effluents, as well as the
waste derived from the paper industry, among others, is planned.
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2. INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas se ha incrementado el uso de microorganismos para
la produccidn de una gran variedad de compuestos, como los acidos organicos utilizados
en la industria de alimentos; antibidticos, proteinas, vitaminas, hormonas, etc., aplicados
a la industria farmacéutica. Lo anterior, debido a la creciente demanda en la produccion
de metabolitos secundarios por hongos, sigue siendo una de las alternativas mas
importantes en las industrias mencionadas.

Especificamente, los hongos perfectos son fuente abundante de un amplio rango
de productos naturales. Sin embargo, se han realizado mas investigaciones
convencionales para la produccion de diversos metabolitos, mas que para el desarrollo de
bioprocesos encaminados al estudio de hongos perfectos. Dentro de este grupo de
hongos, se encuentran los basidiomicetos, los cuales se clasifican en hongos de pudricién
blanca, pudricién parda y pudricion obscura, en base a los cambios que ocasionan en la
madera. Los hongos de pudricion blanca son los mejores degradadores de compuestos
lignoliticos. La principal caracteristica de estos hongos es su habilidad para producir una
gran cantidad de metabolitos secundarios mediante la ruta metabolica de los acidos
shikimico y cindmico (Guillen y Evans, 1994).

En el caso de las enzimas, éstas son una herramienta muy importante en diversos
procesos biotecnoldgicos, desde aquellos poco refinados como la biorremediacién hasta
procesos mas finos, como la catélisis quiral selectiva. Enzimas extracelulares, incluyendo
Lignino Peroxidasa, Manganeso Peroxidasa, Lacasas y oxidasas que generan perdxido de
hidrégeno necesario para la actividad de la peroxidasa, son las responsables de la
degradacion de lignina y compuestos similares (Hattaka, 1994). La baja especificidad
que presentan y la fuerte habilidad oxidativa de los sistemas de degradacion, los hace
capaces de atacar un amplio rango de compuestos, muchos de ellos altamente toxicos
(Kornillowicz-Kowalska, et al., 2006).

La Lacasa es una fenol-oxidasa, producida no solo por basidiomicetos, también
por plantas, bacterias, hongos imperfectos e insectos, en cada uno de ellos presenta una
funcién en particular, desde la polimerizacion de la lignina en plantas, hasta la
queratinizacién en insectos (Hoeggert, et al., 2004). Tanto la Lignino Peroxidasa como la
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Manganeso Peroxidasa, utilizan el perdxido de hidrégeno como mediador para degradar
un amplio espectro de compuestos similares a la lignina, al igual que compuestos
aromaticos, por una oxidacién no especifica del substrato.

Dentro de las especies de hongos mas estudiados se encuentran, Phanerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor, Bjerkandera adusta, Pleurotus ostreatus, entre
otros. Algunos de ellos son capaces de producir solo Lignino y Manganeso Peroxidasa, o
Lacasa y cualquiera de las otras dos, ya sea de forma constitutiva o inducible, asi mismo
tienen la capacidad de producir multiples isoenzimas, las cuales presentan diferentes
propiedades cataliticas. A pesar de ello, se continta la busqueda de cepas que permitan
una sobreproduccion de tales metabolitos y que sean capaces de utilizarse en diversos
procesos biotecnoldgicos. Puesto que son muchos los factores que intervienen en la
produccién de enzimas lignoliticas, desde la especie, medio de cultivo, temperatura
Optima, presencia o0 ausencia de compuestos aromaticos (inductores y/o potenciadores),
aun tratandose de cepas de la misma especie, se propuso como objetivo principal, la
recoleccion y el aislamiento de cepas nativas en diversas areas del Estado de Nuevo
Ledn, asi como determinar la produccion de tres de las principales enzimas lignoliticas,
Lacasa, Lignino Peroxidasa (LiP) y Manganeso Peroxidasa (MnP) en dos medios de
cultivo modificados, utilizados para la obtencion de las mismas.

2.1. IMPORTANCIA Y JUSTIFICACION

Los altos indices de contaminantes liberados al ambiente siguen en incremento,
muchos de ellos son de dificil degradacién. La mayoria de los métodos existentes dan
soluciones parciales al problema, por lo que es necesaria la implementacion de estrategias
que sean mas amigables al ambiente. El uso de microorganismos es una alternativa viable
pues son de facil manejo y algunos de ellos pueden llegar a degradar completamente los
compuestos que en su mayoria llegan a presentar problemas a la salud. Debido a ello, se
buscaron cepas nativas de basidiomicetos, los cuales han probado su enorme capacidad
en la degradacion de contaminantes tan diversos como los colorantes textiles, compuestos
organoclorados e incluso insecticidas. Previo a la utilizacion de estos microorganismos es
necesario determinar la respuesta de los hongos a diversos medios de cultivo. Es sabido
que especies de Trametes son capaces de producir las tres enzimas lignoliticas
principales, sin embargo la respuesta de los hongos y la sintesis de sus enzimas son
dependientes del medio de cultivo ensayado. Por estas razones, se probaran dos medios
de cultivo, asi como diversos compuestos reportados previamente con el fin de
incrementar la actividad enzimatica. Los valores obtenidos fueron comparados con una
cepa de coleccion internacional Pleurotus ostreatusATCC 58053 para tratar de igualar e
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incluso incrementar la sintesis de las enzimas lignoliticas, de igual forma, se evalud la
capacidad que presenten los hongos a ser seleccionados, en la biotransformacion de un
colorante reactivo utilizado para determinar la capacidad degradativa de diversos
microorganismos.
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3. HIPOTESIS

En las areas boscosas del Estado de Nuevo Ledn existen hongos de pudricién blanca
capaces de producir enzimas lignoliticas: Lacasa, Lignino Peroxidasa y/o Manganeso
Peroxidasa en cultivo sumergido y que puedan presentar la capacidad de degradar
colorantes sintéticos tanto en medio s6lido como en cultivo sumergido.
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4.1.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccion de enzimas lignoliticas por hongos de pudricion blanca,
basidiomicetos aislados en Nuevo Ledn.

4.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Recolectar y obtener la fase vegetativa de los basidiomicetos de diversas
areas de Nuevo Leon.

Evaluar de forma preliminar la produccion de oxidasas y peroxidasas en
medio solido.

Evaluar la capacidad de produccion de enzimas lignoliticas, Lacasa,
Lignino Peroxidasa y Manganeso Peroxidasa en dos medios de cultivo:
Alto y bajo contenido en nitrégeno (cultivo sumergido), de cuatro cepas
nativas de basidiomicetos y un control.

Evaluar el efecto de la fuente de carbono en el medio de cultivo con bajo
contenido en nitrogeno.

Determinar el efecto de inductores y/o potenciadores para la produccion
de enzimas lignoliticas en ambos medios.

Identificar molecularmente las cepas nativas con mayor capacidad
productora en ambos medios de cultivo.

Evaluar la capacidad decolorativa de los basidiomicetos identificados,
mediante pruebas en medio sélido, en medio liquido y por los extractos
crudos.
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5. ANTEDECENTES

Muchos productos, algunos de ellos ancestrales se elaboran mediante la
participacion de microorganismos y/o algunos de los metabdlicos producidos por ellos,
como lo son la elaboracion de queso, cerveza, vino, entre otros. Dichos procesos se
encuentran confinados dentro de la biotecnologia convencional. La forma como las
enzimas llevan a cabo sus funciones, son mediante reacciones estereoespecificas con una
alta precision, razon por la cual se prefieren a los procesos realizados por tecnologia
quimica, debido a que los productos generados deben ser purificados posteriormente. Una
de las ventajas principales es el bajo costo que implica su uso, mientras que los procesos
quimicos requieren de condiciones especiales, muchas de las cuales incrementan
considerablemente los costos. Dada la amplia diversidad de microorganismos en el
mundo, se puede encontrar una enzima que permita o genere una reaccion determinada y
por consiguiente, un producto deseable, pero es necesaria la busqueda de tales
microorganismos.

Por otro lado, con el paso de los afios, se ha visto que tanto los microorganismos
como sus enzimas, pueden ser capaces de utilizarse en ambitos tan diversos como la
petroquimica, la farmacéutica, cosmética, alimentos y en las ultimas fechas, en la
biorremediacion. La atencion se centr6 a partir de la década de los 70’s, en hongos
perfectos y sus enzimas lignoliticas debido principalmente a las propiedades que
presentan las mismas frente a diversos procesos, muchos de ellos encaminados al
mejoramiento de las condiciones ambientales (Whiteley y Lee, 2006). Los
microorganismos continGan siendo una de las fuentes de productos naturales menos
estudiadas a pesar de ofrecer grandes posibilidades para la obtencion de nuevas
estructuras y actividades bioldgicas (Brizuela, et al., 1998).

5.1. CARACTERISTICAS DE LA LIGNINOCELULOSA

El material lignocelulésico de los vegetales o de las plantas estd constituido,
tipicamente, por los polisacaridos celulosa, hemicelulosa y lignina (Howard, et al., 2003;
Pérez, et al., 2003). El contenido de celulosa va de 40-60%, el de hemicelulosa de 15-
50% vy el de lignina de 10-30%, dependiendo del tipo de vegetal, del tejido y edad del
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mismo. La organizacion celular es bastante regular; una pared celular tipica de un tejido
vegetal estd constituida por una laminilla media, una pared primaria y otra secundaria;
esta Gltima compuesta a su vez, por tres capas: Si1, Sz Y Ss. Por lo general la capa S; es la
de mayor espesor comparado con la pared primaria, la laminilla media y las otras dos
capas (S1 y Ss). En la laminilla media se encuentra casi toda la lignina y su proporcion
disminuye conforme se acerca al lumen; la pared secundaria contiene muy poca lignina,
esta constituida principalmente por polisacaridos. A cada capa de la pared secundaria se
adhieren la celulosa y cantidades minimas de otros constituyentes formando estructuras
longitudinales llamadas micro fibrillas, dentro de cada una de las cuales se encuentran las
moléculas lineales de celulosa unidas lateralmente por puentes de hidrégeno y por fuerzas
de Van der Waals. Los grados de ordenamiento de las moléculas de la celulosa difieren;
cuando estan altamente ordenadas se denominan amorfas. Dentro de la pared secundaria,
la lignina esta concentrada en los espacios localizados entre las miofibrillas y en las
regiones amorfas, entre cristales de celulosa. Se sugiere que la asociacion de la celulosa
con la lignina es en gran parte fisica, formando un sistema de entrecruzamiento de
polimeros. Esta intima asociacion fisica se considera responsable de su resistencia a la
degradacion bioldgica. En las regiones amorfas, entre cristales de celulosa se encuentran
también hemicelulosa, minerales y otros materiales como grasas, ceras, aceites
esenciales, taninos, resinas, carbohidratos solubles y proteinas (Leal, 1985).

La lignina es el compuesto aromatico mas abundante sobre la tierra, forma una
matriz que rodea a la celulosa. Esta matriz retarda significativamente la depolimerizacion
de la celulosa y por ello, la lignina juega un papel clave en el ciclo del carbono de la
tierra (Edwards, et al., 1993). Es considerada como un material incrustante ya que es el
altimo componente sintetizado por el tejido vegetal; su produccion aumenta conforme
envejece la planta. Es un polimero estructural de las plantas vasculares, formada por
unidades de fenil-propano; proporciona a las plantas rigidez y union entre sus células,
ademas de disminuir la permeabilidad del agua a través de las paredes celulares y
proteger a las células de invasiones por microorganismos. La formacion de lignina en los
tejidos vegetales es sumamente compleja y no totalmente entendida; comprende varias
etapas, tanto de reacciones puramente quimicas como enzimaticas a partir de tres
precursores primarios, todos del tipo alcoholes de fenil propano. En consecuencia, la
molécula de lignina presenta una estructura ramificada e irregular (Figura 5.1).
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Figura 5.1.- Estructura parcial de la lignina (Tomado de Dévila y Vazquez-Duhalt, 2006)

5.2. MECANISMO DE BIODEGRADACION DE LA LIGNINA

No se conoce con exactitud el mecanismo preciso con que la lignina es degradada.
Es un polimero heterogéneo y de unidades irregulares de fenil propano, lo cual la hace
resistente a la degradacion quimica o enzimatica, protegiendo a la celulosa.

Las especies de hongos que son capaces de degradar la madera pueden dividirse
en hongos de pudricién oscura, pudricion suave y pudricion blanca (Martinez, et al.,
2005). Asi mismo, bacterias tales como Streptomyces sp. y actinomicetos pueden llevar a
cabo una oxidacion similar a la realizada por los hongos de pudricién blanca. Sin
embargo, estas bacterias solamente tienen la habilidad para modificar y degradar
parcialmente las moléculas de lignina. De igual forma especies tales como Fusarium
proliferatum son capaces de producir Lacasa Yy aril alcohol oxidasa, este microorganismo
responde a las diferentes condiciones de cultivo (Hernandez, et al., 2005).

Se ha postulado un esquema general sobre la degradacion de este biopolimero
basado en el estudio de la incubacion de micelio de hongos de pudricion blanca y oscura
con compuestos aromaticos de bajo peso molecular y estructura similar a la de la lignina
o con ligninas de varios tipos de vegetales y se han analizado los cambios quimicos y
estructurales en los sustratos usados. Se ha observado que ambos tipos de hongos causan
una disminucion en el contenido de grupos metoxilo de la molécula de lignina. Al no
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poseer enlaces hidrolizables, se cree que el proceso es llevado a cabo mediante enzimas
oxidativas. Unicamente los hongos de pudricién blanca tienen la capacidad para romper
los enlaces éter, similares a los de la lignina (tipo arilglicerol—o—aril) y sélo ellos
producen enzimas fenol-oxidasas extracelulares involucradas en la degradacion de
lignina (Ohkuna, et al., 2001; Higuchi, 2004). Al utilizar compuestos aromaticos modelo
se comprobd que las fenoloxidasas extracelulares hidrolizan los anillos aromaticos y
pueden causar una ruptura oxidativa de los mismos, asi como otras reacciones de
probable relevancia en la degradacion de la lignina, como la formacion de radicales
libres, los que pueden inducir la ruptura de los enlaces entre el anillo aromatico y la
cadena de fenil propano.

5.3. HONGOS DE PUDRICION BLANCA

Los hongos de pudricion blanca comprende un grupo heterogéneo de hongos
micro y macroscépicos, los més conocidos son los basidiomicetos y algunos ascomicetos
del género Xylaraceae. Sin embargo, los mas estudiados son los primeros, debido a que
son productores de metabolitos biol6gicamente activos, estos hongos estan representados
por alrededor de 30, 000 especies. Los basidiomicetos producen una amplia gama de
productos naturales, proteinas extracelulares, agentes antimicrobianos, antiflngicos,
antivirales, enzimas de importancia en el area ambiental y otros metabolitos. Este grupo
de microorganismos puede adaptarse a diversas restricciones ambientales (Brizuela, et
al., 1998; Pointing, 2001).

En el area ambiental, ha crecido el interés en la implementacion en técnicas de
biorremediacién mediante el uso de tecnologias enzimaticas (Whiteley y Lee, 2006). En
ese sentido, se contindan realizando investigaciones enfocadas a los sistemas biolégicos
con poblaciones especificas de microorganismos, midiendo la biomasa activa asi como
indicadores, demanda quimica de oxigeno y remocion de fosforo. De igual forma, a partir
de la década de los 30’s, se implemento el uso de enzimas para el tratamiento de
desechos. Sin embargo, fue hasta los 70’s que las enzimas se usaron para contrarrestar
contaminantes especificos, (compuestos organicos policiclicos, pirenos, bifenilos,
dibenzo [p] dioxinas, etc (Hammel, et al., 1986). Dentro de las enzimas mas estudiadas se
encuentran las lignoliticas, producidas principalmente por los basidiomicetos de
pudricion blanca. La principal caracteristica de estos hongos es la capacidad que presenta
para la degradacién de uno de los compuestos mas recalcitrantes: la lignina, un polimero
polifendlico heterogéneo localizado dentro del substrato lignoceluldsico. Es precisamente
esta caracteristica la que dio pie a extensos estudios, ya que se ha demostrado la
capacidad de degradar otros compuestos que presenten caracteristicas similares a la
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lignina y/o sus precursores. El nombre de estos hongos deriva de los cambios que
ocasiona en madera cuando es atacada por este tipo de hongos.

5.3.1- BASIDIOMICETOS

En los ultimos afios se ha incrementado la bldsqueda de nuevas cepas de
basidiomicetos. Se ha visto que las especies de Trametes son una de las mas eficientes
productoras de Lacasas.

Dentro de este grupo existen muchos hongos que han sido estudiados desde la
década de los 70’s, siendo los més importantes, Trametes versicolor (Archibald, 1992),
un basidiomiceto localizado en las raices de muchas plantas, asi como Phanerochaete
chrysosporium, perteneciente a una familia de hongos causante de podredumbre de las
raices de los &rboles (Grabski, et al., 1998).

5.3.1.1. Trametes sp.

Durante muchos afios, el interés en este tipo de hongos se centro en la utilizacion
de los mismos para el blanqueo de la pulpa de papel, al incrementar el brillo de un 32 a
un 60% Yy disminuir el contenido de lignina. Este proceso bioldgico podria de esta forma
reemplazar el Cl, utilizado en el tratamiento del blanqueo de pulpa comercial. El
blanqueamiento es producido al mezclar un pequefio indculo del hongo con la pulpa (1-
2%) e incubando la mezcla con agitacidén por espacio de 2 a 5 dias. La pulpa tratada de
esta forma muestra una reduccion en la viscosidad, pero disminuye en poco 0 en nada la
calidad fisica del papel. Recientemente se ha visto que el contacto de las hifas con las
fibras de la pulpa no es requerido, ya que por ejemplo, el licor del cultivo contiene todo
lo necesario para el blanqueamiento y puede ser frecuentemente renovado por contacto
con la biomasa fungica (Archibald, 1992).

T. versicolor no solo produce la LiP, también la MnP, ambas bajo condiciones
determinadas. Sin embargo, en el caso de la LiP producida por T. versicolor, aun no se ha
podido determinar cual es el papel que tenga en el blanqueamiento del papel por las
siguientes razones: (i) la naturaleza extremadamente compleja y poco entendida de la
combinacion pulpa-micelio-nutriente diluido, en el cual se lleva a cabo el
blanqueamiento, (ii) la baja sensibilidad y gran susceptibilidad a artefactos del alcohol
veratrilo (VA), (iii) la estructura desconocida del substrato residual de la lignina kraft,
(iv) la naturaleza desconocida de las reacciones de deslignificacion y bioblanqueo, (V) la
pequefia cantidad de lignina unida y el gran tiempo requerido y (vi) la carencia de una
rapida y simple prueba de la actividad de blanqueamiento (Archibald, 1992a).
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5.3.1.2. P. chrysosporium

El sistema lignolitico de P. chrysosporium es complejo. Incluye numerosas
enzimas tales como peroxidasas, oxidasas, glioxal oxidasas, glucosa oxidasas y celobiosa
quinona oxidasas. Las oxidasas y las peroxidasas, particularmente la MnP y la LiP, son
dos enzimas extracelulares, consideradas los componentes claves de los procesos
lignoliticos. La lignina es degradada por este microorganismo solamente durante el
metabolismo idiofasico, en respuesta al nitrdgeno, carbono o a la privacion de sulfuro
(Herpoél, et al., 1999).

Cuando es cultivado bajo condiciones lingoliticas, P. chrysosporium produce dos
familias de peroxidasas, la LiP, y la MnP, las cuales, junto con un sistema generador de
peréxido constituye el mayor componente de su sistema degradador de lignina. Sin
embargo, debido a que la sintesis de estos enzimas ocurre solo durante el metabolismo
secundario, se producen cantidades limitadas de los mismos. Esta es una de los mayores
limitantes en el uso comercial de los enzimas lignoliticos (Bonnarme, et al., 1993).

Jéager et al., reportd la produccion de LiP mediante el uso de cultivos agitados
sumergidos de P. chrysosporium con surfactantes no iénicos, tales como el polioxietileno
de monooleato de sorbitan (Tween-80), polietileno monolaurato de sorbitan (Tween-20)
0 3-(3-colamidopropil)-dimetilamonio 1-propanesulfonato (CHAPS). Estos surfactantes
abren definitivamente la posibilidad de nuevos prospectos para escalar la produccion de
enzimas lignoliticas en tanques de fermentacion agitados. Por el contrario, se ha
demostrado que la produccion de Lignino Peroxidasa en cultivos estaticos se incrementa
substancialmente y el tiempo de fermentacion para la maxima actividad es reducida,
cuando el medio de cultivo esta suplementado con Tween-80, acido oleico solo o
emulsionado con Tween-80. Similarmente, la produccion de LiP se incrementa cuando el
medio de crecimiento esta adicionado con varias fuentes de fosfolipidos.

Debido a la sensibilidad de las colonias esféricas de P. chrysosporium a la
agitacion, se ha determinado que el proceso mas eficiente para la produccién de esta
enzima es la inmovilizacién del microorganismo en diversos soportes (Ruckenstein y
Wang, 1994; Moreira, et al., 1997; Herpoél, et al., 1999).

5.3.2.- ENZIMAS LIGNOLITICAS

Los hongos de pudricion blanca son los degradadores de lignina mas eficientes
que existen en la naturaleza. Son productores de un amplio espectro de metabolitos
secundarios. Diversos estudios indican que la Lacasa, Manganeso Peroxidasa y Lignino
Peroxidasa juegan un papel muy importante en la degradacion de la lignina. Estas tres
enzimas han sido denominadas Enzimas modificadoras de la lignina (LME), por sus
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siglas en inglés). Basado en el patron de produccion, los hongos de pudricion se han
clasificado en dos grupos, aquellos productores de Lacasa y Manganeso Peroxidasa y
aquellos productores de estas enzimas ademas de la LiP. Las condiciones de cultivo
afectan la fisiologia del microorganismo y por consiguiente, la sintesis de las enzimas. Al
producir una serie de enzimas poco especificas y de tipo extracelular, les permite
degradar compuestos insolubles y altamente peligrosos para el ambiente.

El estudio de estos hongos ha llevado a considerarlos como posibles candidatos en
diversos procesos de bioremediacion.

5.3.2.1.- Lacasa (EC 1.10.3.2)

La Lacasa es una benzendiol: oxigeno oxidoreductasa. Forma parte de un grupo
de enzimas que incluyen ascorbato oxidasa y la ceruloplasmina. En insectos tienen la
funcién de queratinizar la cuticula (Arakane, et al, 2005), en bacterias como Bacillus
subtilis, se encuentra presente en la cubierta de la espora, cuya funcion se cree es la de
darle la pigmentacion a la misma (Martins, et al., 2002). Por otro lado, la funcién que
presenta en las plantas es la formacion de los precursores de la lignina (O’Malley, et al.,
1993).

La Lacasa es una cupro proteina perteneciente a un pequefio grupo de enzimas
denominadas oxidasas azules. En general, exhiben cuatro &tomos de carbono, importantes
en el mecanismo catalitico de la enzima. Diversos estudios moleculares, expresion
genética, transcripcion y clonacion se han realizado de forma exhaustiva.

La forma como lleva a cabo la reaccién un substrato fendlico es sujeto a una
oxidacion de un electron dando como resultado un radical oxiaril. Esta especie de sitio
activo puede ser convertida a una quinona en un segundo estado de oxidacion. La
quinona asi como el producto del radical libre participa en las reacciones de acoplamiento
no enzimatico que permiten la polimerizacién. Los substratos para esta enzima estan muy
extendidos, incluye subunidades de lignina no fendlica en la presencia de substratos
primarios listos para ser oxidados, que pueden actuar como mediadores de transferencia
de electrones (Figura 5.2).

35



Lig Lig

I Lacasa I
HCOH HCOH Rompimiento 0
O 2H:0 Aril-Alquil
~
- " —
OCHa OCHz OCHa

OH

0 0
Fenoxi \

Lig
| C. 5 . Unién del Radical
C—0 * Formacion carbonil
Polimerizacion y
formacion de quinona
OCH;,
OH

Figura 5.2.- Oxidacion de los grupos fendlicos de la lignina catalizados por la Lacasa
(Tomado de Archibald, et al., 1997)

Induccion

En los basidiomicetos, las Lacasas extracelulares son producidas de forma
constitutiva en pequefas cantidades. Sin embargo, su produccién puede ser estimulada
mediante la adicién de una serie de compuestos, todos ellos denominados inductores,
principalmente compuestos aromaticos o fendlicos, relacionados a la lignina o sus
derivados; esto da como resultado la biosintesis de nuevas formas extracelulares. Asi
mismo, la concentracion de tales compuestos en el medio de cultivo influye en la
produccién de Lacasa. Sin embargo, el efecto de estos inductores depende de la especie
de hongo a estudiar. Cada hongo presenta una respuesta diferente para el mismo
compuesto y misma concentracion. Por ejemplo, en especies de Pycnoporus cinnabarinus
o0 P. sanguineus, la produccién de las enzimas lignoliticas responden mejor en medios de
cultivo con bajo contenido en nitrogeno. De igual forma, metales como el cobre
favorecen significativamente la sintesis de la Lacasa.

Isoenzimas

Los hongos presentan la capacidad de sintetizar isoformas (isoenzimas) de la
Lacasa. EI nimero de isoformas varia entre las especies y aun dentro de la misma
especie, dependiendo de las condiciones de cultivo empleadas. Las isoformas pueden
variar significativamente en sus propiedades, punto isoeléctrico, pH, especificidad de
substrato, estabilidad, etc. (Manssur, et al., 2003). Asi mismo, se ha visto que estas
isoenzimas pueden tener diversos papeles en la fisiologia del microorganismo, sometidos
a diferentes condiciones de cultivo. Pleurotus ostreatus llega a producir al menos ocho
isoenzimas, con diferentes pesos moleculares y su produccién es regulada por el cobre.
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Otras especies capaces de sintetizar isoenzimas son Coriolopsis rigida, Cichomitus
squalens, Physisporinuns rivulosos y Trametes gallica, relacionadas estrechamente en
sus propiedades cataliticas y estructurales. La razon por la cual los hongos son capaces de
sintetizar diferentes isoenzimas, es la presencia de multiples genes de Lacasa.

5.3.2.2.- LIP (Lignino Peroxidasa)

Esta enzima es producida por diversos hongos de pudricion blanca. Existen
muchos reportes que indican que esta involucrada en la degradacién de la lignina.
Algunas de las mas importantes caracteristicas que la distinguen de otras oxido
reductasas, tal como la peroxidasa del rabano, su bajo pH éptimo, asi como su alto
potencial redox, permitiéndole la oxidacion de compuestos aromaticos no fendlicos
dificiles de biodegradar, tales como el alcohol veratrilo y bencenos metoxilados
(Camarero, et al., 1999), compuestos aromaticos policiclicos, como el DDT; bifenoles
policlorinados; dibenzo(p)dioxinas policloradas; lindano y alcanos clorados (Bumpus, et
al., 1987; Field, et al., 1992; Joshi, et al., 1997). Tiene un peso molecular de 41kDa,
contiene 1 mol de protoporfirina de hierro 1X por mol de enzima y existe una serie de
isoenzimas de pl de 3.2-4.0. Esta enzima cataliza la oxidacién dependiente del per6xido
de una gran variedad de compuestos modelo de lignina en una serie de reacciones en
multipaso:

LiP(Fe*")P + H,0, — LiP-1(Fe** -O)P* + H,0
LiP-1(Fe** -O)P* + R — LiP+lI(Fe* -O)P + R°
LiP-11(Fe*" -O)P + R + 2H" — LiP(Fe**)P + R® + H,0

En este esquema, R es el substrato y P es la porfirina. EI compuesto de LiP I lleva
ambos equivalentes oxidados de H,O,, una como el centro oxiferril (Fe**-O) y uno como
un radical = de porfirina (P®), mientras que LiP Il lleva sélo un equivalente oxidante. El
substrato R es oxidado por el compuesto | a un radical aril con una reaccion posterior no
enzimatica, dando el producto final (Figura 5.3; Edwards, et al., 1993). La ligninasa
fue identificada inicialmente como una oxigenasa extracelular y posteriormente como una
maltiple peroxidasa. La primera evidencia que la involucra en la degradacion de la
lignina proviene de la inhibicién de tal degradacién por la catalasa.
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Figura 5.3.- Mecanismo de Reaccidn catalizada por la Lignino Peroxidasa (LiP) (Tomada
de Shah y Nerud, 2002)

5.3.2.3. MnP (Manganeso Peroxidasa)

Es la segunda mayor peroxidasa producida por los hongos de pudricion blanca. Es
la Unica entre las peroxidasas en la que su principal substrato son &cidos organicos (por
ejemplo, oxalato, malonato, lactato).

El ciclo catalitico tipico comienza con la oxidacion de la enzima férrica por dos
electrones del H,O, para formar el compuesto | (Feyy = Oe[P]™), intermediario (Figura
5.4). Este compuesto puede oxidar el Mn** a Mn*® o puede oxidar substratos fenélicos a
sus correspondientes radicales y la enzima es reducida a un intermediario de un electrén
oxidado a un intermediario de un electrén oxidado, Compuesto Il (Fe'V=O[P]). El
compuesto 11 de la MnP exhibe un requerimiento absoluto de Mn (11) como reductor. En
la presencia de un exceso de per6xido, la enzima es oxidada al Compuesto 111 (Fe''0y), el
cual no es parte del ciclo catalitico. La MnP también muestra tener la habilidad para
acarrear la desproporcion del peréxido en la presencia de Mn*".
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Figura 5.4.- Mecanismo de reaccion catalizada por la Manganeso Peroxidasa (MnP)
(Tomada de Shah y Nerud, 2002)

Es una enzima ligninolitica extracelular y al igual que la Lignino Peroxidasa,
utiliza el peréxido de hidrégeno (H;O,) como un oxidante para transformar el Mn" a
Mn"" hasta el ion manganico Mn*3. EI Mn", estabilizado por quelacion, actda como un
oxidante no especifico, participando en la degradacién de la lignina por el
microorganismo que la produce.

Se ha visto que la introduccion de un sistema enzimatico basado en la Manganeso
Peroxidasa en la elaboracién del papel podria tener algunas ventajas:

e Reduccion del contenido de lignina en la pulpa kraft y como consecuencia, una
disminucion posterior en la cantidad de quimicos necesarios para el
blanqueamiento del papel (Paice, et al., 1988);

e Incremento de las propiedades mecanicas de la pulpa debido a que restringe las
alteraciones de las fibras de celulosa por que la accidn enzimatica es mas selectiva
que el tratamiento quimico;

e Por Gltimo, una reduccion de la energia requerida en el estado de refinado.

5.3.3.- COLORANTES SINTETICOS

Los colorantes sintéticos son ampliamente utilizados en la industria textil,
impresion de papel, fotografia a color, cosméticos, farmacia y la industria de la piel.
Estos son importantes desde el punto de vista ambiental ya que pueden formar aminas
aromaticas toxicas. Con el paso de los afios su uso se increment6 y por lo tanto, su
liberaciéon al medio ambiente; los efectos pueden llegar a ser carcinogénicos vy
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matagénicos. Del 2-50% de estos colorantes y pigmentos son liberados en forma de
desechos, muchos de ellos son persistentes en el ambiente y no son removidos por
tratamientos convencionales, por lo cual llegan a atravesar la cadena alimenticia,
originando una biomagnificacion.

5.3.3.1.- Clasificacién de los colorantes

Los colorantes textiles son clasificados como aniénicos (directos, acidos y
reactivos), catidnicos (colorantes basicos) y no anidnicos (colorantes dispersos). Los
colorantes aniénicos y no aniénicos incluyen sobre todo cromoforos del tipo azo y
antraquinonas. Los colorantes azo son ampliamente utilizados, corresponden a mas del
60% del total de colorantes conocidos manufacturados y las aminas toxicas en los
efluentes industriales son el resultado del rompimiento reductivo de las uniones azo. Los
colorantes antraquinénicos son mas resistentes a la degradacion debido a que su
estructura aromatica esta fundida. La alta brillantez e intensidad de los colorantes hacen a
los colorantes basicos muy visibles aln a bajas concentraciones. La LDsy €s mayor a
2000 mg/kg con una alta toxicidad y se encontré entre los colorantes basicos y diazo.

Los efluentes de la industria textil se caracterizan por tener un color visible muy
alto (3000-4000 unidades), demanda de oxigeno (800-1600 mg/L), rango de pH alcalino
(9-11) y solidos totales (6000-7000 mg/L). Existe un gran interés en el desarrollo de
métodos bioldgicos (microbianos y enziméticos) para contrarrestar los efectos derivados
de la liberacion de este tipo de descargas; debido a que estos métodos son considerados
atractivos por su costo potencial bajo, compatibilidad con el ambiente y aceptacion
publica. En general, los efluentes no solo presentan color, también contienen varios
compuestos inorgdnicos como los sulfuros, sulfatos, cloruros, carbonatos, hidroxido de
sodio, peroxidos y compuestos blanqueadores de cloro, otorgandole olor y sabor.

5.3.3.2.- Método para la remocion de colorantes

Diversos métodos se han implementado para la reduccion de los colorantes
vertidos al ambiente, entre ellos floculacién, electroquimica, ozonizacion, blanqueo,
filtraciébn por membrana, irradiacién y adsorcion con carbon activado (Tabla 1). Sin
embargo, la mayoria de tales métodos son altamente especificos y poco econdémicos
aunque si efectivos.

Actualmente, se ha visto que los métodos bioldgicos son los mas efectivos,
especificos y de menor intensidad de energia y son ambientalmente benignos, donde
resultan en una parcial o completa bioconversion de los contaminantes organicos a
productos finales no toxicos estables. Tanto la biosorcion y la biodegradacion han sido
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explorados como métodos de tratamiento biolégico de los efluentes contaminados con los
colorantes.

Tabla 5.1.- Métodos existentes para el tratamiento de colorantes vertidos al ambiente

METODO METODO ESPECIFICO COMENTARIOS

Excelente remocion de varios colorantes; el carbon
activado es caro; pérdida de material por la regeneracion;
las reacciones colaterales con la silica gel son
indeseables; material celuldsico natural puede tener un
costo efectivo, pero el 4&rea de superficie es
comparablemente menor.
Efectivo en la remocién de todos los tipos de colorante
Filtracion por membrana de las aguas residuales, pero los colorantes concentrados
en los lodos necesitan ser dispuestos apropiadamente.
Tanto los colorantes anionicos como catiénicos pueden
ser removidos de los efluentes; la regeneracion es posible
sin pérdida de material; puede no ser aplicable para todos
los tipos de colorantes; el costo es prohibitivo.
Oxidacion eficiente de diversos colorantes a escala de
Irradiacion laboratorio; requerido alto volumen de oxigeno, lo cual
lo hace un sistema poco atractivo
Eficiente decoloracion por oxidacion de varios tipos de
colorantes; los problemas asociados con la formacion del
producto; los problemas de mezcla pueden estar
Quimico Oxidacion asociados con el tratamiento con el reactivo de Fenton; la
ozonacion tiene tiempos de vida media cortos — 20 min;
la liberacion de aminas aromaticas esta relacionada con

Fisico Adsorcion

Intercambio 16nico

NaOCl.
Método relativamente nuevo para remocién efectiva;
Electroquimica rompimiento de productos no peligrosos; el costo de

electricidad es costoso.
Excelente remocién de los colorantes directos utilizando
sulfato ferroso y cloruro férrico; pobre remocion de

Coagulacidn . .
colorantes acidos; un alto volumen de formacion de
mezcla; alto costo de disposicion
Aun estd en estado de investigacion el uso de Biomasa
microbiana para sorber y remover los colorantes de las

L. ) ., aguas residuales; puede no ser practico el tratamiento a
Biologicos Biosorcion

grandes volimenes de efluentes industriales; problemas
asociados con la disposicion de los colorantes
adsorbidos en la biomasa; puede ser regenerado usando
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quimicos

Muestra potencial el consorcio de cultivos mixtos en un

sistema combinado aerobio/anaerobio para una completa

remocién de los compuestos colorantes; los sistemas de
Biodegradacion células inmovilizadas parecen ser mas practicos que las
células bacterianas libres; uso practico de procesos
bacterianos no estan bien documentados; se requiere
informaciodn fisiolégica/genética mas entendible
Las preparaciones de Lacasa y peroxidasas ofrecen un
método mas rapido para la decoloracién de los colorantes
de las aguas residuales; analisis detallados de la reaccidn
de producto, estudios de escalamiento y evaluacion
econdmica cuidadosa se requieren para las aplicaciones
comerciales

Enzimatico

5.3.3.3.- Tratamiento bioldgico: Hongos de pudricion blanca

De los microorganismos evaluados, los hongos de pudricion blanca son los mas
ampliamente utilizados para la decoloracion/degradacion de colorantes (Tabla 2).
Anteriormente se asumia que la Lacasa y las peroxidasas solamente podian convertir un
tipo limitado de colorantes azo con una conversion preferencial de los colorantes que
presentaban sustituyentes fendlicos en posicion para de los enlaces del colorante y
substituyentes metil o metoxi en la posicién 2 o 2,6 en relacion al grupo hidroxi. Sin
embargo, se demostrd que ciertas Lacasas y peroxidasas son capaces de decolorar cierto
tipo de colorantes azo tal como el negro reactivo.

Phanerochaete chrysosporium es capaz de decolorar diversos colorantes
industriales y colorantes poliméricos. Asi mismo, otros hongos lignoliticos han mostrado
ser capaces de degradarlos. Pleurotus ostreatus decolora al colorante polimérico Poli-
B411, pero solo bajo ciertas condiciones. De igual forma, P. ostreiformis y Trametes
versicolor, fueron capaces de decolorar el rojo congo y utilizar el azul brillante de
remazol como mediador en la oxidacién de compuestos modelo, respectivamente.

El mecanismo de la oxidacién de los colorantes azo por las peroxidasas tal como
la Lignino Peroxidasa, involucra la oxidacién del grupo fendlico para producir un radial
en el carbono de la unién azo. Entonces, el agua ataca a este carbono fendlico para
romper la molécula, produciendo fenildiazeno. Este compuesto puede ser oxidado por
una reaccién de un electrén, generando N,. Para la oxidacién de la Lacasa, se ha
propuesto un mecanismo similar.
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Tabla 5.2.- Hongos y su mecanismo de decoloracion

HONGO ESPECIE MECANISMO DE ACCION
Hongos de pudricién blanca Bjerkandera adusta Manganeso Peroxidasa
Cyathus bulleri Lacasa
Funalia trogii Adsorcidn, biodegradacion

Otros filamentosos

Levaduras

Lentinula edades

Phanerochaete chrysosporium

Phebia radiata

Pleurotus ostreatus
Pycnoporus cinnabarinus
Trametes versicolor
Trametes hispida
Aspergillus foetidus
Aspergillus niger
Aspergillus sojae
Botrytis cineria
Myrothecum verucaria
Nuerospora crassa
Rhyzopus arrhizus
Trichoderma sp.
Candida rugosa
Cryptococcus heveanensis
Dekkera bruxellensis
Klyveromyces maxianus
Klyveromyces waltii
Pichia carsonii
Rhodotorula rubra
Saccharomyces cerevisiae

Lacasa

Lignino Peroxidasa
Peroxidasa

Peroxidasa

Lacasa

Biosorcion, ligninasa
Lacasa

Biosorcion, biodegradacion
Adsorcidn, biodegradacion
Biosorcion

Adsorcion

Biosorcion

Biosorcion
Biodegradacion
Biosorcion, biodegradacion
Adsorcion

Adsorcion

Adsorcion

Adsorcion

Adsorcion

Adsorcion
Biodegradacion
Biosorcion
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 DISENO EXPERIMENTAL

El presente trabajo se baso en el estudio experimental comparativo, con el fin de
evaluar si las cepas nativas aisladas en el Estado de Nuevo Ledn eran capaces de producir
Lacasa, Lignino Peroxidasa y Manganeso Peroxidasa y si los niveles alcanzados eran
iguales o superiores a los producidos por una cepa de coleccidn, Pleurotus ostreatus
ATCC 58053, bajo las mismas condiciones de estudio. Para ello, se hizo una seleccion
primaria mediante la oxidacion en medio sélido de diversos sustratos para determinacion
de oxidasas y peroxidasas. Después de realizar dichos ensayos, se seleccionaron cuatro
cepas nativas y una cepa de coleccidn internacional. La produccién enzimatica se realizé
en cultivo liquido, en dos medios de cultivo: harina de soya (SMM) y medio mineral-
Glucosa (GMM). Los ensayos se hicieron por triplicado, tomando dos muestras por cada
uno de ellos.

6.2. AISLAMIENTO DE LOS HONGOS

Los cuerpos fructiferos se colectaron a partir de arboles en pudricion, en areas con
clima himedo del estado de Nuevo Leodn, Linares (Sur del estado a 350 m del nivel del
mar y una temperatura promedio de 22° C); Montemorelos (Centro del estado a 430 m del
nivel del mar y una temperatura de 40° C); Santiago (Cerca de la Sierra Madre Oriental,
al sur del estado, 445 m del nivel del mar y una temperatura de 21° C); Monterrey y
Guadalupe (Noroeste del Estado, temperatura promedio de 24° C, a 538 m sobre el nivel
del mar). Se recolectaron alrededor de 50 cuerpos fructiferos, de los cuales se logré el
aislamiento satisfactorio de 23. El aislamiento se llevo a cabo en cuatro medios de cultivo
colocando parte del cuerpo fructifero sobre placas Petri. Medio 1: Agar extracto de malta-
extracto de levadura, cuya composicion por litro fue la siguiente: glucosa, 4g; extracto de
malta, 10 g; extracto de levadura, 15 g y agar bacterioldgico 15g. Medio 2: Agar dextrosa
y Papa, marca DIFCO. Medio 3: Agar Czapec Dox (DIFCO). Medio 4: Agar extracto de
malta, el cual contiene por litro: glucosa, 4 g; extracto de malta, 10 g y agar
bacterioldgico, 15 g. Las 23 cepas se mantuvieron de forma rutinaria en agar extracto de
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malta-extracto de levadura (el mejor para el aislamiento). Se incubaron a 28° C y se
almacenaron a 4° C. Todas estas cepas de basidiomicetos se conservan como cultivos
puros en la Coleccion del Instituto de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas (UANL).

6.3. IDENTIFACION DE LOS HONGOS

Los hongos aislados quedaron agrupados en diversas especies, entre ellas,
Trametes villosa, Schizophyllum commune, Poria sp, Ganoderma sp. y Poliporus
sanguineus. La identificacion fue llevada a cabo en base a las caracteristicas
macroscopicas de los cuerpos fructiferos por el Dr. José Guadalupe Marmolejo (Facultad
de Ciencias Forestales, UANL). El resto de las cepas fueron nombradas como SL1, SL2,
S1, S2, CC1, CC2, RVAN2, RVAN12, CH3, CH5 y CH13. La identificacion de los
hongos se realiz6 utilizando cebadores de regiones altamente conservadas, para
amplificar las regiones variables ITS1 e ITS2, que permitan comparar con bancos de
datos de genes e identificar a los hongos de interés.

6.3.1. EXTRACCION DEL ADN

La extraccion de ADN fungico se realizé a partir del micelio. EI micelio se
obtuvo de la superficie de la caja, fue depositado en un mortero y se le agregd nitrogeno
liquido para triturarlo (aspecto de pasta). Posteriormente, se colocé en tubos eppendorf de
1.5 mL, en cantidades de 500 pL. Se adicionaron 600 pL de buffer de Urea (21.02 g
Urea, 3 mL stock 5M NaCl, 2 mL stock 0.5 M EDTA, 2.5 mL stock 1 M Tris HCI pH 8,
0.5 g Sarcosina. Se aford a 50 mL con agua miliQ estéril), se mezcl6 en vortex durante 2
min. Se agregd RNAsa (10 mg/mL) y se mantuvo en reposo durante media hora a
temperatura ambiente. Se afadieron 600 pL de fenol-cloroformo 25:25 (Cloroformo 25
mL mas fenol saturado 25 mL) y se mezclé en vortex 10 min. Se centrifugd a 10 000 rpm
durante 15 minutos, se transfirié el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 mL y se
precipitd con 2 volimenes de etanol al 100% y 1/10 de acetato de sodio 3M (NaC,H30,
12 g en 50 ml de agua miliQ). Se centrifugd a 10 000 rpm durante 2 min. Se lavéd la
pastilla con 1 mL de etanol al 70%, y se centrifugé nuevamente. Se seco la pastilla y se
resuspendio en 25 uLL de TE 1X (La diluciéon TE 1X se obtuvo del stock TE 50X; 2.5 mL
Tris-HCI 50 mM, 1 mL EDTA 10 mM pH 7.5, se afor6 a 50 mL con agua miliQ, se
ajust6 a pH 8.0). Por Gltimo, se mantuvo a -20° C hasta su uso.

La cantidad de ADN obtenida se determind por su absorbancia a 260 nm en un
espectrometro GBC (Cintra 10e.), aplicando la férmula siguiente:
[ADN] =50 * A260nm * FD  [ug/mL]
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Donde el factor de dilucién se calculé como:
FD = (Vol. Agua miliQ) + (Vol. de la muestra) / Vol. de la muestra

La calidad del ADN se cuantific6 mediante el valor de la relacion de la
absorbancia a 260 y 280 nm de acuerdo a la siguiente formula:

Calidad de ADN= A260/ A280

Donde un valor entre 1.8 y 2 indica que la solucién esta libre de proteina, por lo
que se tiene una buena calidad de ADN. EI ADN se visualizd en un gel de agarosa al
1.5%, con buffer TBE 0.5X (0.1 M Tris, 0.09 M &cido borico, 1.0 mM EDTA) a 80 volts
por 1.2 h.

6.3.2 AMPLIFICACION DE SEGMENTOS DE ITS1-1TS4 (GEN 5.8S)
Condiciones de reaccién
Reaccion de PCR con cebadores para ITS1-1TS4

Concentracion 1X
DNAg 50ng 1.0 uL
Buffer 10X 2.5 uL
MgCl, 25mM 1.5 uL
dNTPs 10mM 0.5 uL
Primer F 5 uM 2.5 uL
Primer R 5 uM 2.5 uL
Taq 5u/5uL 0.5 uL
H,OmiliQ -- uL 14 uL

25 uL 25 uL

Temperaturas de reaccion

Ciclo Temperatura °C Tiempo
Desnaturalizacion 94 5:00
Alineamiento 94 0:30

57 0:30

72 1:00
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Extension 72 7:00

Los segmentos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% con
buffer TBE 0.5X (0.1 M Tris, 0.09 M é&cido borico, 1.0 mM EDTA) a 80 volts por 1.2 h
con marcador de 100 pb.

6.3.3. PURIFICACION DEL PRODUCTO DE PCR

Para purificar la banda del tamafio de interés se utilizo el kit de purificacion Gel
Extraction Systems (MARLIGEN). El producto de PCR (50 uL) se corrié en un gel de
agarosa al 1% en TBE, las bandas se visualizaron bajo luz UV vy se corté manualmente el
fragmento del tamafio de interés. La porcion cortada fue transferida a un tubo Eppendorf
de 1.5 mL previamente pesado. Se determind la masa del bloque de agarosa/ADN. Se
adicionaron 30 uL de solucién amortiguadora solubilizadora (L1) por cada 10 mg del gel
y se incubaron a 50°C por 15 minutos; se agitd de forma vigorosa cada 3 minutos,
posteriormente se incubd por 5 minutos mas. La muestra fue cargada en un cartucho, se
colocd dentro de un tubo de 2 mL y se centrifugé a 12,000 rpm por 1 minuto y se
descartd el liquido filtrado al tubo. Se adicionaron 500 uL de la solucion L1 al cartucho,
se incub6 por 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugo a 12,000 rpm por 1
minuto, se descartd el liquido filtrado del tubo. Se afadieron 700 upL de solucion
amortiguadora de lavado (L2), se incubé por 5 minutos a temperatura ambiente y
centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto. Se descartd el liquido filtrado y se centrifugd
nuevamente por 1 minuto para remover el residuo de solucion amortiguadora de lavado.
El cartucho se colocd en un tubo Eppendorf de recoleccion de los fragmentos de ADN
retenidos y se eluyd con 25 L solucion amortiguadora TE 1X previamente calentada a
65°C. Se incubd por 1 min a temperatura ambiente, se centrifugé a 12,000 rpm por 2
minutos y se repitio la operacion una vez mas. El producto obtenido (50 uL) se almacend
a —20 °C hasta su uso.

6.3.4. CLONACION
Se utilizé el KIT comercial pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems de
PROMEGA (www.promega.com) Y se siguieron los protocolos indicados en el manual.

6.3.5. SECUENCIACION

La secuencia de la clona elegida se determind por secuenciacion ciclica con el
estuche comercial Sequi Therm Excel Il Sequencing (DNA Sequencing Manual)
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(http://www.epibio.com/pdftechlit/072pl091.pdf) y el secuenciador automético de la
marca Li-Cor ®.

6.4. OBSERVACION AL MICROSCOPIO

Después de 7 dias de incubacion de los hongos a 28° C y resiembras periddicas, se
examinaron al microscopio para observar la ausencia de bacterias y la pureza de los
hongos, asi como la presencia de fibulas, caracteristica de este tipo de hongos. Para ello,
se coloco una gota de azul algoddn lactofenol en un cubre objetos, adicionalmente, se
tomd con una cinta transparente parte del micelio de la periferia y se colocé sobre la gota
de colorante, se observé al microscopio con aceite de inmersion.

6.5. MICROORGANISMOS

Los basidiomicetos utilizados en el presente trabajo fueron cuatro cepas: Trametes
villosa (RVAN18), Schizophyllum commune (RVAN19), RVAN2 y RVAN12. Asi
mismo, se usaron tres cepas de referencia Phanerochaete chrysosporium, Bjerkandera
adusta y Pleurotus ostreatus ATCC 58053, se descartaron las dos primeras cepas ya que
no fue detectada actividad de Lacasa, LiP y MnP en los estudios realizados en medio
mineral-glucosa (GMM).

6.6. METODO DE EVALUACION PRIMARIA EN MEDIO SOLIDO

Se evalu6 la habilidad de las cepas nativas en la produccion de enzimas
extracelulares, mediante la actividad extracelular oxidativa del ABTS [&cido 2,2’azinobis
(3-etilenvenzotiazoline-6- sulfénico)] y la actividad de peroxidasa. El ensayo, se llevo a
cabo inoculando en placas Petri (90 mm de diametro), con 30 mL de medio mineral con
glucosa (GMM), cuya composicion por litro fue la siguiente: extracto de levadura, 1.0 g;
glucosa, 10 g; KH,PO,, 2g; MgS0O,4-7H,0, 0.5 g; KCI, 0.5 g; solucién mineral, 1.0 mL
(BsO7Naz-10H,0, 100 mg; CuSO45H,0, 10 mg; MnSO44H,0, 10 mg;
(NH4)6M07024-4H,0, 10 mg; por litro); cada uno de los hongos estudiados. EI pH se
ajusto a 5.5 y se esterilizd el medio a 121° C por 15 min. Por otro lado, 100 mg/L de
cada uno de los substratos, ABTS, guaiacol u O-anisidina fueron esterilizados por
filtracion y afiadidos al medio de cultivo, al ser enfriado a 45° C después de su
esterilizacion. Las placas se inocularon con un disco de micelio (5 mm diametro),
previamente sembrado en agar extracto de malta-extracto de levadura (descrito
anteriormente) y se incubaron a 30° C por 1-30 dias. El cromogeno ABTS es un substrato
muy sensible que permite el rapido monitoreo de cepas fungicas capaces de producir
enzimas oxidativas extracelulares por medio de una reaccion de color. Estos tres
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substratos han sido utilizados anteriormente en el monitoreo de enzimas lignoliticas.
Aquellas colonias que mostraron un halo verde en el medio y que excedia el diametro de
la colonia fueron consideradas como productoras de actividad oxidativa del ABTS. Por
otro lado, aquellas colonias que mostraron un halo naranja en el mismo medio con O-
anisidina y un halo café con guaiacol fueron consideradas como productores de actividad
peroxidasa.

6.7. CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA EL ENSAYO
ENZIMATICO EN MEDIO LIQUIDO

Los matraces ErlenMeyer de 250 mL con 150 mL de cada uno de los medios
empleados, se inocularon con 5 fragmentos de micelio (5 mm diametro). Los medios
utilizados fueron: medio de harina de soya (SMM), cuyo contenido por litro fue harina de
soya, 30 g; se hirvid por 10 min y se filtro en dos capas de manta. Bacto peptona
(DIFCO), 15 g; maltosa, 15 g; Tween 80, 1 mL y L-asparagina, 0.6 g; y el medio
mineral-glucosa (GMM), descrito anteriormente sin adicion de agar. Los medios se
esterilizaron a 121° C por 15 min. Después de inoculados, los matraces se incubaron a 30
°C y 150 rpm, por 10 dias en el caso de GMM y por 20 dias para SMM.

6.8. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se tomaron alicuotas de 1.5 mL cada dos dias del cultivo respectivo, se
centrifugaron a 3500 rpm por 20 minutos. Posteriormente, la actividad de Lacasa se
determind en el sobrenadante mediante la oxidacion del ABTS en una mezcla de reaccion
de 2 mM ABTS en 200 mM de buffer de acetato de sodio a pH 5.0 con 100 pL de
extracto crudo. La formacion del cation se monitore6 espectrofotométricamente a 405 nm
(405=3.6X10*M™cm™), volumen total de 3 mL. Por otro lado, la actividad de Lignino
Peroxidasa (LiP) se determiné por la dimerizacidn oxidativa dependiente del peroxido del
2,4-diclorofenol a 25°C. La mezcla de reaccion consisti6 de 26 mM de 4-amino
antipirina, 30 mM de 2,4-diclorofenol y 3mM de H,0- en buffer de succinato de sodio 20
mM a pH 4.5 (Niladevi y Pharma, 2005). La absorbancia se monitoreé a 510 nm
(e520=1.85X10*M?*cm™). La actividad de MnP se llevé a cabo a 25°C mediante la
formacién dependiente del peroxido de hidrégeno del complejo malonato-ién mangéanico
a 270 nm (e270=11590 Mecm™). La mezcla de reaccion consistié de sulfato manganoso
1.0 mM en 50 mM de buffer de malonato de sodio (pH 4.5) y 100 uL de extracto crudo,
la reaccion se inicio al adicionar H,O, a una concentracion final de 1.0 mM (Warishii y
Gold, 1992). Todas las medidas espectrofotométricas se realizaron en un
Espectrofotdémetro Beckman MODELO DU 400. Las actividades enzimaticas se
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expresaron en unidades, las cuales son definidas como 1 uM de substrato oxidado por
minuto a 25° C. La produccion de enzimas lignoliticas extracelulares de las cepas nativas
se compar6 con aquellas obtenidas con la cepa de referencia, Pleurotus ostreatus ATCC
58053, utilizando ambos medios de cultivo.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, tomando dos muestras de
cada uno. A los datos obtenidos se les aplicé un anélisis de varianza (ANOVA) con un
limite de confianza del 95%, una prueba de rangos multiples de Tukey con una o de 0.05,
asi como la Prueba de Dunnett para determinar diferencias significativas del control con
respecto a los tratamientos con un nivel de significancia de p<0.05.

Variable Independiente: Medios de Cultivo

Variables dependientes: Actividad enzimatica de Lacasa, Lignino Peroxidasa y
Manganeso Peroxidasa en cada uno de los hongos para los dos medios de cultivo.

Los diversos andlisis fueron realizados con el programa Statistica ver. 8.0
(StatSoft, Inc.).

6.9. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA EN GMM
SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAC, LiP Y MnP

Con el fin de evaluar el efecto de la concentracién de glucosa en la actividad
enzimatica, se eligieron dos cepas (RVAN2 y RVAN12), para estos estudios. Las
concentraciones evaluadas fueron: 0.5, 1.0, 2.5, 7.5 g/L y como control positivo, una
concentracion de 10 g¢/L. El resto de los componentes en GMM permanecieron
constantes. Los ensayos fueron realizados por duplicado y se realizaron tres lecturas por
ensayo.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, tomando dos muestras de
cada uno. A los datos obtenidos se les aplicé un anélisis de varianza (ANOVA) con un
limite de confianza del 95%, una prueba de rangos multiples de Tukey con una o de 0.05,
asi como la Prueba de Dunnett para determinar diferencias significativas del control con
respecto a los tratamientos con un nivel de significancia de p<0.05.

Variable Independiente: Medios de cultivo.

Variables dependientes: Actividad enzimatica de Lacasa, Lignino Peroxidasa y
Manganeso Peroxidasa en cada uno de los hongos para los dos medios de cultivo.

Los diversos andlisis fueron realizados con el programa Statistica ver. 8.0
(StatSoft, Inc.).
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6.10. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO EN GMM SOBRE LA

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAC, LiP Y MnP

Con el fin de evaluar el efecto de la fuente de carbono sobre la actividad enzimatica en
las dos cepas nativas seleccionadas (RVAN2 y RVAN12); se utilizaron cuatro fuentes
diferentes, Acetato de sodio, Almiddon, Celulosa y Lignina. Todas ellas a una
concentracion de 1% (w/v). Los ensayos se llevaron a cabo por espacio de 12 dias. El
resto de constituyentes del medio permanecieron constantes.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, tomando dos muestras de
cada uno. A los datos obtenidos se les aplico un analisis de varianza (ANOVA) con un
limite de confianza del 95%, una prueba de rangos multiples de Tukey con una o de 0.05,
asi como la Prueba de Dunnett para determinar diferencias significativas del control con
respecto a los tratamientos con un nivel de significancia de p<0.05.

Variable Independiente: Medios de Cultivo.

Variables dependientes: Actividad enzimatica de Lacasa, Lignino Peroxidasa y
Manganeso Peroxidasa en cada uno de los hongos para los dos medios de cultivo.

Los diversos andlisis fueron realizados con el programa Statistica ver. 8.0
(StatSoft, Inc.).

6.11. DETERMINACION DE GLUCOSA Y pH

La determinacion de glucosa en el medio se realizé por el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (Miller, 1959). Por otro lado, el pH se monitore6 utilizando un
potencidmetro Beckman Mod. 390, cada dos dias.

6.12. DETERMINACION DE BIOMASA

La concentracion de biomasa se determind mediante el peso seco del micelio
fungico. Se retiraron dos matraces ErlenMeyer del agitador orbital (Labconco), cada dos
dias y el medio de cultivo se filtro a través de papel filtro Whatman No. 1. La biomasa se
lavd con agua destilada y se sec6 a 100° C hasta peso constante.

6.13. INDUCTORES

Los ensayos de induccidn se llevaron a cabo de la siguiente forma: Se inocularon
matraces que contenian SMM o GMM, de la forma descrita en el punto 6.6. Los
inductores probados fueron: Sulfato de cobre, 0.5 y 1.0 mM; sulfato manganoso, 11 y 40
mg/L; siringaldazina, 0.116 y 1.16 pM y Etanol, 35 y 40 g/L. Los inductores se afiadieron
a las 24 horas de inoculados los matraces. La toma de muestra y la actividad enzimatica
se determiné siguiendo el procedimiento explicado en el punto 6.7.
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Todos los experimentos se realizaron por triplicado, tomando dos muestras de
cada uno. A los datos obtenidos se les aplico un anélisis de varianza (ANOVA) con un
limite de confianza del 95%, una prueba de rangos multiples de Tukey con una o de 0.05,
asi como la Prueba de Dunnett para determinar diferencias significativas del control con
respecto a los tratamientos con un nivel de significancia de p<0.05.

Variable Independiente: Concentracion del Inductor.

Variables dependientes: Actividad enzimatica de Lacasa, Lignino Peroxidasa y
Manganeso Peroxidasa en cada uno de los hongos para los dos medios de cultivo.

Los diversos andlisis fueron realizados con el programa Statistica ver. 8.0
(StatSoft, Inc.).

6.14. EFECTO DEL pH Y LA TEMPERATURA EN EL EXTRACTO
CRUDO

El efecto del pH en la actividad de Lacasa se examind en un rango de pH de 3 a
10, utilizando buffer de citrato de sodio 50 mM pH 3 a 6; buffer de fosfato de sodio 50
mM pH 6 a 8 y buffer tris 50 mM pH 8 a 10. Se utiliz6 ABTS como substrato. Asi
mismo, se analizo el efecto del pH sobre la estabilidad de la enzima después de incubarse
por 1y 24 h en buffer citrato de sodio 50 mM. La estabilidad de Lacasa frente a la
temperatura se determind en un rango de 20° a 90° C, en buffer de citrato de sodio 50
mM, pH 3.0. Las mediciones se realizaron por triplicado en tres experimentos totalmente
independientes.

6.15. DETERMINACION DEL TIEMPO DE VIDA MEDIA

Los tiempos de vida media de los extractos de RVAN2 y RVAN12 con y sin la
adicion de sulfato de cobre 1mM se llevd a cabo incubando cada uno de los extractos
crudos en buffer de acetato de sodio 100 mM pH 5 y 50° C. Se determind la actividad
remanente de Lacasa a los 30 min, 1, 2.5, 5, 8, 16, 20 y 24 horas. Las determinaciones se
hicieron por duplicado. Se aplicaron disefios matematicos para explicar el
comportamiento de las actividades remanentes.

6.16. BIOTRANSFORMACION DE COLORANTES SINTETICOS EN
MEDIO SOLIDO

Se prepar6 GMM adicionado de 15 g/L de agar bacteriolégico, se esteriliz6 a 15
Ib/15 min. Los colorantes fueron afiadidos al medio de cultivo estéril después de ser
esterilizados por filtracién (tamafio de poro: 22 micras). Las placas prepararon al 50, 100
y 200 ppm. Se inocularon con un fragmento de micelio (g 5mm), se incubd a 30 °C y se
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verificd el halo de biotransformacion cada 24 horas, durante 3 semanas. Los colorantes
utilizados fueron cristal violeta, Azul Brillante Reactivo de Remazol (RBBR), naranja de
metilo y verde brillante (Sigma-Aldrich).

6.17. BIOTRANSFORMACION DEL COLORANTE RBBR POR
EXTRACTOS CRUDOS

Se probaron los extractos crudos de RVAN2 y RVAN12, debido a que fueron las
cepas que mejor degradaron los colorantes en placa. Estos extractos se obtuvieron al dia
de maxima actividad, se inocularon matraces Erlenmeyer que contenian SMM en base al
punto 6.6 y se filtraron para separar el micelio. Los extractos se almacenaron a -4° C
hasta su utilizacion. Para llevar a cabo la biotransformacién, se utiliz6 una solucion de
RBBR a una concentracion final de 200 ppm. Se realizaron los ensayos en un rango de
pH de 3 a 7, en buffer de acetato de sodio 100 mM pH 3 a 5 y buffer de fosfato de sodio
100 mM pH 5 a 7. Estos ensayos se realizaron a cuatro diferentes temperaturas (30°, 40°,
50°y 60° C), con el fin de determinar las mejores condiciones de degradacion. El estudio
se realiz6 a intervalos de 15 minutos durante una hora. La transformacion se midi6 en
base a la disminucién en la absorbancia a 595 nm (méxima longitud de onda a la cual
absorbe el colorante). Los valores de colorante remanente fueron obtenidos en base a
curvas de calibracion a los diferentes valores de pH estudiados.

6.18. BIOTRANSFORMACION DEL COLORANTE RBBR EN
CULTIVO SUMERGIDO

Se utilizaron las cepas RVAN2 y RVAN12, las cuales fueron activadas segun se
menciona en el punto 6.6. Posteriormente, se inocularon en el medio de bajo contenido en
nitrégeno (GMM), a las 24 horas se afiadio el colorante a una concentracion final de 200
ppm. Puesto que el mejor inductor utilizado en el medio de glucosa fue el cobre, se
adiciond simultaneamente al medio con colorante. Por otro lado, como control positivo se
inocularon matraces bajo las mismas condiciones pero sin la adicién de sulfato de cobre.
Finalmente, como control se incub6 un matraz adicionado de colorante sin inocular, con
el fin de determinar la transformacion abidtica del RBBR. Cada 48 horas se tomaron
alicuotas, se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min, para separar el micelio del
sobrenadante. El colorante remanente se midié leyendo a la maxima absorbancia del
RBBR (595 nm). Se determind la cantidad de colorante transformado, mediante una
curva de calibracion y se rest6 el control.

Se realizaron tres ensayos independientes.
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6.19. DETERMINACION DE ISOENZIMAS POR ELECTROFORESIS
EN GELES DE POLIACRILAMIDA (ZIMOGRAMAS)

Las muestras de los extractos crudos extracelulares de cada uno de las diferentes
condiciones probadas fueron colectadas al dia de maxima actividad y/o durante el
transcurso de la fermentacion. La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) fue
realizado a pH alcalino bajo condiciones no desnaturalizantes en una camara de
electroforesis Hoeffer. El gel separador contenia 12% de acrilamida y solucion buffer
Tris-HCI 375 mM (pH 8.8). El gel concentrador presentd una concentracion al 5% de
acrilamida y solucién buffer Tris-HCI 125 mM (pH 6.8). La solucién buffer de corrida
fue Tris-HCI 25 mM vy glicina 122 mM (pH 8.8). El gel fue previamente equilibrado en
buffer de acetato de sodio 100 mM (pH 5.0) por 15 min a temperatura ambiente, lavado
con el mismo buffer y tefiido con una solucion de ABTS al 0.3% en buffer de acetato de
sodio 100 mM (pH 5.0) como substrato.

54



7. RESULTADOS

7.1.- AISLAMIENTO E IDENTIFICACION MORFOLOGICA

Se recolectaron un total de 50 hongos, de diversas areas de Nuevo Ledn: Linares,
Montemorelos, Santiago, San Pedro, Guadalupe y Monterrey, algunos de los cuales
correspondian a los géneros de Trametes, Picnopurus, Schizophyllum, Stereum, entre
otros (Figura 7.1).

Trametes villosa

P e w4
“Picnoporus Stereum sp. Trametes sp.

sanguineus

Figura 7.1.- Hongos recolectados en diversas &reas de Nuevo Ledn. Morfologia
macroscopica.

Con el fin de seleccionar el mejor medio de cultivo, se hicieron ensayos
preliminares con las cuatro primeras cepas aisladas (Trametes villosa, Schizophyllum
commune, asi como las denominadas RVAN2 y RVAN12). La morfologia macroscépica
fue diferente en cada medio, asi mismo el tiempo en el cual se alcanzo el maximo
crecimiento; mientras que en Extracto de Malta (EM) el micelio desarrollado era
abundante, en Czapek por el contrario, era muy pobre. ElI mejor fue el Extracto de Malta-
Glucosa (EMG), que generd un crecimiento abundante y que a la vez permitié la toma de
muestra para los inoculos. Sin embargo, S. commune respondié mejor en el medio EM
(Figura 7.2).
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EM EMG

Figura 7.2.- Micelio vegetativo de diversos hongos (basidiomicetos nativos). a) Trametes
villosa (RVAN18). b) Schizophyllum commune (RVAN19). c) RVAN2. d) RVAN12.

Una vez seleccionado el medio, el total de los hongos recolectados se sembraron
en él, se observd que la morfologia macroscopica de los aislados fue muy diversa, ya que
algunos formaban micelio vegetativo blanco mientras que el micelio aéreo era de color
naranja, por otro lado, muchos presentaron un micelio de color banco algodonoso (Figura
7.3).
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Figura 7.3.- Morfologia macroscépica de dos hongos aislados en medio extracto de
malta-extracto de levadura. a) Se observa un micelio, con crecimiento concéntrico anular,
asi como esporas de color naranja. b) Micelio blanco de aspecto algodonoso.

7.2.- OBSERVACION AL MICROSCOPIO

A todos aquellos hongos cuya fase vegetativa fue obtenida, se les hizo tincion con
azul algoddn-lactofenol. Se eligieron aquellos que presentaron fibulas, que son
estructuras caracteristicas de los basidiomicetos (Figura 7.4). Como se observa, el tamafio
y grosor de las hifas, asi como las fibulas, son diferentes en cada uno de los hongos.

d)

Figura 7.4.-. Cultivos obtenidos después de 6 dias de incubacion a 30° C. Se observan
diversas fibulas tefiidas de azul (T). a) RVAN2, b) RVAN12, c) RVAN18 y d) RVAN19.
(Azul algoddn-lactofenol, x 100)
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7.3.- PRODUCCION DE OXIDASAS Y PEROXIDASAS EN MEDIO
SOLIDO (EVALUACION PRIMARIA)

Todas las cepas presentaron comportamientos diferentes cuando se evalud la
capacidad para la produccién de oxidasas y peroxidasas en medio soOlido. Dicha
evaluacion fue hecha en base a la coloracion dada en los diferentes substratos (Figura
7.5). En base a ello, los hongos que presentaron la mayor actividad fueron RVAN2 y
RVAN12, sequidas por CC1, CC2, CH7 y CH12, el resto presento una actividad baja.
Por otro lado, CH3, CH5 y CH9 no dieron actividad después de 30 dias. Aquellos hongos
que dieron una alta oxidacién de ABTS, también la dieron para el guaiacol y la o-
anisidina, aunque en ésta Ultima se observo una menor oxidacion del mismo. Incluso las
cepas de referencia, Pleurotus ostreatus ATCC 58053, Phanerochaete chrysosporium
ATCC 24735 y Bjerkandera adusta UAMH8258, oxidaron ligeramente los substratos
probados. De las tres cepas de referencia, la oxidacién fue mayor en P. ostreatus,
mientras que P. chrysosporium reaccion6 después de 15 dias de incubacion.

c)

Figura 7.5.- Oxidacion de los diferentes substratos utilizados para evaluar la produccién
de oxidasas y peroxidasas en medio s6lido. Cepa RVAN12 en medio sélido. a) Guaiacol.
b) O-anisidina. c) ABTS

7.4.- ACTIVIDAD ENZIMATICA EN MEDIO LIQUIDO

Los medios probados fueron el medio de glucosa (GMM) y el medio de harina de
soya (SMM). El ensayo para el primer medio se llevo por espacio de 12 dias, debido a
que la mayoria de las cepas, después del dia 10 daban negativa la deteccion de Lacasa.
Mientras que para el medio SMM fue de 20 dias. Las cepas se incubaron a 30 °C y una
agitacion de 150 rpm.
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7.4.1.- MEDIO MINERAL-GLUCOSA (GMM)

Para evaluar el efecto de la concentracién de glucosa, se seleccionaron dos cepas
RVANZ2 y RVAN12 para hacer este estudio preliminar en base a los resultados obtenidos
en el medio sélido.

7.4.1.1. Diferente concentracion de Glucosa

Las concentraciones de glucosa que se ensayaron fueron 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5y
10 g/l (tratamientos del 1 al 5 y el control, respectivamente). Esta Ultima concentracion es
la sugerida en la mayoria de los articulos revisados, por lo cual fue tomada como el
control.

7.4.1.1.1.- RVAN2

La produccién de Lacasa fue muy similar en todas las concentraciones ensayadas,
a excepcion de 10 g/L. Ya que a esta concentracién se desplazd el dia de maxima
actividad al dia ocho, decayendo a cero a los 10 dias. En el resto de las concentraciones
analizadas, por el contrario, la maxima actividad fluctud del dia dos al dia cuatro (Figura
7.6).

Por otro lado, el andlisis de varianza mostré una diferencia altamente significativa
entre los diferentes tratamientos (p<0.0000). Al comparar todos los tratamientos, incluido
el control, mediante una prueba de rangos multiples de Tukey, se determind que existen 3
grupos de homogeneidad. Se encontrd que no existieron diferencias significativas entre
los tratamientos 1, 3, 4 y 5, mientras que el tratamiento 2 y el control mostraron
diferencias altamente significativas con el resto de los tratamientos y entre ellos. Por otro
lado, la prueba de Dunnett, indic6 que el total de tratamientos fueron estadisticamente
diferentes con respecto al control (Tabla 7.1).
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Figura 7.6.- Actividad enzimatica de Lacasa del sobrenadante del cultivo de RVAN2 en
GMM. ¢,05¢g/L;m,100/L; A ,2509/L; X,500q/L; ], 75¢g/L; e, 10 g/L. Los
simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del duplicado de dos ensayos
totalmente independientes.

Tabla 7.1. Efecto de la concentracion de glucosa en la actividad enzimatica de Lacasa por

RVAN2 en GMM
TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)!  DUNNETT (p)
0.5g/L 22.92+1.71(4) 0.000006
1.0g/L 39.73+1.71(4)° 0.006124
2.59/L 29.61+1.71(2)* 0.000006
5.0 g/L 23.80+1.71(4)* 0.000006
7.5 g/L 23.34+1.71(4) 0.000006
10 g/L (control) 47.9+1.40(8)°

! Promedio de tres ensayos independientes + error estandar. () Dia de méx. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

Los resultados obtenidos indicaron que la mejor concentracion fue a 10 g/L, por
lo cual en los ensayos posteriores fue la seleccionada para trabajar.
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El consumo de la fuente de carbono a las concentraciones de 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y
7.5 g/L fue muy similar. Al dia cuatro, mas del 95% de la fuente de carbono se habia
agotado. Por otro lado, a una concentracién de 10 g/L se alcanz6 dicho consumo hasta el
dia 10 del ensayo (Figura 7.7). Se observé que conforme la fuente de carbono se agotaba,
la actividad enzimatica se incrementaba.
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Figura 7.7.- Azlcares residuales de RVAN2 en GMM. ¢, 05¢9/L; m,1.00/L; A , 25
g/L; X, 5.0 g/L; [, 7.5 g/L; e, 10 g/L. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes.

El contenido de proteinas determinado a los sobrenadantes de las diferentes
concentraciones de fuente de carbono, presentd un comportamiento similar, a excepcion
de la concentracién a 0.5 g/L, la cual fue mostro el menor contenido de proteinas (Figura
7.8).

Finalmente, la actividad especifica de la Lacasa fue variable, siendo los valores
mas altos aquellos presentados por las concentraciones a 0.5 y 1.0 g/L de glucosa, con
9.01 y 6.07 U/mg de proteina, respectivamente (Figura 7.8). Por otro lado, a 10 g/L se
observo la menor actividad especifica, 2.3 U/mg de proteina (Figura 7.9).
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Figura 7.8.- Contenido de Proteina (mg/mL) de RVAN2 en GMM. ¢, 05 ¢g/L; m, 1.0
g/lL; A, 25¢g/L; X,5049/L; [], 75 g/L; e , 10 g/L. Los simbolos representan el
promedio + la desviacion estandar del duplicado de dos ensayos totalmente
independientes.
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Figura 7.9.- Actividad especifica (U/mg) de Lacasa del sobrenadante del cultivo de
RVAN2en GMM. ¢,05¢g/L;m,1.09/L; A ,2.5¢/L; X,5.0¢/L;, 7.5¢g/L; e, 10 g/L.
Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del duplicado de dos
ensayos totalmente independientes.
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7.4.1.1.2.- RVAN12

En general la actividad de Lacasa fue muy similar en todas las concentraciones
probadas, con el valor méximo presentado a la concentracion de 10 g/L (90.3 U/L). Por
otro lado, los dias de mé&xima actividad se encontraron de los dias seis al 10, aunque a 0.5
g/L se retardo ligeramente, llegando a su méaximo el dia 12 (Figura 7.10).

Por otro lado, el andlisis de varianza mostr6 una diferencia altamente significativa
entre los diferentes tratamientos (p<0.0000). Al comparar todos los tratamientos, incluido
el control, mediante una prueba de rangos multiples de Tukey, se determind que existen 4
grupos de homogeneidad. Los grupos de homogeneidad formados son: grupo 1, por los
tratamientos 1 y 2; grupo 2, tratamientos 2, 4 y 5; grupo 3, tratamientos 3, 4 y 5; grupo 4,
control. Mediante la prueba de Dunnett se determind una diferencia altamente
significativa entre el control y los 5 tratamientos (Tabla 7.2).
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Figura 7.10.- Actividad enzimatica de Lacasa del sobrenadante del cultivo de RVAN12
en GMM. ¢, 05¢9/L;m,1009/L; A ,25¢/L; X,5009/L; ], 75¢g/L; e, 10 g/L. Los
simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del duplicado de dos ensayos
totalmente independientes.
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Tabla 7.2. Efecto de la concentracion de glucosa en la actividad enzimatica de Lacasa por

RVAN12 en GMM
TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)* DUNNETT (p)
0.59/L 72.76+3.08(12) 0.000056
1.0g/L 61.28+3.08(10)*" 0.000006
259/L 47.19+3.08(8)° 0.000006
5.0 g/L 56.14+3.08(8)"° 0.000006
7.5 g/lL 47.96+3.08(8)"° 0.000006
10 g/L (control) 95.86+2.51(6)°

! Promedio de tres ensayos independientes + error estandar. () Dia méx. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

La glucosa fue consumida casi totalmente a partir del dia 6, tanto para la
concentracion a 0.5, 1.0 y 2.5 g/L (Figura 7.11). Por lo que el dia 6 correspondié al dia de
maxima actividad de Lacasa. Por otro lado, en las concentraciones a 5.0 y 7.5 g/L, al final
del ensayo solamente habian sido consumidos el 40 y 35% de la fuente de carbono,
respectivamente (Figura 7.11).
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Figura 7.11.- Azlcares residuales de RVAN12 en GMM. ¢,05¢/L;m,10g/L; A , 25
g/L; X, 5.0 g/L; (1, 7.5 g/L; e , 10 g/L. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes.
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En general, el comportamiento del contenido de proteina fue similar en todas las
concentraciones, a lo largo de toda la cinética se observo un incremento y una
disminucién en la produccién de la misma, a excepcion de la concentracion a 0.5 g/L
(Figura 7.12).
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Figura 7.12.- Contenido de Proteina (mg/mL) de RVAN12 en GMM. ¢, 05¢g/L; m, 1.0
g/L; A, 25¢g/L; X,5049/L; [], 75 g/L; e , 10 g/L. Los simbolos representan el
promedio + la desviacion estandar del duplicado de dos ensayos totalmente
independientes.

Finalmente, la actividad especifica se incrementd considerablemente, siendo todas
muy similares a excepcion de la obtenida a 10 g/L, cuyo maximo valor fue de 8.8 U/mg
de proteina (Figura 7.13), seguida de 5.9 U/mg de proteina (dia 12), correspondiente a 0.5

g/L de glucosa.
Después de seleccionar la mejor concentracion de la fuente de carbono (glucosa)

y con el fin de evaluar si existen otras fuentes de carbono que incrementen la actividad
enzimatica de Lacasa. Se probaron cuatro fuentes de carbono, en base a reportes
existentes.
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Figura 7.13.- Actividad enzimética especifica de Lacasa del sobrenadante de los cultivos
de RVAN12en GMM. ¢,05¢/L;m,1.09/L; A ,25¢/L; X,500¢/L;[],7.5¢0/L; e, 10
g/L. Los simbolos representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de dos
ensayos totalmente independientes.

7.4.1.2.- Actividad enzimética con diferentes fuentes de carbono

Se probaron diferentes fuentes de carbono en dos de las cepas nativas, RVAN2 y
RVAN12, ya que fueron las que mejor actividad presentaron en el medio de glucosa. Las
concentraciones fueron de 10 g/L de glucosa, acetato, almiddn, celulosa y lignina
(tratamiento uno al cuatro, el cinco fue eliminado del estadistico). Cabe mencionar que en
el caso de lignina kraft, no se detect6 actividad durante el desarrollo de la fermentacion
en matraz.

7.4.1.2.1.- RVAN2

En el caso de RVAN2, se observo que la mejor fuente de carbono fue glucosa,
con 47.5 U/L, seguido del medio de cultivo adicionado con acetato de sodio, la cual dié
una produccion de 33.2 U/L; al final del ensayo enzimatico. Con el resto de las fuentes de
carbono, los valores de actividad de Lacasa oscilaron de 11 a 13 U/L (Figura 7.14).
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Figura 7.14.- Actividad enzimatica de Lacasa del sobrenadante del cultivo de RVAN2 en
Medio Mineral adicionado de diferentes fuentes de carbono. ¢, Acetato; m, Almidon; A,
Celulosa; X, Glucosa. Los simbolos representan el promedio + la desviacién estandar del
duplicado de dos ensayos totalmente independientes.

El analisis de varianza mostrd una diferencia altamente significativa entre los
diferentes tratamientos (p<0.000017). Al comparar todos los tratamientos, incluido el
control, mediante una prueba de rangos multiples de Tukey, se determind que existen 2
grupos de homogeneidad. Se observé una diferencia altamente significativa del
tratamiento uno con respecto al 3 y 4 (p<0.000952 y p<0.000503); el tratamiento dos con
tres y cuatro (p<0.000853 y p<0.000461), mientras que entre el tratamiento uno y dos no
mostro diferencia significativa (p>0.999) y tres y cuatro (p>0.983). La prueba de Dunnett
determin6é que el acetato de sodio no mostrd diferencia significativa con respecto al
control, mientras que el almiddn y la celulosa cristalina mostraron una diferencia
altamente significativa con el control (Tabla 7.3).
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Tabla 7.3. Efecto de la fuente de carbono en la actividad enzimatica de Lacasa por

RVAN2

TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)" DUNNETT (p)
GLUCOSA (CONTROL) 47.89+10.6(10) *
ACETATO DE SODIO 48.34+24.66(12) ® 0.9999
ALMIDON 14.31+2.83(8) 0.000444
CELULOSA CRISTALINA 11.66+0.18(8) ° 0.000194

! Promedio de tres ensayos independientes + error estandar. () Dia méx. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

En cuanto a la fuente de carbono, el acetato presentd valores muy similares con
respecto al control. Dado que la glucosa es na fuente de carbono econémica y de facil
adquisicion, asi como los resultados obtenidos en el estadistico, se decidi6 trabajar con la
misma para los ensayos posteriores.

7.4.1.2.2.- RVAN12

Con respecto a la actividad enzimatica de Lacasa observado con RVAN12, tres
de las fuentes de carbono que se emplearon mostraron comportamientos muy similares:
acetato (98.92 U/L), glucosa (90.3 U/L) y almido6n (85.8 U/L) (Figura 7.15).

El analisis de varianza aplicado a los valores de Lacasa al dia de maxima
actividad, mostré una diferencia altamente significativa entre los diferentes tratamientos
(p<0.000017). Al comparar todos los tratamientos, incluido el control, mediante una
prueba de rangos maltiples de Tukey, se determind que existen 2 grupos de
homogeneidad. Se observé una diferencia altamente significativa del tratamiento cuatro
con respecto a los tratamientos uno, dos y tres (p<0.000366, p<0.000934 y p<0.000462).
Entre estos tres tramientos no se detectd diferencia significativa. La prueba de Dunnett
determind que el acetato de sodio (tratamiento dos) y el almidon (tratamiento 3), no
mostraron diferencia significativa con respecto al control. S6lo el tratamiento cuatro,
presento una diferencia altamente significativa (Tabla 7.4).
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Figura 7.15.- Actividad enzimatica de Lacasa del sobrenadante del cultivo de RVAN12
en Medio Mineral, adicionado de diferentes fuentes de carbono. ¢, Acetato; m, Almidon;
A, Celulosa; X, Glucosa. Los simbolos representan el promedio + la desviacidn estandar
del duplicado de dos ensayos totalmente independientes.

Tabla 7.4. Efecto de la fuente de carbono en la actividad enziméatica de Lacasa en

RVAN12
TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)" DUNNETT (p)
GLUCOSA (CONTROL) 91.10+19.7(6)°
ACETATO DE SODIO 98.9+6.67(8) 0.8846
ALMIDON 84.96+4.15(4)* 0.4116
CELULOSA CRISTALINA 63.44+9.67(8)" 0.000117

! Promedio de tres ensayos independientes + error estandar. () Dia méx. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

Los resultados obtenidos con RVAN12 fueron muy similares a RVAN2, en
cuanto a concentracion y fuente de carbono, por lo cual y en base a los estadisticos
obtenidos, se seleccion6 a la glucosa a una concentracion de 10 g/L para los ensayos
posteriores, con el resto de las cepas estudiadas.
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7.4.1.3.- Cinética de crecimiento y Actividad Enziméatica en GMM

En base a los resultados de los experimentos anteriores, en los cuales se determind
que la glucosa fue la mejor fuente de carbono, asi como a una concentracion de 10 g/L,
los ensayos posteriores se hicieron bajo estas condiciones de crecimiento para el resto de
las cepas. Asi mismo, se usaron las tres cepas de referencia P. ostreatus, P.
chrysosporium y B. adusta. Es importante destacar que hubo formacién de aglomerados
miceliales, denominados pellets, cuyo tamafio fue muy variable, en algunos casos tenia
forma regular, mientras que otros cultivos presentaban ligeras proyecciones de micelio
(Figura 7.16). La consistencia del medio se torné muy viscosa para RVAN19, lo cual
dificultaba la toma de las alicuotas.

Figura 7.16.- Etapa final de los cultivos liquidos de las 4 cepas nativas estudiadas en
GMM. El Aglomerados de micelio. a) RVAN18. b) RVAN19. ¢) RVAN2. d) RVAN12

Al igual que en el medio solido, en la fermentacién en liquido hubo variaciones
muy importantes en cuanto a los niveles de actividad enzimatica. Se detecto la actividad
de Lacasa en tres cepas nativas (RVAN2, RVAN12 y RVAN18) y en la cepa de
referencia (P. ostreatus); mientras que en las otras dos cepas de referencia, Bjerkandera
adusta y Phanerochaete chrysosporium no fue detectada la actividad de Lacasa.
Finalmente, en ninguna de las cepas estudiadas, tanto nativas como de referencia, fueron
detectados las actividades de LiP y MnP bajo las condiciones ensayadas.

7.4.1.3.1.- RVAN2

La cinética de crecimiento de RVAN2 mostré que a medida que se desarrollé el
crecimiento, se observaba una disminucién del pH de 5.5 a 2.8 en el dia 12. Debe tenerse
presente que las variaciones en el pH se desarrollaron libres y sin control durante el
transcurso del ensayo. Cuando el 95% de la glucosa habia sido consumida, el
microorganismo se encontraba en la fase estacionaria, con ligeros incrementos y
disminuciones en la concentracion de biomasa. La sintesis de Lacasa fue detectada a
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partir del dia dos y esta se incrementd coincidiendo con el consumo de azlcares, la
disminucién del pH y finalmente con el crecimiento del microorganismo. Después del
consumo del 95% de glucosa presente, la actividad maxima alcanzada fue de 47.45 U/L
al dia ocho, cayendo a cero a partir del décimo dia (Figura 7.17).
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Figura 7.17.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enzimatica de Lacasa del
sobrenadante del cultivo de RVAN2 en GMM. ¢, Lacasa; e, Biomasa; x; Azucares
Residuales; [, pH. Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del
duplicado de dos ensayos totalmente independientes.

7.4.1.3.2.- RVAN12

En el caso de RVAN12, presentd un crecimiento mas lento y, como consecuencia,
la produccion de biomasa fue menor que la presentada por RVAN2 (2.3 mg/mL). EI 80%
de la glucosa fue consumida durante los dos primeros dias del ensayo. Por otro lado, el
pH tuvo un ligero descenso, siendo mas marcado del dia dos al cuatro, posteriormente
este permanecié constante durante el transcurso de la cinética. Finalmente, la maxima
actividad enzimatica se alcanzé al dia seis (90.3 U/L), cuando el microorganismo se
encontraba en la fase exponencial de crecimiento (Figura 7.18).
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Figura 7.18.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enzimatica de Lacasa del
sobrenadante del cultivo de RVAN12 en GMM. ¢, Lacasa; e, Biomasa; x; Azucares
Residuales; [, pH. Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del
duplicado de dos ensayos totalmente independientes.

7.4.1.3.3.- RVAN18

La cinética de crecimiento de Trametes villosa (RVAN18), mostro que la
produccién de biomasa fue acompafiada de una ligera disminucion en el pH, alcanzando
el valor minimo de 3.4, lo cual coincidié con el consumo maximo de glucosa al dia seis.
Sin embargo, conforme la biomasa se increment6 el pH aumentd hasta un valor de 3.8,
coincidiendo con el maximo crecimiento (2.15 mg/mL). La actividad enzimética alcanz6
su mas alto valor al dia 4, presentandose en la fase exponencial de crecimiento, con 16.66
U/L (Figura 7.19).

7.4.1.3.4.- RVAN19

Schizophyllum commune (RVAN19), fue el hongo que mayor biomasa produjo
(5.5 mg/mL), mientras el pH disminuy6 lentamente de 5.5 a 5. Por otro lado, el consumo
de azucares fue ligeramente mas lento que el resto de las cepas nativas, siendo hasta el
dia 10 que se consumé mas del 95% de los mismos (Figura 7.20). Sin embargo, la
actividad de Lacasa no fue detectada en el transcurso del ensayo, esto a pesar de haberse
detectado una ligera oxidacion en el medio sélido.
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Figura 7.19.- Cinética de Crecimiento y Enzimética de Lacasa del sobrenadante del
cultivo de RVAN18 en GMM. ¢, Lacasa; e, Biomasa; x; Azucares Residuales; [, pH.
Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del duplicado de dos
ensayos totalmente independientes.
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Figura 7.20.- Cinética de Crecimiento y Enzimética de Lacasa del sobrenadante del cltivo
de RVAN19 en GMM. ¢, Lacasa; e, Biomasa; x; Azucares Residuales; (], pH. Los
simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del duplicado de dos ensayos
totalmente independientes.
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7.4.1.3.5.- Pleurotus ostreatus (Cepa de referencia)

Con el fin de comparar el comportamiento de las cepas nativas con respecto a una
cepa control, se hicieron cinéticas de crecimiento y ensayos de actividad enzimatica de P.
ostreatus durante 12 dias, bajo las mismas condiciones que para las cepas nativas
previamente descritas.

La produccion de biomasa comenzd a dispararse a partir del dia 12 (Gltimo dia de
ensayo), lo cual indic6 que la fase exponencial se alargé en comparacion al resto de las
cepas. El consumo de azlcares también se observd muy lento, pues solamente el 50% de
la fuente de carbono fue consumida al final del ensayo. EI pH, por otro lado, no se vio
afectado, manteniendo su valor en 5.3. En cuanto a la actividad enzimética de Lacasa,
ésta alcanzé un maximo valor de 61 U/L al dia cuatro, decayendo su actividad a partir de
ese dia, sin embargo al dia 12 se observd un ligero incremento de la misma (Figura 7.21).
En cuanto a las actividades de LiP y MnP no fueron detectadas en el medio de cultivo
durante los 12 dias en los cuales se llevo la cinética enzimatica.

Se encontré que RVAN12, una de las cuatro cepas nativas, presentdé una mayor
actividad de Lacasa asi como una mayor produccion de biomasa y una disminucién en el
pH mayor que en la cepa de referencia (P. ostreatus).
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Figura 7.21.- Cinética de Crecimiento y Enzimética de Lacasa del sobrenadante del
cultivo de Pleurotus ostreatus en GMM. ¢, Lacasa; e, Biomasa; x; Azlcares Residuales;
1, pH. Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del duplicado de
tres ensayos totalmente independientes.
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El andlisis de varianza arrojé una diferencia altamente significativa entre los
diferentes tratamientos para la Lacasa, al dia de maxima actividad (p<0.00000). Al
realizar la comparacion de rangos multiples de Tukey, se determind la existencia de
cuatro grupos de homogeneidad; por otro lado, no hubo diferencia significativa entre
RVAN2 y el control (P. ostreatus). RVAN18 fue diferente significativamente a
RVAN19, RVAN2, RVAN12 y el Control (p<0.0177, p<0.000129, p<0.000129 y
p<0.000129, respectivamente). RVAN19 con respecto a RVAN18, RVAN2, RVAN12 y
el Control (p<0.0177, p<0.000129, p<0.000129, p<0.000129, respectivamente). RVAN2
con RVAN12, RVAN18 y RVAN19 (p<0.000129, p<0.000129 y p<0.000129,
respectivamente); no presentd diferencias significativas con el Control (p>0.0505).
Finalmente, RVAN12 mostré diferencias significativas con RVAN2, RVAN1S,
RVAN19 y el Control con p<0.000129 para las tres primeras y p<0.000132, para el
Control. La prueba de Dunnett determind que a excepcion de RVAN2, el resto de los
tratamientos fueron diferentes significativamente (Tabla 7.5).

Tabla 7.5. Actividad Enzimatica de Lacasa en 4 cepas nativas y cepa Control en GMM

TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)" DUNNETT (p)
RVAN2 47.897+10.6(8) ® 0.0246
RVAN12 91.012+19.7(6)" 0.000013
RVAN18 16.66+4.31(4) 0.000011
RVAN19 0.0£0.0° 0.000011
P. ostreatus (CONTROL) 61.00+2.99(4) ?

! Promedio de tres ensayos independientes + error estandar. () Dia méx. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

Los resultados anteriores permitieron determinar que la major cepa en la
produccion de Lacasa bajo condiciones limitantes de nitrogeno y carbono fue RVAN12,
incluso superior a lo determinado para P. ostreatus ATCC 58053. Por otro lado, RVAN2
no present6 diferencias significativas, por lo cual se decidio probar inductores en las dos
cepas nativas y descartar la cepa control.

7.4.1.4.- Actividad Enzimética en GMM con diferentes Inductores

Se llevaron a cabo ensayos enzimaticos en GMM adicionado con diferentes
compuestos, algunos de los cuales se ha reportado que son capaces de incrementar y/o
inducir la sintesis de enzimas lignoliticas tales como la Lacasa. Los compuestos fueron
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cobre (sulfato de cobre), manganeso (sulfato de manganeso), etanol y siringaldazina,
todos ellos a dos diferentes concentraciones (Mencionados previamente en material y
métodos, punto 6.12). Las actividades que fueron detectadas en este medio adicionado
con los diferentes inductores fueron Lacasa y Lignino Peroxidasa.

7.4.1.4.1.- RVAN2

Todos los compuestos probados afectaron la actividad enzimatica de Lacasa, sin
embargo fue mas evidente en el caso del sulfato de cobre a una concentracion de 500 uM
con 2942.8 U/L y 1000 uM con 871.11 U/L. El resto de los inductores presentaron poco
efecto en la sintesis de la Lacasa, las actividades fueron de 10 a 92 U/L (Figura 7.22).

5000

4500 A

4000 A

3500 A

3000 A

2500 A

2000 A

1500

ACTIVIDAD ENZIMATICA (UIL)

1000 -

500 -

——a——a—a—1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
TIEMPO (DIAS)

Figura 7.22.- Actividad enzimética de lacasa en RVAN2 en GMM, adicionado con
diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e, Manganeso 11 mg/L; o,
Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A, Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol
30 ¢/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

En el analisis multifactorial, se analizaron como factores el tipo de inductor asi
como la concentracion del mismo sobre la actividad de Lacasa. El analisis arrojo una
diferencia altamente significativa (p<0.00000). Con el fin de determinar que factor estaba
influyendo de forma significativa, se realizaron andlisis de varianza de una sola via con
cada uno de los factores. Con respecto al factor Inductor, se determind que existia una
diferencia altamente significativa (p<0.000002). Al realizar la prueba de rangos multiples
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de Tukey, se determind que existen dos grupos de homogeneidad dependiendo del
compuesto utilizado. Dicha comparacién de medias, arrojé la existencia de diferencias
altamente significativas del sulfato de cobre con el control y el resto de inductores
(p<0.000204, p<0.000150, p<0.000142 y p<0.000146, para el control, etanol, sulfato
manganoso Yy siringaldazina, respectivamente). Mientras que el control no mostrd
diferencias significativas con el resto de inductores (p>0.05). La Prueba de Dunnett,
determind que solo el cobre presento diferencias altamente significativas con respecto al
control (p<0.000041).

Con respecto al factor concentracion, no se observaron diferencias significativas
(p>0.21), por lo cual no se aplico la prueba de rangos multiples de Tukey.

Al llevar a cabo la interaccion de ambos factores, se presentaron dos grupos de
homogeneidad y se confirmaron los resultados anteriores, en los cuales se observo que el
sulfato de cobre a una concentracion de 500 uM presenté una diferencia altamente
significativa con el el medio adicionado con el mismo compuesto a una concentracion de
1000 pM, asi como al resto de inductores a las diferentes concentraciones de los mismos,
con respecto al control (p<0.000151). El control no mostré diferencia significativa con el
resto de inductores incluyendo el sulfato de cobre a 1000 uM (p>0.05). Finalmente, al
realizar la prueba de Dunnett, el sulfato de cobre a 500 y 1000 uM, presentaron una
diferencia significativa con el control (Tabla 7.6).

Tabla 7.6. Efecto de la adicidon de inductores en la actividad de Lacasa en RVAN2 en

GMM
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)' DUNNETT (p)
CONTROL - 47.898+3.106(8)*
COBRE 500 uM 2942.78+1349(18)" 0.000009
1000 puM 871.11+105(14) 0.04277
ETANOL 30 g/L 47.79+9.982(18)° 1.0000
350/L 92.026+2.016(6)° 1.0000
MANGANESO 11 mg/L 22.45+5.160(14) 1.0000
40 mg/L 20.700+4.160(14)* 1.0000
SIRINGALDAZINA 0.11uM 16.639+2.063(2)* 1.0000
11pM 73.866+5.911(10)* 1.0000

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacién estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05
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Para la actividad de Lacasa, el mejor compuesto para incrementar dicha actividad
fue sulfato de cobre a una concentracion de 500 uM. El resto de compuestos no mostro
efecto alguno en la lacasa.

En cuanto a la actividad de Lignino Peroxidasa (LiP), al igual que en el caso de la
Lacasa, el sulfato de cofre mostrd un efecto positivo a las dos concentraciones manejadas
de 500 y 1000 uM con respecto al resto de los inductores. Los valores maximos
alcanzados fueron de 153.95 y 57.8 U/L, respectivamente. Con el resto de los inductores,
los valores alcanzados oscilaron de 6 a 19.6 U/L, mientras que en el control, por el
contrario, no se detectd actividad durante los 20 dias que durd el ensayo enzimatico
(Figura 7.23).
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Figura 7.23.- Actividad enzimatica de LiP en RVAN2 en medio Mineral-Glucosa
(GMM), adicionado con diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e,
Manganeso 11 mg/L; o, Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 pM; A,
Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol 30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

En el analisis multifactorial, se analizaron como factores el tipo de inductor asi
como la concentracion del mismo sobre la actividad de Lacasa. El analisis arrojo una
diferencia altamente significativa (p<0.00000). Con el fin de determinar que factor estaba
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influyendo de forma significativa, se realizaron andlisis de varianza de una sola via con
cada uno de los factores. Con respecto al factor Inductor, se determind que existia una
diferencia altamente significativa (p<0.000000). Al realizar la prueba de rangos multiples
de Tukey, se determind que existen tres grupos de homogeneidad dependiendo del
compuesto utilizado, dos de ellos conformado por el sulfato de cobre a ambas
concentraciones y el tercero, por el resto de compuestos asi como por el control. Por otro
lado, la comparacion de medias arroj6 la existencia de diferencias altamente
significativas del sulfato de cobre con el control y el resto de inductores (p<0.000138,
p<0.000140, p<0.000173 y p<0.000136, para el control, etanol, sulfato manganoso y
siringaldazina, respectivamente). Mientras que el control no mostrd diferencias
significativas con el resto de inductores (p>0.05). La Prueba de Dunnett, determind que
solo el cobre presento diferencias altamente significativas (p<0.000015).

Con el factor concentracion, no se observaron diferencias significativas
(p=0.1607), por lo cual no se aplicé la prueba de rangos multiples de Tukey al no existir
diferencias.

Al llevar a cabo la interaccion de ambos factores, se presentaron tres grupos de
homogeneidad. Se observo que el sulfato de cobre a ambas concentraciones presentaron
diferencias significativas con respecto al control (p<0.000151 y p<0.0283, a 500 y 1000
uM de cobre, respectivamente). Sin embargo, con respecto al resto de inductores, solo a
la menor concentracion se presento una alta diferencia significativa (p<0.000151). El
resto de tratamientos (inductores a las diferentes concentraciones), no mostraron
diferencias significativas entre si (p=>0.05). Finalmente, al realizar la prueba de Dunnett,
el cobre tanto a 500 uM como a 1000 uM, presentaron una diferencia significativa con el
control (Tabla 7.7).

Al igual que en el caso anterior, los resultados obtenidos indican que el sulfato de
cobre a ambas concentraciones, se incrementa la actividad de la LiP, ya que en medio
basal (sin la adicion de tales compuestos), no fue detectada.

En cuanto al contenido de proteina, el comportamiento fue muy similar en todos
los cultivos adicionados con los diferentes inductores y a las dos concentraciones
manejadas de cada uno de ellos. Se observd una disminucién e incremento repetitivo,
siendo el mas caracteristico en ensayo con siringaldazina a 1.16 uM (Figura 7.24).
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Tabla 7.7. Efecto de la adicion de inductores en la actividad de LiP en RVAN2 en GMM

INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)' DUNNETT (p)
CONTROL - 0.00+0.00
COBRE 500 uM 153.95+61.35(16)° 0.000009
1000 uM 57.10+44.64(20)" 0.008467
ETANOL 30 g/L 7.94+0.187(4)*° 0.9984
359/L 9.199+0.465(16)*" 0.9958
MANGANESO 11 mg/L 11.83+2.433(20)*" 0.9800
40 mg/L 19.65+10.08(14)*" 0.7787
SIRINGALDAZINA 0.116 uM 6.079+0.0936(16)™" 0.9997
1.16 .uM 7.294+0.374(16)*" 0.9991

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacion estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05
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Figura 7.24.- Contenido de proteina de RVAN2 en GMM, adicionado con diferentes
compuestos. ¢, Cobre 500 uM; O, Cobre 1000 puM; e, Manganeso 11 mg/L; o,
Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A, Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol
30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos representan el promedio * la
desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.
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Figura 7.25.- Actividad Especifica de Lacasa en RVAN2 en GMM, adicionado con
diferentes compuestos. #, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; @, Manganeso 11 mg/L; o,
Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A, Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol
30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.
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7.4.1.4.2.- RVAN12

Se observd un comportamiento muy similar que el mostrado por RVAN2. El
cobre a 500 uM fue el que presentd un mayor efecto, con una actividad de 6868 U/L al
dia 16, lo que implicé un incremento de 404 veces con respecto al control. Seguido de
cobre a 1000 pM vy sulfato manganoso a 40 mg/L con 911.7 y 457.1 U/L,
respectivamente. El resto de los inductores presentaron un incremento de la actividad
pero en menor proporcion que el alcanzado por el sulfato de cobre a 500 uM. (Figura
7.26).
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Figura 7.26.- Actividad Enzimatica de Lacasa en RVAN12 en GMM, adicionado con
diferentes compuestos. #, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; @, Manganeso 11 mg/L; o,
Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A, Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol
30 ¢/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes.

En el analisis multifactorial, se analizaron como factores el tipo de inductor asi
como la concentracion del mismo sobre la actividad de Lacasa. El analisis arrojo una
diferencia altamente significativa (p<0.000016). Con el fin de determinar que factor
estaba influyendo, se realizaron analisis de varianza de una sola via con cada uno de los
factores. Con respecto al factor Inductor, se determind que existia una diferencia
altamente significativa (p<0.000000). Al realizar la prueba de rangos multiples de Tukey,
se determiné que existen dos grupos de homogeneidad dependiendo del compuesto
utilizado. Descata el hecho de que el primer grupo de homogeneidad esta formado por los
tres inductores, etanol, manganeso, siringaldazina asi como el control, mientras que el
segundo grupo de homogeneidad esta formado exclusivamente por el cobre. Este analisis
indico la existencia de diferencias altamente signitivativas del cobre con respecto al
control (p<0.000475), etanol (p<0.000222), manganeso (p<0.000363) y siringaldazina
(p<0.000218). EIl control, por el contrario, no mostro diferencias significativas con el
resto de los inductores (p>0.9999). La Prueba de Dunnett, determind que solo el cobre
presento diferencias altamente significativas contra el control (p<0.000155), no asi el
resto de inductores (p>0.99). Con el factor concentracion, no se observaron diferencias
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significativas (p>0.1025), por lo cual no se aplico la prueba de rangos multiples de
Tukey.

Al presentar diferencias significativas el andlisis de varianza multifactorial, se
realizd la prueba de rangos multiples entra la interaccion de ambos factores. Estos
resultados confirmaron lo que se obtuvo con el analisis univariado, en el cual el inductor
que presentd un efecto en la Lacasa fue el cobre. El cobre a 500 uM presentd una
diferencia altamente significativa con respecto al cobre a 1000 uM (p<0.000151), etanol,
manganeso Y siringaldazina, todos a ambas concentraciones (p<0.000151). En cuanto al
sulfato de cobre, este presento diferencias significativas con etanol 30 g/L (p<0.01087),
etanol 35 g/L (p<0.01309), manganeso 11 mg/L (p<0.02049), siringaldazina 0.116 uM
(p<0.01068) y siringaldazina 1.16 puM (p<0.01058). Se generaron tres grupos de
homogeneidad. Finalmente, al realizar la prueba de Dunnett, el cobre a ambas
concentraciones presentaron diferencia altamente significativa con respecto al control
(p<0.000009 y p<0.002272, para 500 y 1000 pM, respectivamente), (Tabla 7.8).

Tabla 7.8. Efecto de la adicién de inductores en la actividad de Lacasa en RVAN12 en

GMM
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)' DUNNETT (p)
CONTROL - 91.102+13.195(6)
COBRE 500 puM 6869.09+979.7(16)° 0.000009
1000 puM 955.03+266.2(20)" 0.002272
ETANOL 30 g/L 34.71+2.907(18) 0.9999
359/L 51.56+5.036(18)° 1.0000
MANGANESO 11 mg/L 94.17+2.812(14) 1.0000
40 mg/L 457.38+39.6(8)*" 0.4358
SIRINGALDAZINA 0.116 uM 33.11+2.097(18)° 0.9999
1.16 uM 32.22+0.924(18)° 0.9999

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacién estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

El analisis estadistico permitié determinar que el mejor inductor fue el sulfato de
cobre a ambas concentraciones y entre ellos, a 500 uM se incrementa hasta 75 veces la
actividad de lacasa.
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En cuanto a la actividad detectada de LiP, se observd un comportamiento muy
similar al presentado por la Lacasa, esto es, su produccion se vio favorecida por la
presencia de los diversos inductores, los mas representativos de tal efecto, fueron el
sulfato de cobre 500 uM, seguido del sulfato manganoso a 40 mg/L, con 563 y 107.7
U/L, respectivamente. Por otro lado, es de destacarse que el control, es decir el medio sin
la adicién de ninguno de los inductores, no presentd actividad de LiP durante los 20 dias
de ensayo. El dia de méxima actividad fue diferente en todos los inductores probados
(Figura 7.27).

700

600 A

500 1

400 1

300 1

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/L)

200 A

100 A

TIEMPO (DIAS)

Figura 7.27.- Actividad enziméatica de LiP de RVAN12 en GMM, adicionado con
diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e, Manganeso 11 mg/L; o,
Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A, Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol
30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes.

En el analisis multifactorial, se analizaron como factores el tipo de inductor asi
como la concentracion del mismo sobre la actividad de Lacasa. El analisis arrojo una
diferencia altamente significativa (p<0.00000). Al igual que en los casos anteriores, se
procedid a realizar un andlisis univariado, con el fin de determinar cual de los factores
estaba afectando de forma significativa la actividad de LiP. Con respecto al factor
Inductor, se determind que existia una diferencia altamente significativa (p<0.000392).
La comparacién de rangos maltiples de Tukey con un nivel de significancia de 0.5, arrojo
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que existe una diferencia significativa del cobre con el control (p<0.00129), etanol
(p<0.002905), manganeso (p<0.007993) y siringaldazina (p<0.001781). Se presentaron
dos grupos de homogeneidad, el primero de ellos representado por el control, etanol,
manganeso Y siringaldazina; el segundo por el cobre. La prueba de Dunnett arrojo que
existe una diferencia altamente significativa del cobre con respecto al control
(p<0.000493). EIl analisis del factor concentracion no arrojé diferencias significativas
(p>0.1048).

Al llevar a cabo la interaccion de ambos factores, se presentaron tres grupos de
homogeneidad. Al igual que lo obtenido en el anova univariado, se observé que el sulfato
de cobre a 500 uM presenté una diferencia altamente significativa con el control y el
resto de inductores (p<0.000151). El manganeso a una concentracion de 40 mg/L fue
significativamente diferente con respecto al control (p<0.000490). EI manganeso a 11
mg/L presento diferencias significativas con la concentracion a 40 mg/L (p<0.01099).
Otra diferencia observada fue la que presentd el manganeso a 40 mg/L con la
siringaldazina a 0.116 uM (p<0.003664). Se formaron tres grupos de homogeneidad vy,
finalmente, la prueba de Dunnett mostré que tanto el cobre a 500 uM (p<0.000009),
como el manganeso a 40 mg/L (p<0.000103) son diferentes significativamente al control
(Tabla 7.9).

Tabla 7.9. Efecto de la adicién de inductores en la actividad de LiP en RVAN12 en

GMM
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)* DUNNETT (p)
CONTROL - 0.00+0.00
COBRE 500 uM 514.55+93.74(14)° 0.000009
1000 uM 49.76+14.44(20)*" 0.008467
ETANOL 30 g/L 33.84+25.8(20)*" 0.9984
350/L 46.12+9.15(20)*" 0.9958
MANGANESO 11 mg/L 18.51+5.34(10)* 0.9800
40 mg/L 107.71+9.37(10)" 0.7787
SIRINGALDAZINA 0.116 uM 8.78+4.29(8)* 0.9997
1.16 uM 48.7145.46(8)"" 0.9991

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacion estandar. () Dia mx. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05
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Como sucedié con RVAN2, el cobre a ambas concentraciones incrementa
considerablemente la actividad de LiP, pues en el medio basal no fue detectada tal
actividad. De ellos, a 500 uM fue la mejor concentracion, con un incremento de nueve
veces la actividad dada por el cobre a 1000 uM.

Por otro lado, el contenido de proteina fue muy similar, a excepcion de la
presentada con el cobre, con el cual se logré la mayor actividad enzimatica, cuyo maximo
valor fue de 31.4 ug/L, con el resto de los inductores el contenido de proteina fluctu6 de
13-21 pg/mL (Figura 7.28). Este contenido de proteina se presento dos dias después de
alcanzada la mé&xima actividad producida por el microorganismo en el medio liquido.
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Figura 7.28.- Contenido de Proteina en el cultivo de RVAN12 en GMM, adicionado con
diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e, Manganeso 11 mg/L; o,
Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A, Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol
30 ¢/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes.

Finalmente, la actividad especifica mostr6 un comportamiento muy similar,

destacé el sulfato de cobre a ambas concentraciones, fue mayor a 500 uM que a 1000
uM, con valores de 229.7 y 72.9 U/mg de proteina, mientras que el sulfato manganoso a
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40 mg/L, alcanzé una actividad especifica de 26 U/mg de proteina (Figura 7.29). El resto
de los compuestos no presentd un incremento considerable en la actividad, el contenido

de proteina producida fue similar para todos.
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Figura 7.29.- Actividad Especifica de Lacasa en RVAN12 en GMM, adicionado con
diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; @, Manganeso 11 mg/L; o,
Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A, Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol
30 g¢/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes.

7.4.2.- MEDIO DE HARINA DE SOYA (SMM)

El medio de harina de soya, al contrario del medio de glucosa (GMM), muestra
una mayor complejidad en su composicion. ElI comportamiento presentado por los
diversos hongos es muy variado tanto entre ellos como en relacion al obtenido con el
medio GMM. Se presentd formacion de aglomerados de micelio, pellets; asi mismo, el
ensayo enzimatico fue llevado por espacio de 20 dias, ya que las actividades enzimaticas
fueron mayores a las observadas en el medio basal (GMM).

De las cepas de referencia se utilizd P. ostreatus, ya que tanto en Phanerochaete
chrysosporium como Bjerkandera adusta no se detectaron actividades de Lacasa, LiP y/o
MnP en este medio, por lo cual se descartaron.
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Cabe mencionar que tanto la consistencia como el aspecto del medio de cultivo
fueron muy diferentes al presentado por el GMM, al igual que el aspecto y tamafio de los
pellets, definido visualmente (Figura 7.30).

Figura 7.30.- Morfologia y aspecto de los aglomerados miceliales al final del ensayo, en
SMM. a) RVAN2. b) RVAN12. ¢) RVAN18. d) RVAN19.

7.4.2.1.- Cinética de Crecimiento y Produccion Enzimatica

7.4.2.1.1.- RVAN2

La cinética de crecimiento de RVAN2 en SMM mostro una ligera disminucién en
el pH, llegando a 4.3; a partir del dia 16 se increment0 este valor hasta llegar a 7.3. Se
debe considerar que esté no fue controlado durante los 20 dias que duro el ensayo.

Por otro lado, el consumo de azucares fue lento, se agot6 el 30% cuando alcanzé
su maxima produccién de biomasa (11.275 mg/mL). A partir de este momento, el
microorganismo entr6 en la fase estacionaria por lo cual se observé una disminucion e
incremento en la concentracion de biomasa, llegdé a su minimo valor al final del ensayo
enzimatico.

La sintesis de Lacasa y Lignino Peroxidasa, llegaron a su maximo valor en este
punto, con una actividad de 5150 y 151 U/L, respectivamente. Estos valores de actividad
disminuyeron conforme el microorganismo continuaba con el crecimiento. Lo anterior
coincidié con el incremento en el valor de pH. Finalmente, la produccion de Manganeso
Peroxidasa, se dispard al final de la cinética, cuando el valor de pH se incrementd y la
fuente de carbono habia sido consumida casi en su totalidad y el microorganismo se
encontraba al final de la fase estacionaria (Figura 7.31).

88



14 0.18

r 0.16

=
N
L

I 0.14

=
o
L

I 0.12

(w/n) dun
(Twyn) din
VOILYWIZNI AVaIAI LDV

pH
BIOMASA (mg/mL)
AZUCARES RESIDUALES (mg/mL)
ACTIVIDAD ENZIMATICA LACASA (U/mL)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
TIEMPO (DIAS)

Figura 7.31.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enziméatica del sobrenadante del
cultivo de RVAN2 en SMM. ¢, Lacasa;A, LiP; e, MnP; o, Biomasa; m; AzUcares
Residuales; +, pH. Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del
duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

7.4.2.1.2.- RVAN12

El crecimiento de RAVN12 fue ligeramente menor al observado en RVAN2. La
méaxima produccion de micelio se alcanzé al sexto dia del ensayo, con 10.2 mg/mL. A
partir de este dia comenzd la fase estacionaria.

En cuanto al pH, lleg6é al minimo valor al dia 10 con 4.3; se presentd un incremento
ligero a partir de este dia, sin embargo este aumento fue menor al dado por RVANZ2, con
5.04.

Con respecto a la fuente de carbono, esta fue consumida mas del 95% al dia 10,
cuando el microorganismo se encontraba en la fase estacionaria y se presentaba el
minimo de valor de pH. EI consumo de estos azlcares fue mayor que el obtenido por
RVANZ2.

Finalmente, la produccion de Lacasa comenzé a partir del sexto dia y alcanz6 su
maximo valor al dia 12 con 13,430 U/L, después del agotamiento de la fuente de carbono.
La produccion de LiP, alcanz6 su méximo valor con 4466 U/L, la cual decay6 a partir del
dia 14. Finalmente, la produccién de MnP fue de 65.6 U/L al dia 16, cuando el pH se
incremento y el crecimiento llegaba al final de la fase estacionaria (Figura 7.32).
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Figura 7.32.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enziméatica del sobrenadante del
cultivo de RVAN12 en SMM. ¢, Lacasa;A, LiP; e, MnP; o, Biomasa; m; Azucares
Residuales; +, pH. Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del
duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

7.4.2.1.3.- Trametes villosa (RVAN18)

El crecimiento en el caso de Trametes villosa, fue ligeramente diferente al
presentado por las dos cepas anteriores. Alcanzd una produccion de 11.29 mg/mL de
micelio, su fase exponencial se extendié mas que en las cepas RVAN2 y RVAN12.

Por otro lado, el pH mostrd una ligera disminucién, alcanzé su minimo valor al
dia seis, cuando el microorganismo se encontraba a la mitad de la fase exponencial y mas
del 98 % de la fuente de carbono habia sido consumida, esta velocidad de consumo fue
superior a la observada en las cepas anteriores. Al final de la cinética se observo un
incremento en el valor de pH con 7.09.

Por dltimo, la actividad de Lacasa se detectd a partir del dia dos. Alcanz6 la
maxima produccion alrededor del octavo dia (0.398 U/mL); en cuanto a la LiP, esta
enzima también se produjo en menor proporcion que RVAN2 y RVAN12, con una
actividad de 0.012 U/mL al dia ocho, al igual que en el caso de la Lacasa. No fue
detectada la actividad de MnP durante el transcurso del ensayo enzimatico (Figura 7.33).
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7.4.2.1.4.- Schizophyllum commune (RVAN19)

Schizophyllum cummune fue el hongo con mayor produccion de biomasa,
comportamiento similar al presentado en el medio GMM, con 17 mg/mL. La fase
exponencial de crecimiento fue mas extensa, lo cual indic6 que tuvo un crecimiento mas
lento.

El minimo valor de pH con 5.9 se alcanzé al dia 10, menor a la presentada por el
resto de los hongos. A partir de este dia, se incrementd hasta alcanzar un valor final de
7.4. Lo anterior coincidi6 con la disminucidn en el crecimiento del microorganismo.

A diferencia de los hongos anteriores, la fuente de carbono se consumio casi en su
totalidad, cuando se encontraba a la mitad del crecimiento y el pH aun no alcanzaba el
minimo valor reportado.

Finalmente, tanto la actividad de Lacasa con 620 U/L como de LiP con 18 U/L,
fueron mayores a la producida por Trametes villosa, los dias 16 y 20, respectivamente.
Esto se present6 cuando el valor de pH comenzaba a incrementarse; la fuente de carbono
habia sido consumida casi en su totalidad y la biomasa se encontraba casi al final de la
fase exponencial de crecimiento. No se logré detectar actividad de MnP durante el

transcurso del ensayo enzimatico (Figura 7.34).
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Figura 7.33.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enziméatica del sobrenadante del
cultivo de RVAN18 en SMM. ¢, Lacasa; A, LiP; o, Biomasa; m; Azl(cares Residuales;
+, pH. Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del duplicado de
tres ensayos totalmente independientes.
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Figura 7.34.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enziméatica del sobrenadante del
cultivo de RVAN19 en SMM. ¢, Lacasa;A, LiP; e, MnP; o, Biomasa; m; Azucares
Residuales; +, pH. Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del
duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

7.4.2.1.5.- Cepa Control, P. ostreatus

La cepa control mostr6 un comportamiento muy diferente al dado por el resto de
los hongos estudiados. La produccion de biomasa fue de 10 mg/mL al dia seis, posterior a
ese dia se llegd a la fase estacionaria del crecimiento, en la cual se observé un
decaimiento en la produccion de biomasa, siendo esta de 5.8 mg/mL al final del ensayo.
En cuanto al pH, este se incremento a 7.68 a partir del dia cuatro, hasta llegar al méximo
de 8.3, continuando constante este valor hasta el final de la fermentacion. La fuente de
carbono fue consumida lentamente, al final del ensayo restaba el 65% de la misma. Este
comportamiento fue muy similar al presentado en GMM. La produccion de las enzimas
lignoliticas fue de 5872, 235.9 y 211 UJ/L, para Lacasa, LiP y MnP, respectivamente.
Todas ellas alcanzaron el méximo alrededor del dia 10 para Lacasa y LiP y para MnP el
dia (Figura 7.35).
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Figura 7.35.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enziméatica del sobrenadante del
cultivo de Pleurotus ostreatus en SMM. ¢, Lacasa;A, LiP; e, MnP; o, Biomasa; m;
Azucares Residuales; +, pH. Los simbolos representan el promedio + la desviacién
estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

Como se pudo determinar, las enzimas producidas por la cepa control fueron
inferiores a la presentada por RVAN12 y muy similar a lo encontrado en RVAN2,
aungue fue superior a lo presentado por RVAN18 y RVAN19. Debido a esto, los ensayos
posteriores realizados con el medio de harina de soya se llevaron a cabo con RVAN2 y
RVAN12.

Con el fin de determinar si realmente existio una diferencia en las actividades
enzimaticas entre el total de cepas estudiadas asi como de las nativas con respecto al
control, se realiz6 un analisis de varianza, comparacion de rangos multiples de Tukey y la
prueba de Dunnett.

Para la actividad de Lacasa, se determind que existe una diferencia altamente
significativa (p<0.000000). La comparacién de rangos multiples arrojé una diferencia
significativa de la cepa control con RVAN12 (p<0.000129), RVAN18 (p<0.000129) y
RVAN19 (p<0.000129), no asi para RVAN2 (p>0.6135). Mientras que RVAN12 mostrd
diferencias significativas con el total de cepas (p<0.000129). Tampoco se observd
diferencia significativa entre RVAN18 y RVAN19 (p>0.9879). Se generaron tres grupos
de homogeneidad. Por ultimo, mediante la prueba de Dunnett se determind que tanto
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RVAN12, RVAN18 y RVAN19 presentaron diferencias altamente significativas con el
control (Tabla 7.10).

Tabla 7.10. Actividad Enzimética de Lacasa en 4 cepas nativas y cepa Control en SMM

TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)" DUNNETT (p)
RVAN2 5141.28+423.48(6)* 0.4352
RVAN12 13398.63+548.517(12)° 0.000011
RVAN18 398.62+52.976(8)" 0.000011
RVAN19 620.67+22.776(10)° 0.000011
P. ostreatus (CONTROL) 5872.36+1995.08(6)"

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacion estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

De esta forma, se determind que la mejor cepa en la produccion de Lacasa fue
RVAN12, incluso superior a lo encontrado con la cepa control. Por otro lado, RVAN2
fue similar al control y el resto, presentaron valores inferiores.

Para la actividad de LiP, el analisis de varianza mostrd que existen diferencias
altamente significativas (p<0.000000). La prueba de rangos multiples de Tukey arrojo
que existen diferencias altamente significativas entre las diferentes cepas (p<0.000129), a
excepcion de las cepas RAVANI18 y RVAN19, ya que entre ellas no existieron
diferencias significativas (p>0.9991). Mediante esta prueba, se detectaron cuatro grupos
de homogeneidad. Al comparar las cuatro cepas nativas contra el control mediante la
prueba de Dunnett, se determind que todas cepas son diferentes significativamente al
control (p<0.000011, para RVAN12, RVAN18 y RVAN19; p<0.000700 para RVAN2),
(Tabla 7.11).

Tabla 7.11. Actividad Enzimatica de LiP en 4 cepas nativas y cepa Control en SMM

TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)" DUNNETT (p)
RVAN2 151.51+7.577(6) ® 0.4352
RVAN12 466.03+56.57(12)° 0.000011
RVAN18 12.73+3.89(8)" 0.000011
RVAN19 16.99+6.56(16)c 0.000011

P. ostreatus (CONTROL) 235.95+33.18(12)°

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacion estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05
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Con respecto a LiP, se presentd el mismo comportamiento que el dado con la
Lacasa, encontrando que RVAN12 es superior a la cepa control, mientras que RVAN2 es
similar y el resto, presentan valores inferiores de LiP.

Para la actividad de MnP, el analisis de varianza mostré que existe un efecto
altamente significativo dependiendo de la cepa (p<0.000000). La comparacion de rangos
multiples arrojo diferencias significaticas entre el control y las cuatro cepas nativas
(p<0.000129, para cada una de ellas). No existié diferencia significativa entre RVAN18 y
RVAN19 (p>1.0000). RVAN2 mostro diferencias significativas con todas, asi como
RVAN12 (p<0.000129). Se generaron cuatro grupos de homogeneidad

Se generaron tres grupos de homogeneidad. Por Gltimo, mediante la prueba de
Dunnett se determind que RVAN2, RVAN12, RVAN18 y RVANI19 presentaron
diferencias altamente significativas con el control (Tabla 7.12).

Tabla 7.12. Actividad Enzimética de MnP en 4 cepas nativas y cepa Control en SMM

TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)" DUNNETT (p)
RVAN2 126.8+19.18(20)° 0.000011
RVAN12 65.69+10.77(16)" 0.000011
RVAN18 0.00+0.00° 0.000011
RVAN19 0.00+0.00c 0.000011

P. ostreatus (CONTROL) 211.01+17.09(12)°

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacion estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

En cuanto a la actividad de MnP, se determind que la cepa control fue la mejor
para tal enzima.

Al englobar el comportamiento de las cepas con respecto a las tres enzimas
lignoliticas, la mejor fue RVAN12, debido a la actividad de Lacasa y LiP alcanzada en el
medio de harina de soya (SMM), comportamiento similar al encontrado en el medio de
glucosa (GMM). Por otro lado, se decidié seguir estudiando a RVAN2 ya que presentd
valores similares a la cepa control en actividad de lacasa.

7.4.2.2.- Inductores

Se probaron los mismos compuestos utilizados en el medio GMM, bajo las
mismas condiciones, por espacio de 20 dias. Igualmente, se determind Lacasa, LiP vy
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MnP. Las cepas utilizadas fueron aquellas que presentaron una actividad igual o mayor
que la cepa control.

7.4.2.2.1.- RVAN2

El efecto sobre la produccion de Lacasa fue muy diferente, dependiendo del
compuesto utilizado para tratar de favorecer el incremento en la actividad enzimatica.
Con la adicion de Etanol a una concentracion de 30 g/L, se detecto una actividad similar
a la presentada por el control, de 5022 U/L y 4141 U/L, respectivamente. Mientras que el
resto de los compuestos mostraron una actividad de Lacasa inferior, cuyos valores fueron
de 1781.1 U/L (sulfato manganoso, 40 mg/L) hasta 4078 U/L (sulfato de cobre 1000
uM). A pesar de esto, se observa que el decaimiento o la disminucion en la actividad de
Lacasa es mucho mas lenta que en el caso del control, en el cual a partir del méximo dia,
esta tiende a disminuir drasticamente (Figura 7.36).

7
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Figura 7.36.- Actividad Enzimatica de Lacasa en el sobrenadante de RVAN2 en SMM,
adicionado con diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e,
Manganeso 11 mg/L; o, Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A,
Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol 30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

El anélisis de varianza determind que existen diferencias altamente significativas
(p<0.000000). Por lo cual se llevo a cabo un analisis de varianza por separado para cada
uno de los factores. El tipo de inductor presenté un afecto altamente significativo en la
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actividad de la Lacasa (p<0.0000). La comparacién de rangos multiples de Tukey,
determind que existieron diferencias significativas entre el control (medio sin inductor) y
los inductores, cobre (p<0.0372), manganeso (p<0.000130) vy siringaldazina
(p<0.007609), mientras que entre el control y el etanol no se observd diferencias
significativas (p=>0.1034). Lo mismo sucedio entre el cobre y la siringaldazina (p=0.5808)
y entre el cobre y el etanol (p>0.9835); lo anterior dio como resultado la formacion de
cuatro grupos de homogeneidad. En cuanto a la prueba de Dunnett, se encontrd que el
cobre, etanol, manganeso y siringaldazina presentaron diferencias significativas con
respecto al control (p<0.01515, p<0.04453, p<0.000009 y p<0.000023, respectivamente).

En cuanto al efecto de la concentracion sobre la actividad enzimatica de Lacasa,
el analisis de varianza determind que existen diferencias significativas (p<0.001436). La
comparaciéon de rangos multiples de Tukey arrojo diferencias significativas entre el
control y las dos concentraciones (p<0.005393 y p<0.001058), mientras que entre la
concentracion uno y la dos, no se observaron diferencias significativas (p=>0.6396). Se
formaron dos grupos de homogeneidad. La prueba de Dunnett, mostrd que existieron
diferencias significativas del control con respecto a la concentracion uno (p<0.003245) y
a la concentracion dos (p<0.000592).

Al realizar el analisis de varianza multifactorial, teniendo como factores el tipo de
inductor y la concentracion de los mismos, determind que existen diferencias altamente
significativas (p<0.00000). Mediante la comparacion de rangos multiples de Tukey, se
observOo la respuesta dada por los tratamientos. El control presenté diferencias
significativas con cobre a 500 uM (p<0.001458), Etanol a 35 g/L (p<0.000323),
manganeso 11 mg/L y mangeso 40 mg/L (p<0.000143), siringaldazina a 0.116 puM
(p<0.000228) vy siringaldazina a 1.16 uM (p<0.000153). EIl cobre a 500 uM presento
diferencias con respecto al control (p<0.0001458), etanol 30 g¢/L (p<0.003557),
manganeso 11 mg/L (p<0.008002) y manganeso 40 mg/L (p<0.001540). El cobre a 1000
uM arrojo diferencias significativas con el etanol 35 g/L (p<0.04765), manganeso 11
mg/L y 40 mg/L (p<0.000143), siringaldazina 0.116 uM (p<0.02665) y siringaldazina
1.16 uM (p<0.005669). El etanol a 30 g/L mostré diferencias significativas con el cobre a
500 uM (p<0.003557), etanol a 35 g/L (p<0.000651), manganeso a 11 mg/L y 40 mg/L
(p<0.000143), siringaldazina 0.116 uM (p<0.000381) y siringaldazina 1.16 uM
(p<0.000175). El etanol a 35 g/L mostrd diferencias significativas con el control
(p<0.000323), etanol a 30 g/L (p<0.000651), y manganeso a 11 y 40 mg/L (p<0.04083 y
p<0.00875, respectivamente). EI manganeso a 11 mg/L mostré diferencias significativas
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con el control (p<0.000143), cobre a 500 uM (p<0.008002), cobre a 1000 uM
(p<0.000143), etanol a 30 g/L (p<0.000143) y etanol a 35 g/L (p<0.040843). EIl
manganeso a 40 mg/L presentod diferencias significativas con respecto al control
(p<0.000143), cobre a 500 uM (p<0.00154), cobre a 1000 uM (p<0.000143), etanol a 30
g/L (p<0.000143), etanol a 35 g/L (p<0.000143) y etanol a 30 g/L (p<0.000381). La
siringaldazina a 0.116 uM y 1.16 uM presentaron diferencias significativas con el control
(p<0.000228 y p<0.000153, respectivamente), con el cobre a 500 uM (p<0.02666 y
p<0.005669, respectivamente) y con el etanol a 30 g/L (p<0.000381 y <0.000175,
respectivamente). Se formaron cinco grupos de homogeneidad, mientras que la prueba de
Dunnett arrojo que existieron diferencias significativas de los tratamientos con cobre a
500 uM, etanol a 35 g/L, manganeso a 11 y 40 mg/L, asi como siringaldazina a 0.116 y
1.16 uM (Tabla 7.13).

Tabla 7.13. Efecto de la adiciéon de inductores en la actividad de Lacasa en RVAN2 en

SMM
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)" DUNNETT (p)
CONTROL - 5141.3+423.96(6)*
COBRE 500 uM 3457.92+452(8)"° 0.000335
1000 puM 4454.9+1042.7(8)° 0.3282
ETANOL 30 g/L 5026.9+1377.4(18)° 0.9999
359/L 3235.2+282.3(18)*"¢ 0.000053
MANGANESO 11 mg/L 1992.8+194.4(8)%¢ 0.000007
40 mg/L 1781.8+80.12(8)° 0.000007
SIRINGALDAZINA 0.116 uM 3151.52+290.95(8)%¢ 0.000029
1.16 uM 2945.5+403.5(8)"%* 0.000010

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacion estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

A excepcion del etanol, el cual no presentd diferencias significativas con el
control, el resto de los inductores generd un efecto negativo en la sintesis de Lacasa,
contrario a lo obtenido con el medio GMM, el cual favorecio la sintesis de esta enzima en
RVAN2.

Algo muy diferente se observd con la actividad enzimatica de la LiP. Los
inductores a ambas concentraciones mostraron un efecto positivo en la actividad
enzimatica. El sulfato manganoso a una concentracién de 11 mg/L, fue el compuesto que
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favorecio en mayor proporcion la produccion de LiP con .0406 U/mL, =2.7 veces con
respecto al control. Por otro lado, el compuesto que menos increment6 la actividad fue la
siringaldazina a 1.16 uM, con 0.2316 U/mL, 1.53 veces mas. El resto oscild entre los
valores antes mencionados (Figura 7.37).

0.6

0.5 A

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mL)

TIEMPO (DIAS)

Figura 7.37.- Actividad Enzimética de LiP en el sobrenadante de RVAN2 en SMM,
adicionado con diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e,
Manganeso 11 mg/L; o, Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A,
Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol 30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

El anélisis de varianza determind que existen diferencias altamente significativas
(p<0.000000). Por lo cual se llevo a cabo un analisis de varianza por separado para cada
uno de los factores. El tipo de inductor presenté un afecto altamente significativo en la
actividad de la LiP (p<0.0000).

La comparacion de rangos multiples de Tukey arrojé que existieron diferencias
significativas del control con el resto de los inductores, cobre (p<0.000176), etanol
(p<0.000130), manganeso (p<0.000130) y siringaldazina (p<0.01264). No se presentaron
diferencias significativas entre la siringaldazina y el cobre (p>0.1792), ni entre el etanol y
el manganeso (p>0.9261). Existieron diferencias del cobre con el etanol y el manganeso
(p<0.000130 y p<0.000148); el etanol con el control, cobre y siringaldazina (p<0.000130,
p<0.000324 y p<0.000130, respectivamente); el manganeso present6 diferencias entre el
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control (p<0.000130), cobre (p<0.000148) y siringaldazina (p<0.000130); finalmente, la
siringaldazina mostré diferencias significativas con el control (p<0.01264), el etanol
(p<0.000130) y el manganeso (p<0.000130). Se formaron tres grupos de homogeneidad
conformado el grupo uno por cobre y siringaldazina, el grupo dos por etanol y
manganeso Y el tercero por el control. Con la prueba de Dunnett se determind que el
cobre, etanol, manganeso Yy siringaldazina fueron significativamente diferentes al control
(p<0.000023, p<0.000009 y p<0.004975, respectivamente).

En cuanto al efecto de la concentracion sobre la actividad enzimética de LiP, el
andlisis de varianza determind que existen diferencias significativas (p<0.000024). La
comparacién de rangos multiples de Tukey arrojo diferencias entre el control y cada una
de las concentraciones manejadas (p<0.000134 y p<0.000330, respectivamente). Se
formaron dos grupos de homogeneidad conformados por el control por un lado y por las
dos concentraciones por otro. Se determind mediante la prueba de Dunnett que existieron
diferencias significativas entre el control y ambas concentraciones (p<0.000014 y
p<0.000144, uno y dos, respectivamente).

Para visualizar el efecto en la interaccion del tipo de inductor como de la
concentracion empleada en cada uno de ellos y, puesto que se determind mediante el
andlisis multifactorial que existieron diferencias altamente significativas (p<0.00000), se
sometieron a una prueba de rangos maltiples. Dicha prueba arrojé que existen diferencias
significativas entre el control y el cobre a 500 uM (p<0.001529) y 1000 uM
(p<0.000179), etanol 30 y 35 g¢/L, manganeso 11 y 40 mg/L (p<0.000143) y
siringaldazina 0.116 uM (p<0.014417). El cobre, ademas de presentar diferencias
significativas con el control, las present6 con el etanol a 30 g/L (p<0.000148) y con el
manganeso a 11 y 40 mg/L (p<0.000199 y p<0.002436, respectivamente). El cobre a
1000 uM, ademas de presentar diferencias significativas con el control, las mostré con el
etanol 30 g/L (p<0.000416), y el manganeso a 11 mg/L (p<0.002178) y 40 mg/L
(p<0.0468). EIl etanol a 30 g/L, mostro diferencias con el control, el cobre a ambas
concentraciones (valores ya mencionados previamente), con el etanol a 35 g/L
(p<0.0194), asi como con manganeso a 40 mg/L (p<0.0194) y con siringaldazina a 0.116
uMy 1.16 uM (p<0.000143). El etanol a 35 g/L, mostro diferencias con el control, asi
como con etanol a 30 g/L, con la siringaldazina a 1.16 uM (p<0.004134). EI manganeso
fue diferente estadisticamente con el control, el cobre a ambas concentraciones (valores
ya mencionados), asi como con la siringaldazina a las dos concentraciones (p<0.000322 y
p<0.000148, respectivamente). La siringaldazina a 0.116 uM mostro diferencias
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significativas con el control, etanol a 35 g/L, y manganeso a ambas concentraciones.
Finalmente, la siringaldazina a 1.16 uM arrojo diferencias significativas con el etanol y
manganeso, a ambas concentraciones. En base a los resultados anteriores, se formaron
cinco grupos de homogeneidad. La prueba de Dunnett, por otro lado, determind que el
total de inductores a las dos concentraciones probadas fueron estadisticamente diferentes
al control (Tabla 7.14).

Tabla 7.14. Efecto de la adicion de inductores en la actividad de LiP en RVAN2 en SMM

INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)' DUNNETT (p)

CONTROL - 151.51+7.58(6)*

COBRE 500 puM 281.08+30.8(8)"° 0.000335
1000 puM 311.58+10.43(8)"° 0.3282

ETANOL 30 g/L 455.48+105.28(20)"* 0.9999

350/L 351.35+56.69(20)" 0.000053

MANGANESO 11 mg/L 437.64+67.2(12)%* 0.000007
40 mg/L 406.03+11.88(18)" 0.000007

SIRINGALDAZINA 0.116 uM 258.71+16.47(8)"° 0.000029
1.16 uM 231.61+44.52(8)*" 0.000010

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacion estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

La actividad de MnP respondié de forma muy similar a la presentada por la LiP,
en el sentido de que fueron favorecidas en diferente proporcion, solamente el etanol a
ambas concentraciones mostré un efecto negativo e incluso inhibi6 la actividad de dicha
enzima.

El sulfato manganoso, 11 y 40 mg/L dieron como resultado una actividad de 3767
y 2860 U/L, respectivamente al dia 18 del ensayo. Esta fue seguida por la siringaldazina
1.16 uM con 907.7 U/L (dia 20). En el resto de los inductores, los valores de actividad
enzimatica variaron de 176 a 221.3 U/L (Figura 7.38).

El andlisis de varianza multifactorial mostrd diferencias altamente significativas
(p<0.000000). Por tal razdn, se llevo, al igual que en los casos anteriores, un analisis de
varianza para cada uno de los factores. El primero de los factores analizados fue el tipo
de inductor empleado, dicho andlisis mostrd una diferencia altamente significativa
(p<0.000000). La prueba de rangos multiples de Tukey arrojé que existieron diferencias
significativas entre los diferentes compuestos empleados. Existié diferencia del control
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con el cobre (p<0.000176), etanol (p<0.000130), manganeso (p<0.000130) vy
siringaldazina (p<0.01264). EIl cobre, ademas de presentar diferencias significativas con
el control, lo fue con respecto a etanol (p<0.000324) y manganeso (p<0.000148); por otro
lado, no presentd diferencias con la siringaldazina (p>0.1792). ElI manganeso, ademas de
mostrar diferencias con el control y el cobre, las presentd con la siringaldazina
(p<0.000130). Se formaron tres gurpos de homogeneidad, el primero de ellos
representado por el control, cobre y etanol; el segundo por el control, cobre y
siringaldazina y el dltimo grupo, conformado por el manganeso. La prueba de Dunnett
arrojo que solo el manganeso fue diferente significativamente al control (p<0.000009). El
resto de los inductores no mostro diferencia significativa con el control.

El segundo de los factores, la concentracion no mostrd efecto alguno sobre la
actividad enzimatica de MnP.

En base a estos resultados y a que el analisis de varianza multifactorial mostré un
efecto significativo en los tratamientos, se realizd la comparacién de rangos multiples de
Tukey. Dicho analisis mostré que el manganeso a 11 mg/L presentd diferencias
significativas con el control (p<0.000143), cobre a 500 y 1000 uM, etanol a 30 y 35 g/L
(p<0.000143), manganeso 40 mg/L (p<0.000224), y siringaldazina 0.116 y 1.16 uM
(p<0.000143). EI manganeso a 40 mg/L presentd diferencias significativas con el resto de
los inductores (p<0.000143), asi como con el manganeso a 11 mg/L (p<0.000224). El
control presento diferencias significativas con el manganeso a 11 y 40 mg/L (p<0.000143
para ambos); asi como con la siringaldazina 0.116 uM (p<0.02953). La siringaldazina
0.116 uM arrojo diferencias significativas con el control, asi como con el etanol a 30 y 35
g/L (p<0.004595 y p<0.00359), y con el manganeso a 11 y 40 mg/L (p<0.000143). Se
generaron cuatro grupos de homogeneidad, el primero de ellos agrup6 al control, el cobre
y etanol a ambas concentraciones y la siringaldazina 1.16 puM; el segundo grupo
conformado por el cobre y la siringaldazina, los dos a ambas concentraciones: el tercero
por el manganeso 40 mg/l y el cuarto, por el manganeso a 11 mg/L. Finalmente, la prueba
de Dunnett, arrojé una diferencia del control con el manganeso a 11 mg/L (p<0.000007),
manganeso 40 mg/L (p<0.0000007) y siringaldazina 0.116 uM (p<0.00798). El resto de
los inductores no fueron significativamente diferentes al control (Tabla 7.15).
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Tabla 7.15. Efecto de la adicion de inductores en la actividad de MnP en RVAN2

INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)" DUNNETT (p)

CONTROL - 126.77+19.17(20)

COBRE 500 uM 176.67+82.39(20)*" 0.9999
1000 puM 310.3+205.16(20)*" 0.8364

ETANOL 30 g/L 14.32+6.8(16)° 0.9859

359/L 0.00+0.00° 0.9719

MANGANESO 11 mg/L 3767.26+765.6(18)° 0.000007
40 mg/L 2860.17+185.95(18)" 0.000007

SIRINGALDAZINA 0.116uM 712.99+319.45(20)" 0.0079
1.16 uM 221.88+38.68(18)" 0.9950

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacion estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

Los resultados anteriores sefialaron que el sulfato manganoso fue el mejor
compuesto tanto para la LiP como para la MnP, no asi para la Lacasa. En el caso de las
dos primeras enzimas, los valores fueron superiores a lo dado por el control. Mientras que
en el caso de la Lacasa se observo una pérdida del 66%, sin embargo el incremento en
MnP fue de 22 a 29 veces la actividad con respecto al control.

El contenido de proteina fue muy similar en todos los cultivos adicionados con los
diferentes inductores, sin embargo el etanol a una concentracion de 30 g/L mostrd un
incremento gradual a partir del dia ocho. El resto de los inductores dieron como resultado
un contenido muy similar (Figura 7.39), aunque ello no fue correspondiente con la
actividad enzimatica la cual fue ligeramente menor a la presentada por el control.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mL)
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TIEMPO (DIAS)

Figura 7.38.- Actividad Enzimatica de MnP en el sobrenadante de RVAN2 en SMM,
adicionado con diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e,
Manganeso 11 mg/L; o, Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A,
Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol 30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.
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Figura 7.39.- Contenido de Proteina (mg/mL) de RVAN2 en SMM, adicionado con
diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; @, Manganeso 11 mg/L; o,
Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A, Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol
30 g¢/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.
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Por el contrario, con respecto a la actividad especifica si se observaron diferencias
en los resultados obtenidos, en los cuales en el control se obtuvo 3.5 U/mg de proteina,
mientras que el sulfato de cobre, etanol y siringaldazina los valores fueron de 5.3 y 4.9,
509 y 4.1, y 5.3 y 4.8 U/mg de proteina, respectivamente, a ambas concentraciones
probadas para cada inductor; fue el manganeso el que presentd una menor actividad
especifica, 2.2 y 2.23 U/mg de proteina, a 11 y 40 mg/L, respectivamente (Figura 7.40).

ACTIVIDAD ESPECIFICA (U/mg PROTEINA)

TIEMPO (DIAS)

Figura 7.40.- Actividad Especifica de Lacasa en el sobrenadante de RVAN2 en SMM,
adicionado con diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e,
Manganeso 11 mg/L; o, Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A,
Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol 30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

Los resultados indicaron que los inductores favorecieron de forma muy diferente
al hongo en cuestién. Lo mismo sucedié con la produccién de proteina, se observo una
respuesta variable en funcién del compuesto adicionado al medio y a la concentracion.
Presentando un efecto negativo el sulfato manganoso a ambas concentraciones, 11 y 40
mg/L. Mientras que el sulfato de cobre 500 uM vy siringaldazina 0.116 uM fueron los
inductores que favorecieron en mayor proporcion la produccion de Lacasa (actividad
especifica). En esté parametro no fue aplicado un anélisis de varianza.
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7.4.2.2.2.- RVAN12

Caso contrario, a RVAN12 los inductores favorecieron considerablemente la
produccién de Lacasa de esta cepa. El sulfato de cobre a ambas concentraciones dieron
como resultado una actividad de 43,869.9 (3.2 veces) y 63,372.56 U/L (4.72 veces), a
500 y 1000 uM, respectivamente, con respecto al control, esto es el medio de cultivo sin
la adicion de inductores y/o potenciadores. Sin embargo, es de notar que el dia de
maxima actividad se retardo, puesto que en el control se alcanz6 al dia 12, mientras que
en el medio adicionado con ambas concentraciones de sulfato cuprico, se llegaron al 14 y
16. Las actividades anteriores fueron seguidas por el sulfato manganoso a 11y 40 mg/L,
cuyos maximos valores fueron de 25,607.8 y 27,324.5 U/L, respectivamente (dia 16, a
ambas concentraciones). Aquellas que afectaron de forma negativa la produccion de
Lacasa fueron las dos concentraciones de etanol (30 y 35 g/L) (Figura 7.41).
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Figura 7.41.- Actividad Enzimatica de Lacasa en el sobrenadante de RVAN12 en SMM,
adicionado con diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e,
Manganeso 11 mg/L; o, Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 pM; A,
Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol 30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

El andlisis multifactorial arroj6 que existe una diferencia altamente significativa
(p<0.00000). En base a esto, se llevo a cabo un andlisis de varianza por separado para
cada uno de los factores. El tipo de inductor presento un efecto altamente significativo en
la actividad de Lacasa (p<0.00000). La comparacion de rangos multiples de Tukey
determind que existieron diferencias significativas entre el control y el cobre
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(p<0.000124), el control y el manganeso (p<0.000644). El cobre presentd diferencias
significativas, ademas del control, con el etanol (p<0.000124), el manganeso
(p<0.000124) vy la siringaldazina (p<0.000124). El etanol no presento diferencias con el
control (p>0.05739); fue estadisticamente diferente al cobre (p<0.000124), mangeneso
(p<0.000124) y siringaldazina (p<0.000141). ElI manganeso presentd diferencias
significativas con el control (p<0.000644), con el cobre (p<0.000124), etanol
(p<0.000124) y la siringaldazina (p<0.0409). Finalmente, la siringaldazina presentd
diferencias significativas con el cobre (p<0.000124) y etanol (p<0.000141), no fue
estadisticamente diferente al control (p>0.2461). Se formaron cuatro grupos de
homogeneidad, el primero representado por el control y el etanol, el segundo por el
control y la siringaldazina, el tercero por el manganeso y el ultimo, por el cobre. La
prueba de Dunnett determind que a excepcion de la siringaldazina (p>0.1223), el resto de
los inductores presentaron diferencias significativas con el control, cobre (p<0.000009),
etanol (p<0.02495) y manganeso (p<0.000222). La concentracién no presenté efecto
significativo en la actividad enzimatica de Lacasa (p>0.2182).

El andlisis multifactorial determiné que existieron diferencias altamente
significativas (p<0.00000). La comparacion de rangos multiples arrojé la existencia de
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. El control present6 diferencias
significativas con el cobre a 500 uM (p<0.000138), cobre a 1000 uM (p<0.000138),
etanol a 30 g/L (p<0.02214), etanol a 35 g/L (p<0.03428), manganeso 11 mg/L
(p<0.000214), manganeso 40 mg/L (p<0.000145) vy siringaldazina 0.116 pM
(p<0.01521). El cobre a 500 muM presenté diferencias significativas ademas del control,
con el cobre a 1000 uM (p<0.000139), etanol, manganeso y siringaldazina, todos a ambas
concentraciones (p<0.000138). EIl cobre a 1000 uM mostré doferencias significativas
ademas del control y el cobre a 500 uM, con el etanol, manganeso Yy siringaldazina a
ambas concentraciones (p<0.000138). El etanol a 30 g/L mostré diferencias significaticas
con el control (p<0.02214), cobre a ambas concentraciones (p<0.000138), manganeso y
siringaldazina, a ambas concentraciones (p<0.000138), no se detectaron diferencias
significativas con el etanol a 35 g/L (p>1.00000). El etanol 35 g/L fue diferente
estadisticamente al control (p<0.03428), cobre a ambas concentraciones (p<0.000138),
manganeso a 11 y 40 mg/L (p<0.000138), siringaldazina 0.116 uM (p<0.000139) y
siringaldazina 1.16 uM (p<0.000599). ElI manganeso 11 mg/L present6 diferencias
altamente significativas con el control, sulfato de cobre, etanol (los dos a ambas
concnetraciones) y diferencias significativas con la siringaldazina 1.16 uM (p<0.000214,
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p<0.000138, p<0.000138, p<0.000138, p<0.000138, p<0.01295, respectivamente); por
otro lado, no presento diferencias significativas con el manganeso 40 mg/L y
siringaldazina 0.116 uM (p>0.9985 y p>0.7105, respectivamente). EI manganeso 40
mg/L, presentd diferencias significativas con el control, cobre, etanol (ambos a las dos
concentraciones) y siringaldazina 1.16 uM (p<0.000145, p<0.000139, p<0.000138,
p<0.000138, p<0.000138 y p<0.001913, respectivamente). La siringaldazina 0.116 uM,
presentd diferencias significativas con el control, el cobre a ambas concentraciones y
etanol 30 y 35 g/L (p<0.01512, p<0.000138, p<0.000138, p<0.000139, p<0.000139); no
hubo diferencias significativas con el manganeso a 11 y 40 mg/L y con siringaldazina
1.16 uM (p=>0.7105, p>0.2878 y p=>0.5083, respectivamente). Finalmente, la
siringaldazina 1.16 uM no presento diferencias significativas con el control (p>0.7468) y
con la siringaldazina 0.116. 6uM (p>0.5083); mostro diferencias con el cobre
(p<0.000138, para ambas concentraciones), etanol (p<0.000408, p<0.000599, a 30 y 35
g/L, respectivamente) y manganeso (p<0.01295 y p<0.001913, para cada concentracion).
En base a estos resultados se formaron seis grupos de homogeneidad. Por otro lado,
mediante la prueba de Dunnett se determiné que los tratamientos del cobre, etanol y
manganeso (todos a ambas concentraciones), presentaron diferencias significativas con
respecto al control, no asi la siringaldazina 1.16 uM (Tabla 7.16).

Tabla 7.16. Efecto de la adicién de inductores en la actividad de Lacasa en RVAN12 en

SMM
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)' DUNNETT (p)
CONTROL - 13398.63+548.5(12)"
COBRE 500 puM 43869.9+987.1(16)° 0.000008
1000 puM 63372.6+6330(14)" 0.000008
ETANOL 30 g/L 4443.64586.7(20)° 0.006172
359/L 4869.3+1120(20)* 0.00984
MANGANESO 11 mg/L 26607.8+2635(16)" 0.000029
40 mg/L 27153.02+3604(16)" 0.000010
SIRINGALDAZINA 0.116 uM 21726+2266(16)%° 0.004148
1.16 uM 17145.9+7602(18)"° 0.440965

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacion estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05
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La produccion de LiP mostr6 un comportamiento muy similar a la Lacasa, en la
cual se vio favorecida por la mayoria de los inductores probados. Tanto el cobre a 500
como a 1000 uM favorecieron considerablemente la produccion, dando como resultado
una actividad de 5353.3 y 5842.9 U/L, respectivamente. Por el contrario, el control
solamente produjo una actividad de 466 U/L. Al igual que en el caso de la Lacasa, el dia
de méxima actividad para el total de los inductores mostraron un retraso, que fue del dia
14 al dia 20. El sulfato manganoso y la siringaldazina a ambas concentraciones dieron
una actividad de 1797.7 (siringaldazina 1.16 uM) a 3446.52 U/L (sulfato manganoso 40
mg/L). El etanol fue el compuesto que menos favorecio la actividad, aunque a diferencia
de la Lacasa el efecto si fue positivo (Figura 7.42).

7

ACTIVIDAD ENZIMATICA (U/mL)

TIEMPO (DIAS)

Figura 7.42.- Actividad Enzimatica de LiP en el sobrenadante de RVAN12 en SMM,
adicionado con diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e,
Manganeso 11 mg/L; o, Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A,
Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol 30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

Con respecto a la actividad de LiP, el analisis de varianza multifactorial arrojo
que los factores influyen de forma significativa sobre cada una de las variables de
respuesta (p<0.000000). En base a esto, se llevo a cabo un andlisis de varianza por
separada para cada uno de los factores sobre la actividad enzimatica. En el primero de los
factores, tipo de inductor, el andlisis de varianza mostrd que existen diferencias altamente
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significativas entre los tratamientos (p<0.00000). La prueba de rangos multiples de
Tukey determind la existencia de diferencias significativas del control con respecto al
cobre (p<0.000124), manganeso (p<0.000124) y siringaldazina (p<0.000124). El cobre,
ademas de presentar diferencias altamente significativas con respecto al control, fue
diferente al etanol (p<0.000124), manganeso (p<0.000124) vy siringaldazina
(p<0.000124). EIl etanol present6 diferencias altamente significativas con el cobre
(p<0.000124), manganeso (p<0.000124) y siringaldazina (p<0.000124), mas no con
respecto al control (p<0.9994). EI manganeso presentd diferencias altamente
significativas con el control (p<0.00.124), cobre (p<0.000124), etanol (p<0.000124) y
siringaldazina (p<0.0452). Finalmente, la siringaldazina presenté diferencias altamente
significativas con el control (p<0.000124), cobre (p<0.000124), etanol (p<0.000124) y
diferencias significativas con el manganeso (p<0.0452). Se formaron cuatro grupos de
homogeneidad, el primero representado por el control y el etanol, el segundo por la
siringaldazina, el tercero por el manganeso y el Gltimo, por el cobre. Finalmente, la
prueba de Dunnett, determin6 que el cobre, el manganeso y la siringaldazina presentaron
diferencias significativas con el control (p<0.000009), mientras que el etanol no fue
diferente significativamente al control (p>0.9972).

En cuanto al analisis de varianza para evaluar el efecto de la concentracion,
independientemente del inductor sobre la actividad enzimética de LiP, se determiné que
existen diferencias significativas (p<0.008104). La prueba de rangos multiples de Tukey
arrojé que ambas concentraciones fueron diferentes con respecto al control (medio sin
adicién de inductores (p<0.0067 y p<0.0169, respectivamente), mientras que entre la
concentracion uno y la dos, no se observaron diferencias significativas (p>0.8643).

Como se menciond previamente, el analisis multifactorial mostré un efecto
altamente significativo de los factores sobre las variables de respuesta (tratamientos),
(p<0.00000). La comparacion de rangos multiples arrojé la existencia de diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos. EI control presentd diferencias
significaticas con el cobre a 500 uM (p<0.000138) y 1000 uM (p<0.000138); manganeso
a 11 mg/L (p<0.000138) y 40 mg/L (p<0.000138); siringaldazina a 0.116 uM
(p<0.000138) y 1.16 uM (p<0.000302); no presentd diferencias significaticas con el
etanol a 30 g/L (p>0.9999) y 35 g/L (p>1.0000). EI cobre 500 uM presenté diferencias
altamente significativas con el control, etanol, manganeso y siringaldazina, todos a las
dos concentraciones ensayadas (p<0.000138 para todos), mientras que no presentd
diferencias significativas con el cobre a 1000 uM (p>0.8719). El etanol 30 g/L no mostro
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diferencias significativas con el control (p=>0.9999) ni con el etanol a 35 g/L (p=1.0000);
por otro lado, se observaron diferencias altamente significativas con respecto al cobre
(p<0.000138, para las dos concentraciones), manganeso (p<0.000138, a ambas
concentraciones) y siringaldazina (p<0.000138 y p<0.000452, a 0.116 uM y 1.16 uM,
respectivamente). El etanol 35 g/L mostré diferencias significativas con el cobre,
manganeso (p<0.000138), a ambas concentraciones; con la siringaldazina 0.116 uM
(p<0.000138) vy siringaldazina 1.16 uM (p<0.000781). EI manganeso 11 mg/L arrojé
diferencias significativas en la actividad de LiP tanto para el control, cobre, etanol, todos
a ambas concentraciones (p<0.000138), asi como para siringaldazina 1.16 uM
(p<0.000526); no se detectaron diferencias significativas con el manganeso 40 mg/L y
siringaldazina 0.116 uM (p>1.0000). ElI manganeso 40 mg/L mostro diferencias
significativas con el control, cobre, etanol, todos a ambas concentraciones (p<0.000138)
y con siringaldazina 1.16 uM (p<0.000853); no mostr6 diferencias significativas con el
manganeso 11 mg/L y con la siringaldazina 0.116 uM (p>1.0000). La siringaldazina
0.116 uM, mostro diferencias altamente significativas con el control, el cobre y etanol,
estos Ultimos a ambas concentraciones (p<0.000138), de igual forma present6 diferencias
con respecto a siringaldazina 1.16 uM (p<0.000934). Por altimo, la siringaldazina 1.16
uM presento difrencias significativas con el control (p<0.000302), cobre a ambas
concentraciones (p<0.000138), etanol 30 y 35 ¢g/L (p<0.000452 y p<0.000452,
respectivamente), manganeso 11 y 40 mg/L (p<0.000526 y p<0.000835,
respectivamente) y con siringaldazina 0.116 uM (p<0.000934).

En base a estos resultados se formaron cuatro grupos de homogeneidad. Por otro
lado, mediante la prueba de Dunnett se determiné que los tratamientos del cobre 500 y
1000 uM, manganeso 11 y 40 mg/L, asi como siringaldazina 0.116 y 1.16 uM
presentaron diferencias altamente significativas con respecto al control (Tabla 7.17).

Finalmente, la actividad de la MnP se vio favorecida en menor proporcion y
solamente por algunos compuestos, tales como el sulfato de cobre a 1000 pM vy el sulfato
manganoso a 11 y 40 mg/L, con 73, 123 y 208 U/L, respectivamente, mientras el control
solamente alcanz6 64 U/L. Tanto para el medio sin adicion de inductor, como para el
cobre y el manganeso a 11 mg/L, el dia de maxima actividad no vario, no asi en el caso
del manganeso a 40 mg/L, quien alcanz6 su maximo valor al dia 14 (Figura 7.43).
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Tabla 7.17. Efecto de la adicién de inductores en la actividad de LiP en RVAN12 en

SMM
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)' DUNNETT (p)
CONTROL - 466.04456.57(12)
COBRE 500 puM 5353.3+206.09(16)" 0.000008
1000 puM 5842.9+590.64(14)" 0.000008
ETANOL 30 g/L 364.7+70.25(20)° 0.9999
359g/L 430.4+96.7(20) 1.0000
MANGANESO 11 mg/L 3133.9+276.7(16)° 0.000008
40 mg/L 3083.7+109.5(14)° 0.000008
SIRINGALDAZINA 0.116 uM 3074.5+857(16)° 0.000008
1.16 uM 1835.8+645.8(14)" 0.000051

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacion estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05
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Figura 7.43.- Actividad Enzimatica de MnP en el sobrenadante de RVAN12 en SMM,
adicionado con diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e,
Manganeso 11 mg/L; o, Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A,
Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol 30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.
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En cuanto a la actividad de MnP, el anélisis de varianza multifactorial mostro que
existe un efecto altamente significativo en las variables de respuesta (p<0.000002). Por
otro lado, el anélisis de varianza de una sola via, arrojo un efecto altamente significativo
del tipo de inductor sobre la actividad enzimatica (p<0.000005). La prueba de rangos
multiples de Tukey, determind que existen diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos, de los cuales destaca:

El control no mostrd diferencias significativas con ninguno de los inductores
probados, cobre (p>0.1177), etanol (p>0.1370), manganeso (p=>0.06453) y siringaldazina
(p>0.9646). El cobre presento diferencias con el etanol (p<0.000176) Yy la siringaldazina
(p<0.006538), no asi para el control y el manganeso (p=>0.9999). EI manganeso presentd
difererencias con respecto al etanol (p<0.000134) y siringaldazina (p<0.001515).
Finalmente, la siringaldazina presento difererencias con el cobre (p<0.006538) y
siringaldazina (p<0.001515). Se generaron dos grupos de homogeneidad, el primero
conformado por el control, el etanol y la siringaldazina; el segundo por el control, cobre y
manganeso. La prueba de Dunnett arrojo que solo el manganeso presentd diferencias
significativas (p<0.02825).

Al considerar la interaccion de los factores (inductor-concentracion), se
obtuvieron resultados interesantes. La comparacion de rangos multiples arrojo diferencias
significativas del control con el cobre a 1000 uM (p<0.000140) y el manganeso 40 mg/L
(p<0.000208); resultados similares a lo presentado por el cobre a 500 uM, incluso con el
mismo nivel de significancia. EI cobre 1000 uM, ademas de las diferencias significativas
con el control y cobre 500 uM, present6 diferencias con el etanol 30 y 35 g/L, con el
mismo valor de significancia (p<0.000138); con el manganeso 11 mg/L (p<0.000411) y
siringaldazina 0.116 uM (p<0.000140) y siringaldazina 1.16 uM (p<0.000138).

El etanol 30 g/L, presento diferencias significativas con el cobre 1000 uM
(p<0.000138) y manganeso 11 mg/L (p<0.000142) y manganeso 40 mg/L (p<0.000138);
con el resto de inductores y sus respectivas concentraciones no hubo diferencia
significativa (p>0.05). El etanol 35 g/L presentd diferencias significativas con el cobre
1000 uM vy el manganeso a 11 mg/L (p<0.00142) y manganeso 40 mg/L (p<0.000138);
con el resto no hubo diferencia significativa (p>0.05). EI manganeso 11 mg/L, presento
diferencias significativas con el cobre 1000 uM (p<0.000411); con el etanol a 30 y 35
g/L, presento el mismo nivel de significancia (p<0.00142) y con el manganeso a 40 g/L
(p<0.0138), con el resto de los inductores no se observaron diferencias significativas
(p>0.05). Con el manganeso 40 mg/L, se observaron diferencias significativas con el
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control (p<0.000208), el cobre 500 uM (p<0.000288); etanol 30 y 35 g/L, con el mismo
nivel de significancia (p<0.000138), manganeso 11 mg/L (p<0.0138) y siringaldazina
0.116 uM (p<0.000225) y 1.16 uM (p<0.000138). Por otro lado, la siringaldazina
presentd diferencias significativas con el cobre a 1000 uM (p<0.000140) y con el
manganeso 40 mg/L (p<0.000225), el resto de los inductores y sus respectivas
concentraciones no presentaron diferencias significativas. Finalmente, la siringaldazina
1.16 uM, presentod diferencias significativas con el cobre 1000 uM (p<0.000138),
manganeso 11 mg/L (p<0.0264) y siringaldazina 1.16 uM (p<0.000138).

En base a estos resultados se formaron tres grupos de homogeneidad y mediante
la prueba de Dunnett, se determiné que los tratamientos del cobre 1000 uM, etanol a 30 y
35 g/L y manganeso 40 mg/L, diferencias significativas con respecto al control (Tabla
7.18).

Tabla 7.18. Efecto de la adicion de inductores en la actividad de MnP en RVAN12

INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)* DUNNETT (p)

CONTROL 65.69+10.77(16)*"

COBRE 500 uM 58.1+7.43(20)*" 0.9999
1000 pM 208.7453.23(16)° 0.000008

ETANOL 30 g/L 0.00:0.00° 0.026046

359/L 0.00+0.00 0.026046

MANGANESO 11 mg/L 99.03+16.99(16)" 0.409073
40 mg/L 171.7466.14(14)° 0.000028

SIRINGALDAZINA 0.116 uM 66.94+39.6(16)*" 1.00000
1.16 pM 31.1446.49(14)° 0.370756

! Promedio de tres ensayos independientes + desviacion estandar. () Dia max. actividad
2 Valores seguidos por letras minGsculas diferentes son significativamente diferentes p<0.05

El contenido de proteina fue muy similar a los obtenidos con la cepa anterior, esto
en cuanto al comportamiento. En el control, por el contrario, fue mas constante en su
contenido. Casi todos los inductores mostraron una tendencia similar, siendo el etanol a
ambas concentraciones (30 y 35 g/L), los que disminuyeron considerablemente su
contenido llegado a casi 0.2 mg/mL de proteina al dia 14, para posteriormente mostrar un
incremento gradual en el contenido, terminando en alrededor de 1 mg/mL (Figura 7.44).
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PROTEINA (mg/mL)

TIEMPO (DIAS)

Figura 7.44.- Contenido de Proteina (mg/mL) de RVAN12 en SMM, adicionado con
diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; @, Manganeso 11 mg/L; o,
Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A, Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol
30 g¢/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

Al ser la actividad especifica dependiente de la cantidad de proteina, los
resultados variaron ligeramente en el caso del control, ya que este mostré su maximo
valor al dia 18, mientras que la actividad (unidades arbitrarias), fue al 12, siendo el
maximo valor de 17 U/mg de proteina. Por otro lado, en el caso del cobre, asi como en la
mayoria de los inductores, el comportamiento fue muy similar al obtenido en la actividad
en unidades arbitrarias, ya que nuevamente el maximo valor se encontr6 para el cobre a
500 uM, siendo este de 59.6 U/mg de proteina, seguido del cobre 1000 uM con 49.2
U/mg de proteina. El resto de los inductores, manganeso y siringaldazina, estuvieron
alrededor de 33.7 y 21 U/mg de proteina (11 mg/l y 1.16 uM, respectivamente) (Figura
7.45).
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Figura 7.45.- Actividad Especifica de Lacasa en el sobrenadante de RVAN12 en SMM,
adicionado con diferentes compuestos. ¢, Cobre 500 uM; ¢, Cobre 1000 uM; e,
Manganeso 11 mg/L; o, Manganeso 40 mg/L; A, Siringaldazina 0.116 uM; A,
Siringaldazina, 1.16 uM; m, Etanol 30 g/L; o, Etanol 35 g/L; ——, Control. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

Los resultados anteriores indicaron que hubo un incremento considerable en las
actividades de Lacasa, LiP y MnP en diversas proporciones. RVAN12 fue el hongo que
mejor respondid a la presencia de algunos de los compuestos ensayados. Con respecto al
medio GMM, si se observaron diferencias considerables en cuanto a la respuesta, ya que
en este los inductores a la menor concentracion fueron los que lograron un mayor
incremento en la actividad, caso contrario al SMM, en el cual a mayor concentracion
mayor actividad. Asi mismo, la actividad especifica fue considerablemente mayor en el
medio de harina de soya, aun a pesar de la gran cantidad de proteina presente en el medio
de cultivo.

Diversos ensayos posteriores fueron hechos en uno y otro medio, dado el
comportamiento observado en los inductores.

7.5.- DETERMINACION DE pH y TEMPERATURA OPTIMA

Se determind el pH optimo de los extractos crudos de RVAN2 y RVAN12, asi
como el comportamiento frente a la temperatura. Los resultados fueron interesantes como
se observara posteriormente.
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7.5.1.- pH OPTIMO

7.5.1.1.- Lacasa y LiP

El pH 6ptimo se determind tanto en la actividad de Lacasa como de LiP, a partir
de pH 2. En el caso de Lacasa, las dos cepas mostraron comportamientos muy diferentes.
Los ensayos llegaron hasta pH 8. Se parti6 de una actividad enzimatica de 3.7 y 2 U/mL
de Lacasa para RVAN12 y RVAN2, respectivamente.

Como se observd, la actividad de Lacasa se increment6 considerablemente en
ambos extractos a pH 2; a este valor de pH, se alcanz6 el maximo de actividad, con 3.8 'y
7.5 U/mL, tanto para RVAN2 como para RVAN12, respectivamente. La actividad se vio
afectada a pH superiores al valor al cual fueron realizados los ensayos enzimaticos
previamente descritos. Por otro lado, en cuanto a la LiP, a pH inferiores y superiores a 5
se observa una disminucion en los valores, indicando que el mejor valor fue este (Figura
7.46).
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Figura 7.46.- Efecto del pH sobre la Actividad Enzimética de los Extractos Crudos de
RVAN2 y RVAN12 en SMM. Extractos btenidos al dia de maxima actividad y ajustados
a una concentracion inicial de 3.7 y 2.0 U/mL. La desviacién estandar fue menor al
5%. e, Lacasa RVAN2; 0, Lacasa RVAN12; e, LiP RVAN2; o, LIiP RVAN12. Los

simbolos representan el promedio + la desviacién estandar del duplicado de tres ensayos
totalmente independientes.
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7.5.2.- ESTABILIDAD AL pH
Para evaluar la estabilidad de los extractos a diversos valores de pH, se hizo el
ensayo tanto a una hora como a 24.

7.5.2.1.- RVAN2

Para medir la estabilidad a estos extractos, al igual que en el caso anterior, se
usaron diferentes buffer, dependiendo del rango a evaluar. Los resultados obtenidos
muestran un comportamiento a 1 y 24 hasta el pH de 7, a partir de ahi, las actividades
aumentaron o decrecieron. EI maximo valor se alcanzo a pH 9, después de 1 hora de
incubacion, llegando arriba del 100 % de actividad remanente. Caso contrario sucedié a
las 24 horas, en las cuales el maximo de actividad remanente fue a pH 8, aunque esta
también estuvo arriba del 100% de actividad. A pH 10 aun se conservaban el 88 y 97.6%
de la actividad, a 1 y 24 horas, respectivamente (Figura 7.47).
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Figura 7.47.- Estabilidad de Lacasa al pH de los extractos de RVAN2. Los extractos
fueron incubados por espacio de 1y 24 h. Cultivos realizados en SMM, obtenidos al dia
de méxima actividad. La desviacion estdndar fue menor al 5%.—e—, 1h de
incubacion; ---o---, 24 h de incubacion. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

En cuanto a la actividad de la LiP, se observo que a pH 3, la actividad remanente

fue solamente del 15%, incrementandose a partir de este pH hasta lograr el maximo a 7,
con una actividad de 118 y 111 % tanto a 1 como 24 h de incubacidn, respectivamente.
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Por otro lado, a pH 10 los extractos conservaron alrededor del 79% de actividad (Figura
7.48).

Con respecto a MnP, no fueron realizados los ensayos debido a la baja actividad
enzimatica que mostraron los extractos en el ensayo enzimatico.
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Figura 7.48.- Estabilidad de LiP al pH de los extractos de RVAN2. Los extractos fueron
incubados por espacio de 1 y 24 h. Cultivos realizados en SMM, obtenidos al dia de
maxima actividad. La desviacion estdndar fue menor al 5%.—&—, 1h de incubacion;

---0---, 24 h de incubacién. Los simbolos representan el promedio + la desviacion
estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

7.5.2.2.- RVAN12

La actividad de Lacasa mostrO ser mas estable por espacio de 1 h; a pH 4
disminuyo la actividad, sin embargo a partir de este valor comenz6 a incrementar hasta
lograr el maximo a 8 con una actividad remanente superior al 100% (128%), quedd con
un 87.6% a pH 10. Algo muy diferente sucedié después de ser incubado por 24 h, la
méaxima se alcanzé a pH 6 con el 120%; sin embargo a partir de este valor decrecio6
considerablemente, siendo mas evidente a pH 9, en el cual se conservaba alrededor del
10% de la actividad (Figura 7.49).
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Figura 7.49.- Estabilidad de Lacasa al pH de extractos de RVAN12. Los extractos fueron
incubados por espacio de 1 y 24 h. Cultivos realizados en SMM, obtenidos al dia de
maxima actividad. La desviacion estandar fue menor al 5%.—&——, 1h de incubacidn; -
--0---, 24 h de incubacion. Los simbolos representan el promedio + la desviacion
estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

Algo similar ocurrié en el caso de LiP, en la cual se observa como a pH 3 presenta
alrededor del 32% de la actividad, sin embargo conforme se va incrementando el pH, la
actividad también, llegando al méximo (100%) a pH 7, para posteriormente disminuir
hasta llegar a un 76%. Por otro lado, cuando el extracto crudo fue incubado por 24 h, a
partir de pH 4 se incremento el valor, hasta alcanzar el 96% de la actividad.
Posteriormente, disminuy6 a partir de pH 8 hasta llegar a un 10% de actividad remanente
cuando se incubo a pH 10 (Figura 7.50).
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Figura 7.50.- Estabilidad de LiP al pH de los extractos de RVAN12. Cultivos realizados
en SMM, obtenidos al dia de maxima actividad. La desviacion estandar fue menor al
5%.—&—, 1h de incubacion; ---o---, 24 h de incubacion. Los simbolos representan el
promedio + la desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

7.5.3.- TEMPERATURA OPTIMA

7.5.3.1.- RVAN2

Todos los ensayos previos fueron llevados a temperatura ambiente, alrededor de
25 °C, sin embargo con el fin de saber la respuesta de los extractos crudos a esta
condicidn, estos fueron sometidos s diferentes temperaturas, en un rango de 20 a 80 °C,
con incrementos de 5 °C.

Tanto la Lacasa como la LiP respondieron de forma muy similar, conforme se
incrementaba la temperatura, la actividad aumento, hasta alcanzar un 6ptimo a los 65
para posteriormente disminuir de forma gradual. Siendo mas notorio en la LiP, en la cual
a partir de 75 °C se vio un decremento importante (Figura 7.51).
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Figura 7.51.- Temperatura Optima de los extractos de RVAN2. La actividad enzimatica
fue determinada al pH en el cual mostraron su éptimo valor. Cultivos realizados en
SMM, obtenidos al dia de méxima actividad. La desviacion estdndar fue menor al
5%.—&—, Lacasa; ---0---, LiP. Los simbolos representan el promedio + la desviacion
estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

7.5.3.2.- RVAN12

En el caso de RVAN12, la actividad enzimatica inicial fue ajustada a una
concentracion de 1 y 8.5 U/mL, para LiP y Lacasa, respectivamente. Se observé que la
actividad de Lacasa decreci6 a 20 °C, sin embargo conforme se incrementd la
temperatura la actividad también, lleg6é al maximo valor a los 70 °C con una actividad de
15.2 U/mL, a partir de esa temperatura, disminuyd. Sin embargo, siguié por arriba de la
concentracion inicial. En cuanto a LiP, esta presentd un comportamiento muy similar,
conforme se incremento la temperatura la actividad lo hizo gradualmente y alcanzé la
maxima entre los 45-50 °C. A partir de ese momento, comenzoé el declive, a pesar de ello
la actividad fue superior al valor inicial (Figura 7.52).
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Figura 7.52.- Temperatura Optima de los extractos de RVAN12. La actividad enzimatica
fue determinada al pH en el cual mostraron su éptimo valor. La desviacion estandar fue
menor al 5%.—e&—, Lacasa; ---0---, LiP. Los simbolos representan el promedio + la
desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

7.6.- ESTABILIDAD DE LOS EXTRACTOS CRUDOS

Se llevaron a cabo estudios de estabilidad de los extractos crudos, en los cuales se
busco concentrarlos mediante el uso de una membrana de 10 kDa. Esto con la finalidad
de ver su respuesta a condiciones tales como temperatura de 50 °C y pH 5. Los extractos
probados fueron aquellos obtenidos con el medio de harina de soya. Se obtuvo la vida
media de cada uno de ellos. Lo anterior se hizo utilizando la aplicacién de Solver de
Excel. Se aplicaron diversos modelos matematicos para explicar el comportamiento de
los datos obtenidos.

Los extractos crudos probados fueron aquellos obtenidos con y sin inductor, tanto
concentrados como sin concentrar, para observar si la concentracion afectaba el
comportamiento y mostraba diferencias de uno con respecto al otro, asi mismo, observar
si el inductor en cuestion, sulfato de cobre, brindaba mayor estabilidad al extracto que
aquel sin la adicién de tal compuesto.

7.6.1.- RVAN2

7.6.1.1.- Extractos crudos sin CuSO4 500 uM

Los resultados obtenidos fueron muy interesantes, ya que el extracto crudo de
RVAN2 se concentrd hasta obtener una actividad de Lacasa de 19 U/mL, mientras que el
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extracto crudo sin concentrar mostré una actividad de 5.2 U/mL. A pesar de ello y como
pudo observarse, fue méas estable este ultimo a las condiciones probadas. Se determin6
que a las 2.5 h, el extracto concentrado habia perdido el 50% de su actividad,
conservando al final del ensayo solamente el 1% de dicha actividad inicial. Por otro lado,
el extracto sin concentrar demostrd una mayor estabilidad al pH y temperatura probada,
el cual conservd el 50% de su actividad inicial a las 24 horas de comenzada la prueba
(Figura 7.53). Los tiempos de vida media fueron de 2.75 y 32.2 h, para los extractos
concentrados y sin concentrar, respectivamente.
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Figura 7.53.- Estabilidad y tiempo de vida media del extracto de RVANZ2. &, Extracto

concentrado; ¢, Extracto sin concentrar; —, Datos ajustados al modelo. Los simbolos

representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente

independientes.

7.6.1.2.- Extractos crudos con CuSO4 500 uM

Como se observo en los resultados previos, la actividad de Lacasa se vio
favorecida por la adicion de cobre a la concentracion mencionada, por tal razén, los
ensayos de estabilidad se hicieron con los extractos crudos al dia de maxima actividad de
dichos cultivos. Con este tipo de extractos no fueron obtenidos resultados concluyentes.

En general, se determind que existe una diferencia considerable en el
comportamiento de los diferentes extractos. La finalidad del proceso de concentracion fue
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la de incrementar por un lado la actividad enzimatica y por otro, disminuir la presencia de
proteasas que pudieran estar pesentes y como consecuencia de ello, afectar la estabilidad
de los extractos.

7.6.2.- RVAN12

7.6.2.1.- Extractos crudos sin CuSO4 1000 uM

Los extractos provenientes de la cepa con mayor actividad (13.4 U/mL), se
llevaron a una concentracién final de 29 U/mL. A pesar de esto, mostraron una pérdida
de actividad considerable a partir de las 12 h de incubacién.

La disminucion de la actividad fue muy similar en ambos extractos, alas2.5hy 6
h, en promedio, habian perdido el 50 % de su actividad, aunque fue mas notorio en los
extractos crudos sin concentrar (Figura 7.54). Por otro lado, los tiempos de vida media
fueron de 2.5 y 5.9 h, al final del ensayo habian perdido mas del 90% de la actividad
inicial.

Estos extractos resultaron ser menos estables que el obtenido para el extracto sin
concentrar de RVAN2, en el cual el tiempo de vida media fue de 32 h aproximadamente,
mientras que el concentrado mostré un comportamiento similar a los obtenidos del
cultivo de RVAN12.
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Figura 7.54.- Estabilidad y tiempo de vida media del extracto de RVAN12. ¢, Extracto
concentrado; ¢, Extracto sin concentrar; —, Datos ajustados al modelo. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.
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7.6.2.2.- Extractos con CuSO4 1000 uM

Los extractos crudos concentrados y sin concentrar obtenidos de los cultivos
adicionados con sulfato de cobre a 1000 uM, mostraron un comportamiento muy similar
a aquellos carentes de inductor. En ambos, las actividades decrecen rapidamente; al final
del ensayo pierden mas del 95% de su actividad inicial a pesar de que estos mostraron
una actividad elevada durante los ensayos realizados en el medio de harina de soya
(descrito previamente).

Los tiempos de vida media para cada uno de ellos fueron de 4.8 y 2.6 h, para el

extracto sin concentrar y el concentrado, respectivamente (Figura 7.55).
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Figura 7.55.- Estabilidad y tiempo de vida media del extracto de RVAN12 adicionado de
sulfato cuprico 1000 uM. &, Extracto concentrado; ¢, Extracto sin concentrar; —, Datos

ajustados al modelo. Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del
duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

Estos resultados fueron interesantes, puesto que a pesar de mostrar una alta
actividad enzimatica de Lacasa, la misma no toleré las condiciones probadas de
temperatura y pH, siendo mas estables aquellos obtenidos de los cultivos de RVAN2.

Los resultados anteriores nos llevo a implementar una serie de ensayos, por un
lado los extractos crudos a diferentes valores de pH y temperatura, asi como la
inoculacion de las cepas (RVAN2 y RVAN12), en un medio menos complejo como el
GMM, con el fin de evaluar la capacidad que presentan para la biotransformacion de
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diversos compuestos. Sin embargo, previo a ello, fue necesario probar tal capacidad en
medio sélido.

7.7.- COLORANTES

En total se evalué en medio so6lido tres colorantes, el cristal violeta (CV), el
naranja de metilo (NM) y el Azul Reactivo de Remazol Brillante (RBBR). Todos ellos
con caracteristicas propias, que los ubican en diversas categorias, los cuales guardan en
comun la presencia de anillos aromaticos. Estos ensayos se llevaron a cabo en medio
solido, medio liquido para el caso del GMM y con extractos crudos obtenidos a partir de
SMM. La concentracion manejada de cada uno de ellos fue de 200 ppm, adicionada al
medio de cultivo posterior a la esterilizacion.

7.7.1.- DEGRADACION EN MEDIO SOLIDO

Los resultados obtenidos en medio sélido indicaron que las cepas nativas RVAN2
y RVAN12 fueron capaces de una total decoloracién (Figura 7.56), incluso superior a los
hongos utilizados como referencia (Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium y
Bjerkandera adusta).

1

Sin inéculo

RVAN2
200ppm

. RVAN12
200ppm

NM RBBR cv

Figura 7.56.- Biotransformacion de los diversos colorantes utilizados en el ensayo por las
cepas RVAN2 y RVAN12.

El Naranja de Metilo fue transformado a los cinco dias, seguido del RBBR a los

nueve dias y finalmente, el Cristal Violeta con una decoloracion cercada al 90 %, a los 16
(Figura 7.57).
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Figura 7.57.- Tiempo Méaximo de Biotransformacion por las dos cepas nativas, RVAN2 y
RVAN12, en medio sélido.

7.7.2.- DECOLORACION POR EXTRACTOS CRUDOS

Se realizaron diversos ensayos con los extractos crudos obtenidos a partir de los
cultivos de RVAN2 y RVAN12 en SMM, al dia de mé&xima actividad. Estos ensayos se
llevaron a cabo a diferentes valores de pH, en un rango de 3-7; asi como a 4 temperaturas
diferentes: 30, 40, 50 y 60° C, con el fin de observar si existia algin efecto del mismo en
el colorante.

7.7.2.1.- RVAN2

El ensayo se llevo a cabo por 2 horas con el fin de determinar la cantidad de
colorante remanente, debido a la accion del extracto crudo de RVAN2. En ausencia del
extracto crudo, el pH y la temperatura no afectaron las propiedades fisicas del colorante.
Al ser afiadido el extracto al colorante, tanto a pH de 4 y de 5 y una temperatura de 40 °C,
se observo el mayor efecto, al ser transformado el 80 % del RBBR. Por otro lado, a 50 y
60 °C ypH 3,6y 7, se presentd la menor biotransformacién (Figura 7.58).

7.7.2.2.- RVAN12

El extracto crudo de RVAN12, a los pH’s de 4 y 5, mostraron la mejor
biotransformacion cuando esta fue llevada a cabo a 30 y 40 °C. Por otro lado, a 50 y 60
°C, se observo una menor biotransformacion de RBBR (Figura 7.59).
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Figura 7.58.- Biotransformacion de RBBR a diferentes valores de pH y Temperatura por

el Extracto Crudo de RVAN2. m, 30 °C; m, 40 °C;
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Figura 7.59.- Biotransformacion de RBBR a diferentes valores de pH y Temperatura por

el Extracto Crudo de RVAN12. m, 30 °C; m, 40 °C;

, 50 °C;

, 60 °C. Los ensayos

representan el promedio de dos determinaciones. La desviacion estandar es menor al 1%.
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En general, la mejor biotransformacion del colorante fue llevada a cabo por
RVAN12 en un rango de pH de 4-5 tanto a 30 como a 40° C, con una transformacion
cercana al 90%. En el caso de RVAN2, solo a 40° C y pH de 3 y 4 se alcanz6 una
transformacion del 80%.

7.7.3.- BIOTRANSFORMACION EN MEDIO LIQUIDO

En base a los resultados previamente descritos y con el fin de evaluar si un medio
pobre como lo es GMM permitia una rapida decoloracion, se estudio dicha capacidad en
las cepas seleccionadas.

La concentracion inicial del colorante fue de 33.36 mg (200 ppm). Se corri6 en
paralelo un control el cual presentaba la misma concentracion pero sin inoculo con el fin
de evaluar si existia un cambio ocasionado por factores abidticos.

RVAN2 fue capaz de decolorar mas rapidamente que la cepa RVAN12, a pesar
que la segunda dio una mayor actividad enzimatica. Asi mismo, los medios
suplementados con cobre fueron ligeramente mas rapidos en conseguir la decoloracion,
siendo mas evidente en RVAN12. Al dia 2, casi el 90% del colorante habia sido
transformado por RVAN2, mientras que la misma proporcién fue alcanzada por
RVAN12 hasta el dia 4 y 6, con y sin cobre, respectivamente. EI comportamiento anterior
se obtuvo antes de alcanzar el dia de méxima actividad, al menos en el caso de los medios
suplementados con cobre (Figura 7.60).

Ambas cepas respondieron de forma diferente a las condiciones probadas, tanto
de adicion de colorante como de este ultimo, mas el sulfato de cobre. Sin embargo, a
pesar de ser RVAN12 mejor productor de Lacasa, RVAN2 transformé de forma mas
eficiente el colorante estudiado (RBBR).

De forma conjunta, se determind la actividad de Lacasa y poder definir si la
presencia de colorante presentaba un efecto sobre dicha actividad. Asi mismo, se
determind la cantidad de proteina en el medio y el consumo de la fuente de carbono
(glucosa), en base a la técnica previamente descrita en material y métodos.
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Figura 7.60.- Biotransformacion del colorante RBBR por RVAN2 y RVAN12 en GMM.
¢, RVAN2 + RBBR 200 ppm; ¢; RVAN2 + Sulfato de cobre 500 uM + RBBR 200 ppm;
e, RVANI12 + RBBR 200 ppm; o, RVAN12 + Sulfato de cobre 500 uM + RBBR 200
ppm. Los simbolos representan el promedio * la desviacion estandar del duplicado de tres
ensayos totalmente independientes.
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7.7.3.1.- Aspectos Cinéticos de RVAN2

7.7.3.1.1.- Lacasa

La concentracion de colorante que se manejo fue de 200 ppm (especificado en
material y métodos), lo que da una concentracion final en 150 mL de medio de 30 mg. Al
comparar el control con los medios adicionados de cobre y/o colorante, se pudo observar
una enorme diferencia en cuanto a la produccién de Lacasa; se obtuvo una actividad de
0.047 U/mL, mientras en el medio adicionado con colorante esta fue de 0.377 U/mL,
seguido del cultivo mas cobre con 2.94 U/mL. Finalmente, se obtuvo la mayor actividad
en aquel adicionado con RBBR y cobre, con 4.79 U/mL (Figura 7.61).
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Figura 7.61.- Actividad Enzimatica de Lacasa en el sobrenadante de RVAN2 en GMM,
bajo diferentes condiciones de cultivo. ¢, Control; A, Sulfato de cobre 500 uM; e,
Colorante, RBBR 200 ppm; m, Cobre 500 uM + RBBR 200 ppm. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

7.7.3.1.2.- Consumo de la Fuente de Carbono

Por otro lado, el consumo de azucares bajo las diferentes condiciones provoco
respuestas muy diversas, ain para el mismo hongo. El consumo mas rapido se presentd
en el medio adicionado con cobre, siendo el dia dos cuando se agotd alrededor del 90%
de la fuente de carbono. Algo diferente a lo presentado por el control, el cual alcanzé tal
consumo hasta el dia ocho; mientras que en el medio con colorante esto se logr6 hasta el
dia seis. Finalmente, el medio adicionado de colorante y cobre, present6 el consumo de
azucares mas lento, hasta el dia 10 (Figura 7.62).

7.7.3.1.3.- Proteina

El contenido de proteina observado en el control y en el medio adicionado con
cobre, presentd algunas similitudes. Sin embargo, a partir del dia 16, el contenido de la
misma tuvo un decaimiento marcado en el control, mientras que el medio con cobre, fue
un poco mas constante. Por otro lado, la proteina presente en el medio con colorante fue
un poco mas constante a partir de alcanzar su maximo valor. Finalmente, el medio con
sulfato y colorante, mostr un incremento gradual, el cual disminuy6 a partir del dia 14
hasta 0.025 mg/mL (Figura 7.63).
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Figura 7.62.- Azlcares Residuales en el sobrenadante de RVAN2 en GMM, bajo
diferentes condiciones de cultivo. ¢, Control; A, Sulfato de cobre 500 uM; e, Colorante,
RBBR 200 ppm; m, Cobre 500 uM + RBBR 200 ppm. Los simbolos representan el
promedio + la desviacion estandar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.
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Figura 7.63.- Contenido de Proteina (mg/mL) en el sobrenadante de RVAN2 en GMM,
bajo diferentes condiciones de cultivo. ¢, Control; A, Sulfato de cobre 500 uM; e,
Colorante, RBBR 200 ppm; m, Cobre 500 uM + RBBR 200 ppm. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.
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7.7.3.1.4.- Actividad Especifica

En cuanto a la actividad especifica fue mas perceptible la diferencia mostrada en
cada una de las diferentes condiciones manejadas. El control, medio sin adicion de
colorante y/o cobre, mostrd una actividad especifica de 8.6 U/mg de proteina, mientras el
medio con cobre produjo 63 U/mg de proteina. Los medios adicionados con cobre y
cobre mas colorante, fueron los que reportaron una mayor actividad especifica, cada uno
con 288 y 187.8 U/mg de proteina, respectivamente (Figura 7.64).
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Figura 7.64.- Actividad Enzimatica Especifica en el sobrenadante de RVAN2 en GMM,
bajo diferentes condiciones de cultvo. ¢, Control; A, Sulfato de cobre 500 uM; e,
Colorante, RBBR 200 ppm; m, Cobre 500 uM + RBBR 200 ppm. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

7.7.3.2.- Aspectos Cinéticos de RVAN12

7.7.3.2.1.- Lacasa

La actividad de Lacasa producida en el medio adicionado con el colorante (200
ppm), fue mayor que la presentada por el control (medio sin la adicién de colorante y/o
cobre), con una actividad de 0.357 U/mL y 0.091 U/mL, respectivamente. Sin embargo,
el medio con cobre mostr6 una actividad de 6.87 U/mL, esto es un incremento
considerable con respecto al control y al medio adicionado de colorante. Por otro lado, el
medio que presentd tanto cobre como RBBR en su composicion, mostré una actividad
menor a la dada por el sulfato de cobre, de 4.8 U/mL (Figura 7.65). Aun asi, la actividad
fue superior a la presentada por el control y el medio con colorante.
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Figura 7.65.- Actividad Enzimatica de Lacasa en el sobrenadante de RVAN12 en GMM,
bajo diferentes condiciones de cultivo. ¢, Control; A, Sulfato de cobre 500 uM; e,
Colorante, RBBR 200 ppm; m, Cobre 500 uM + RBBR 200 ppm. Los simbolos
representan el promedio + la desviacion estdndar del duplicado de tres ensayos totalmente
independientes.

7.7.3.2.2.- Consumo de la Fuente de Carbono

El consumo de azlcares, al igual que la actividad enzimatica fue muy variable
para las diversas condiciones de medio de cultivo manejadas. Se observo que el hongo
desarrollado en el medio adicionado de sulfato de cobre, consumi6 de forma muy répida
la fuente de carbono, asimilo méas del 90% al dia 2 de crecimiento, mientras que el
control consumi6 la misma cantidad al sexto dia del ensayo. Por otro lado, en los medios
con colorante y colorante mas cobre, el consumo de la fuente de carbono fue mas lento,
se consumié el 95% al dia 14 del ensayo y el 80 hasta el dia 20, respectivamente (Figura
7.66).

7.7.3.2.3.- Proteina

Los resultados obtenidos indicaron que en el control se incrementd
paulatinamente la cantidad de proteina presente (0.0204 mg/mL), mientras que el medio
adicionado con cobre se presentd una disminucion inicial y posteriormente, se incremento
la produccion de la misma. Este comportamiento fue méas notorio a partir del dia 14 y
Ileg6 al 16 al méximo de proteina (0.031 mg/mL). En cuanto al medio con colorante, este
presentd un incremento considerable de 0.08 mg/mL a 0.028 mg/mL. Posteriormente,
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disminuyo y, finalmente, se mantuvo constante. Por ultimo, el medio con sulfato de cobre
y colorante, se mantuvo relativamente constante. Después de alcanzar el méaximo
contenido de proteina con 0.0228, disminuy6 a 0.021 mg/mL (Figura 7.67).
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Figura 7.66.- AzUcares Residuales en el sobrenadante de RVAN12 en GMM. «, Control;
A, Sulfato de cobre 500 uM; e, Colorante, RBBR 200 ppm; m, Cobre 500 uM + RBBR
200 ppm. Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar del duplicado
de tres ensayos totalmente independientes.
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Figura 7.67.- Contenido de Proteina (mg/mL) de RVAN12 en GMM. ¢, Control; A,
Sulfato de cobre 500 pM; e, Colorante, RBBR 200 ppm; m, Cobre 500 uM + RBBR 200
ppm. Los simbolos representan el promedio * la desviacion estandar del duplicado de tres
ensayos totalmente independientes.
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7.7.3.2.4.- Actividad Especifica

En a la actividad especifica, se observo que a pesar de las diferencias observadas
tanto en la actividad enzimatica (unidades arbitrarias), como en la cantidad de proteina
presente en el sobrenadante, tanto el medio suplementado con cobre y el de cobre méas
colorante, fueron muy similares, con 227.7 y 224 U/mg de proteina, respectivamente.
Aungue el dia en el cual se alcanzé dicho valor fue diferente (Figura 7.68).
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Figura 7.68.- Actividad Especifica de Lacasa en el sobrenadante de RVAN12 en GMM.
¢, Control; A, Sulfato de cobre 500 uM; e, Colorante, RBBR 200 ppm; m, Cobre 500
uM + RBBR 200 ppm. Los simbolos representan el promedio + la desviacion estandar
del duplicado de tres ensayos totalmente independientes.

7.8.- ZIMOGRAMAS

Se realizaron geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes, a una
concentracion del 10%. Lo anterior con la finalidad de observar el perfil enziméatico en
cada uno de los ensayos y si en un momento dado las condiciones del medio de cultivo
influyeron en el patrén de bandas.

7.8.1.- EXTRACTOS DE GMM

Una técnica muy comdn para la comparacion del patrén de isoenzimas, es el uso
de zimogramas. Se utiliz6 el ABTS como substrato para tefiir los zimogramas de la
Lacasa de cada una de las cepas. Los geles fueron realizados a todas las cepas, sin
embargo, no en todos fue posible la visualizacion de las bandas. Esto debido a la baja
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actividad presente y al posible efecto de la congelacion en el extracto Esto ocurrié tanto
en la cepa RVAN2 como en la RVAN12.

7.8.1.1.- Fuente de Carbono

Las muestras fueron ajustadas a 15 pL de extracto crudo y 5 pL de buffer de
muestra, debido a la baja cantidad de proteina presente, como se pudo observar en los
resultados previos. Sin embargo, solamente fue posible visualizar algunas bandas en los
extractos provenientes de RVAN2 cuya fuente de carbono fue el acetato, esto a pesar de
ser el segundo con mejor actividad enziméatica. Lo mismo sucedié con el control, en el
cual no se visualizaron las bandas. Por otro lado, se observaron bandas en todos los
carriles, aunque fue més evidente lo anterior al final, en el correspondiente al dia 12,
cuando se alcanzo la méxima actividad (Figura 7.69).

Figura 7.69.- Perfil enzimatico de los extractos crudos de RVAN2, en medio con acetato
de sodio como fuente de carbono. Los carriles del 1 al 6 representan las muestras tomadas
los dias 2, 4, 6, 8, 10 y 12 del ensayo. La muestra fue ajustada a un volumen total de 20
ML (15 de extracto y 5 de buffer de muestra).

7.8.1.2.- Inductores

Los zimogramas realizados a los extractos crudos provenientes de los cultivos
adicionados con sulfato de cobre, permitieron la visualizacion de diversas bandas con
respecto al tiempo. Estos zimogramas se realizaron con los extractos crudos tomados
durante todo el transcurso de la cinética enzimatica.

138



7.8.1.2.1.- Sulfato de Cobre

RVAN2

La adicion de sulfato de cobre, como pudo observarse en los resultados
previamente mostrados, lograron incrementar la actividad enzimatica. El perfil
enzimatico de RVAN2 mostrado en el zimograma, indico la presencia de al menos dos
bandas nitidas, esto a partir del dia 12, aunque pudo detectarse actividad desde el dia dos.
Por otro lado, en el dia ocho, pueden observar tres bandas. Siendo mas caracteristico a
partir del dia 16 hasta el 20 (Figura 7.70).

Figura 7.70.- Perfil Enziméatico de RVAN2 adicionado de CuSO4 500 uM en GMM.
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se colocaron 20 uL de muestra (15 de extracto y 5 de
buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a
intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.

En cuanto a una concentracién de 1000 uM, la intensidad en cuanto a las bandas
mostradas fue menor, lo cual corresponde a lo obtenido en las cinéticas enzimaticas. Se
observaron tres bandas, dos muy tenues a partir del dia 10 y hasta el 18. Se observé como
conforme transcurre el tiempo, algunas bandas aparecen mientras que otras van
disminuyendo en intensidad. Las dos bandas superiores se encuentran muy cerca,
mientras que la inferior se encontrd6 muy separada. Al dia 20, el total de bandas es tan
claro que no es posible detectarla al fotografiar el gel (Figura 7.71).
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Figura 7.71.- Perfil Enzimatico de RVAN2 adicionado de CuSO4 1000 uM en GMM.
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se colocaron 20 pL de muestra (15 de extracto y 5 de
buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a
intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.

RVAN12

El perfil enzimatico de esta cepa fue muy diferente al observado en RVAN2, pues
solamente a partir del 10 (linea 5), es que fueron evidentes las bandas. Se observo una por
carril, sin embargo fueron mas intensas a partir del dia 16 (carril 8), que correspondié al
dia en el cual alcanz6 la maxima actividad enzimatica, aunque al dia 18, esta fue
ligeramente inferior, por lo cual la banda generada en el carril 9 es muy similar. No se
observo la presencia de otras bandas (Figura 7.72).

En cuanto a CuSO,4 1000 uM, no se detectaron bandas en el zimograma, esto a
pesar de haber obtenido actividad enzimética durante los ensayos.

7.8.1.2.2.- Sulfato Manganoso

Tanto en RVAN2 como RVAN12, no se observo banda alguna en los geles
nativos realizados a los extractos crudos obtenidos de los cultivos adicionados con sulfato
manganoso a 11 mg/L. Por otro lado, a 40 mg/L, se detecto una banda muy tenue al final
del ensayo, dia 20 (carril 10), en el caso de RVANZ2 (Figura 7.73); no asi para RVAN12,
puesto que las actividades enzimaticas fueron bajas y la cantidad de proteina mas, lo cual
impidid hacer los ajustes pertinentes en cuanto a la misma, por lo cual se colocaron 20 pL
de muestra.
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Figura 7.72.- Perfil Enzimatico de RVAN12 adicionado de CuSO4 500 pM en GMM.
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se colocaron 20 pL de muestra (15 de extracto y 5 de
buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a
intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Figura 7.73.- Perfil Enziméatico de RVAN2 adicionado de MnSO4 40 mg/L en GMM.
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se colocaron 20 pL de muestra (15 de extracto y 5 de
buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a
intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.
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7.8.1.2.3.- Etanol

Tanto para RVAN2 como para RVAN12, el etanol a ambas concentraciones (30 y
35 g/L), no mostraron bandas perceptibles en los zimogramas, correspondiendo a la baja
actividad observada durante los ensayos enzimaticos.

7.8.1.2.4.- Siringaldazina

RVAN2

A 0.116 pM, el perfil enzimatico no mostrd banda alguna en los geles realizados,
al igual que en el caso anterior, debido posiblemente a la baja actividad obtenida durante
los 20 dias en los cuales se llevd a cabo la determinacion. Por otro lado, a 1.16 uM, se
detect6 una banda a partir del dia 12 (carril 6). Puesto que la cantidad de proteina no fue
ajustado dado que era muy poca la presentada en los sobrenadantes, el ajuste, al igual que
en los casos anteriores fue hecho en base a volumen. En este caso, a diferencia del sulfato
de cobre, no se detectaron las bandas superiores observadas en tal inductor (Figura 7.74).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 7.74.- Perfil Enzimatico de RVAN2 adicionado de Siringaldazina 1.16 uM en
GMM. PAGE al 10% de poliacrilamida. Se colocaron 20 puL de muestra (15 de extracto y
5 de buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al
20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.

7.8.2.- EXTRACTOS DE SMM
En el medio de harina de soya (SMM), mostr6 favorecer en mayor proporcion la
actividad enzimatica, comparado con el medio GMM. Se obtuvieron actividades
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enzimaéticas superiores a las 2 U/mL (RVAN2), llegando en algunos casos hasta las 63
U/mL, dependiendo del tipo de inductor utilizado.

7.8.2.1.- Control

7.8.2.1.1.- RVAN2

El perfil enzimatico en el control (SMM), a diferencia del medio GMM, muestra
dos bandas, las cuales son perceptibles a partir del dia cuatro (carril 2), aunque la banda
superior, mas tenue, tiende a desaparecer a partir del dia 16. Por otro lado, a partir de este
dia, se notan dos bandas muy cercanas entre si, incrementandose una (banda superior)
(Figura 7.75).

Figura 7.75.- Perfil Enzimatico de RVAN2 en SMM sin adicion de Inductor. PAGE al
10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5pug/mL. Carril 1-10, representan
las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.

7.8.2.1.2.- RVAN12

El control, medio sin adicién de inductor, de RVAN12, mostré el patrén de
bandas muy diferente al dado tanto por RVAN2, como por aquel obtenido en el medio
GMM, en el cual no se detectaron bandas, debido a un posible efecto de la temperatura a
la cual se encontraba almacenado el extracto.

A partir del dia seis (carril 3), se observa una banda muy tenue, incrementando su
intensidad conforme avanza el tiempo, lo que correspondié a lo obtenido en la cinética
enzimética. Se logran observar tres bandas, dos superiores, mas intensas y una inferior
tenue. Conforme el tiempo avanzo, las bandas superiores se tifien mas, lo que impide
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visualizar a detalle la separacion de las mismas. De igual forma, la banda inferior
incremento su intensidad, hasta unirse con el resto, lo que produjo una sola banda al dia
18 (carril 9), cuando alcanza la maxima actividad (Figura 7.76).

Figura 7.76.- Perfil Enziméatico de RVAN12 en SMM sin adicion de Inductor. PAGE al
10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5pug/mL. Carril 1-10, representan
las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.

7.8.2.2.- Inductores

7.8.2.2.1.- Sulfato de Cobre

RVAN2

La actividad enzimatica alcanzada por este microorganismo bajo el efecto de la
adicion del sulfato de cobre 500 uM fue ligeramente menor a la reportada por el control.
A partir del dia dos es posible visualizar solamente una banda, detectadas tres a partir del
dia ocho (carril 4), aunque més tenues que aquellas presentadas en el control. Aunque
esta tiende a disminuir conforme transcurre la cinética, similar a lo obtenido en el ensayo
(Figura 7.77).

El perfil enzimético obtenido del zimograma, indico la presencia de dos bandas
(isoenzimas), se hizo evidente la banda inferior a partir del dia cuatro (carril 2), mientras
la banda superior, lo fue a partir del dia ocho e incrementd la intensidad al dia 10 (carril
5), lo que correspondié a lo obtenido en las cinéticas enzimaticas (Figura 7.78).
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Figura 7.77.- Perfil Enzimatico de RVAN2 en SMM con CuSO,4 500 uM. PAGE al 10%
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10, representan las
alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C

hasta su uso.

Figura 7.78.- Perfil Enzimatico de RVAN2 en SMM con CuSO, 1000 uM. PAGE al 10%
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10, representan las
alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C

hasta su uso.
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RVAN12

Debido a la alta actividad presentada por esta cepa bajo la influencia del CuSQ,,
la banda obtenida en cada uno de los carriles, correspondiente a cada dia de actividad
determinado (cada 48 h), fue muy intensa. Esta se detectd a partir del dia ocho y fue mas
evidente al dia 16 (carril 8), lo cual correspondi6 al dia de maxima actividad. Por otro
lado y a diferencia del control, solamente fue posible visualizar una banda debido a la
intensidad, lo anterior dificulté deducir su existen otras o por el contrario, solamente es
una la que se produjo (Figura 7.79).

Caso contrario al resultado anterior, el perfil enziméatico obtenido de los extractos
adicionados con CuSO4 1000 pM, se lograron observar tres bandas a partir del dia 6
(carril 3), en el cual las tres bandas se encuentran muy tenues, dos poco separas y una
tercera un poco mas. Conforme transcurre el ensayo, las bandas se intensificaron, lo cual
complicd la diferenciacion de las mismas. Por otro lado, la maxima intensidad se obtuvo
cuando se alcanzo la actividad mas alta (dia 14, carril 7) (Figura 7.80).

Figura 7.79.- Perfil Enzimatico de RVAN12 en SMM con CuSO,4 500 uM. PAGE al 10%
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10, representan las
alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.
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Figura 7.80.- Perfil Enziméatico de RVAN12 en SMM con CuSO, 1000 uM. PAGE al
10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10, representan
las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.

7.8.2.2.2.- Sulfato Manganoso

RVAN2

El perfil enzimético obtenido de los extractos crudos de RVAN2 adicionados con
sulfato manganoso a una concentracion final de 11 mg/L, dieron como resultado la
presencia de tres bandas, aunque no tan intensas como en el sulfato de cobre. La banda
mas intensa fue detectada a partir del dia cuatro (carril 2), la cual se incrementd hasta
disminuir a partir del dia 18 (carril 9). A partir de este dia se detecto la presencia de dos
bandas unidas, las que podrian no haberse detectado anteriormente debido a la actividad
presentada en los dias previos. Por otro lado, la banda que apareci6 al dia ocho, es mucho
mas tenue que la generada en el medio suplementado con sulfato de cobre (Figura 7.81).

En cuanto a los extractos con sulfato de manganeso a 40 mg/L, el comportamiento
fue diferente al mostrado en el perfil enzimatico determinado. En este caso se observan
tres bandas. Pero dos de ellas en la parte superior, es decir, aquellas que tuvieron un
corrimiento electroforético menor que la banda méas intensa. Por otro lado, estas dos
bandas se detectaron a partir del dia 10 (carril 5), mientras que la banda cuyo corrimiento
fue mayor, aparecio igual que en el caso anterior, a partir del dia cuatro (carril 2) (Figura
7.82).
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Figura 7.81.- Perfil Enzimatico de RVAN2 en SMM con MnSO4 11 mg/L. PAGE al 10%
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5pug/mL. Carril 1-10, representan las
alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.

Figura 7.82.- Perfil Enzimatico de RVAN2 en SMM con MnSO,4 40 mg/L. PAGE al 10%
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10, representan las
alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.

RVAN12

Con respecto a RVAN12, el perfil enziméatico, mostro tres bandas, dos de ellas
poco separas y una tercera un poco mas. Todas ellas se detectaron a partir del dia ocho
(carril 4), a pesar de ser detectada la actividad enzimatica de Lacasa a partir del dia seis,
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sin embargo, al ser esta muy baja, 30 U/L, no fue detectada en el zimograma. Las
isoenzimas incrementaron su intensidad con respecto al tiempo, fue mas evidente a partir
del dia 12 y hasta el 18 (carril 6 al 9). Finalmente, al dia 20 (carril 10), se detectaron dos
de las tres isoenzimas (Figura 7.83).

Figura 7.83.- Perfil Enzimatico de RVAN12 en SMM con MnSO,4 11 mg/L. PAGE al
10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10, representan
las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.

A 40 mg/L de sulfato manganoso, el comportamiento fue muy similar al
presentado a la menor concentracion afiadida el medio de cultivo. Se distinguieron tres
isoenzimas, dos de ellas con un perfil electroforético muy similar y la tercera, separada
un poco mas del las otras. Por otro lado, la intensidad de las bandas se incrementd, lo cual
es consistente con lo obtenido en la cinética enzimatica y se distingui6é una banda al dia
18 (carril 9); sin embargo y debido a la actividad alcanzada los dias 16 al 18, quiza se
enmascard el resto (Figura 7.84).
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Figura 7.84.- Perfil Enzimatico de RVAN12 en SMM con MnSQO,4 40 mg/L. PAGE al
10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10, representan
las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.

7.8.2.2.3.- Siringaldazina

RVAN2

Las muestras tomadas durante el transcurso del ensayo enzimético, cada 48 h,
mostraron una banda a partir del dia cuatro (carril 2) y se incremento la intensidad. A
partir del dia 10, se observaron dos isoenzimas; diferente a lo que se observo con los
inductores pasados, en los cuales era posible detectar tres. A partir del dia 18, por el
contrario, la isoenzima con menor intensidad desaparecio, mientras la otra disminuyd
ligeramente en su intensidad (Figura 7.85).

La actividad fue detectada a partir del dia cuatro (carril 2), sin embargo esta es tan
baja que no pudo ser observada del todo (Figura 7.84). Por otro lado, la isoenzima
superior detectada en la mayoria de las condiciones ensayadas, no fue observada. A partir
del dia 18 (carril 9), se detectd la presencia de una segunda isoenzima, ligeramente mas
tenue a aquella presentada desde el dia cuatro, mas evidente al dia 20 (carril 10), ultimo
dia de la cinética (Figura 7.86).
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Figura 7.85.- Perfil Enzimatico de RVAN2 en SMM con Siringaldazina 0.116 pM.
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10,
representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se
almacenaron a 4° C hasta su uso.

Figura 7.86.- Perfil Enzimatico de RVAN2 en SMM con Siringaldazina 1.16 uM. PAGE
al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10, representan
las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.
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RVAN12

El perfil enziméatico de RVAN12 mostro tres isoenzimas, las cuales fueron méas
evidentes al dia ocho (carril 4). Se observa una banda muy tefiida, seguida de una que
estd muy junta a ella y una menos intensa, la que tuvo una migracion electroforética
mayor. Conforme pasé el tiempo, la superior desaparecié; sin embargo, las otras
incrementaron su intensidad. Por otro lado, los dias 14 y 16 son los que mostraron la
mayor actividad lo que correspondié a lo observado en el zimograma realizado (Figura
7.87).

Figura 7.87.- Perfil Enzimatico de RVAN12 en SMM con Siringaldazina 0.116 pM.
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10,
representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se
almacenaron a 4° C hasta su uso.

Por otro lado, el perfil enzimatico presentado por los extractos crudos
provenientes del medio de cultivo adicionado con siringaldazina, a una concentracion de
1.16 pM, fue similar a lo encontrado a una menor concentracion. Aunque las bandas
fueron detectadas a partir del dia ocho (carril 4), mas intensas al dia 18 (Figura 7.88).
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Figura 7.88.- Perfil Enzimatico de RVAN12 en SMM con Siringaldazina 1.116 pM.
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10,
representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se
almacenaron a 4° C hasta su uso.

7.8.2.2.4.- Etanol

RVAN2

El zimograma mostro un perfil enziméatico diferente al observado con los
inductores anteriores. A partir del dia seis (carril 3) se detectd una de las isoenzimas. La
actividad de las bandas se incremento considerablemente a partir del dia ocho (carril 4) y
alcanzo la méxima al dia 16 (carril 8). Por otro lado, a partir de este mismo dia se
detectaron dos isoenzimas, la superior muy tenue, la cual desaparecio casi en su totalidad
al final del ensayo (carril 10) (Figura 7.89).

En cuanto a la concentracion a 35 g/L, el perfil enziméatico obtenido en el
zimograma, indico la presencia de una banda a partir del dia 4 de la cinética enzimatica
(carril 2) e incrementd la intensidad de la misma conforme el tiempo transcurria. Se
alcanz6 a observar de forma muy tenue, una banda al final del ensayo. Esto fue muy
diferente a los perfiles enzimaticos anteriores, en los cuales eran visibles de dos a tres
isoenzimas, en base al inductor y concentracion empleado. Por otro lado, se observd una
gran diferencia al final (carriles 9 y 10), similar a lo reportado en los ensayos enzimaticos
(Figura 7.90).
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Figura 7.89.- Perfil Enzimatico de RVAN2 en SMM con Etanol 30 g/L. PAGE al 10% de
poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5pg/mL. Carril 1-10, representan las
alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.

Figura 7.90.- Perfil Enzimatico de RVAN2 en SMM con Etanol 35 g/L. PAGE al 10% de
poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5pg/mL. Carril 1-10, representan las
alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.

RVAN12
El etanol, a diferencia de los otros compuestos afiadidos al medio de cultivo,
presentd un efecto negativo en la actividad enzimatica, como se observo en la cinética
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enzimética. La actividad fue detectada a partir del dia 14 (carriles 7), lo que correspondio
a la maxima actividad. Por otro lado, solamente se pudo observar una isoenzima (Figura
7.91).

Por otro lado, a 35 g/L de etanol, el perfil enzimatico fue muy similar al
presentado a 30 g/L, para la misma cepa, sin embargo esto fue ligeramente diferente a lo
obtenido en la cinética enzimatica, en la cual se detect6 actividad hasta el dia 16, lo que
corresponde al carril ocho; mientras que el zimograma indico la presencia de una banda a
partir del dia 14 (carril 7). Asi mismo, no fue detectada otra isoenzima (Figura 7.92).

Todos y cada uno de los compuestos probados para la induccion y/o incremento
de la actividad enzimética mostraron diversos comportamientos, en los cuales se
determind que algunos de ellos incrementan la misma. Por otro lado, mas que inducir la
presencia de isoenzimas, son inhibidas, tal fue el caso del etanol. En algunos era posible
observar la presencia de dos o méas isoenzimas tanto en RVAN2 como en RVAN12,
mientras que algunos compuestos solamente era detectada una de ellas.

Figura 7.91.- Perfil Enziméatico de RVAN12 en SMM con Etanol 30 g/L. PAGE al 10%
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5pug/mL. Carril 1-10, representan las
alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.
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Figura 7.92.- Perfil Enziméatico de RVAN12 en SMM con Etanol 35 g/L. PAGE al 10%
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteina a 2.5ug/mL. Carril 1-10, representan las
alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C
hasta su uso.

7.8.3.- RBBR

Como se observd en los resultados previamente mostrados de decoloracion, el
RBBR presentd un efecto positivo en cuanto al incremento en la actividad enzimética con
respecto al medio control. Por tal razén, se procedid a realizar los zimogramas para
evaluar el perfil enzimatico y si existia alguna diferencia con respecto a los diferentes
tratamientos estudiados y entre cada una de las cepas.

7.8.3.1- RVAN2

El perfil enzimético de los extractos crudos tomados a lo largo de la cinética
enzimatica mostré una sola banda a partir del dia dos y hasta el dia 10 (carril 1 al 5).
Mientras que a partir del dia 12, la actividad enzimatica fue muy baja, lo cual se reflejo
en el zimograma, ya que no se detect6 ninguna banda a partir de ese dia (Figura 7.93).

En cuanto al medio adicionado con sulfato de cobre, se presentd un incremento
considerable en la actividad enzimatica, tanto con respecto al control como aquel
adicionado solamente con el colorante (resultados previamente mostrados). El perfil
enzimatico mostrd tres isoenzimas, similares a las encontradas en el medio de cultivo
adicionado solamente con sulfato de cobre. Entre los dias dos a ocho (carriles 1 a 4),
solamente se visualiz6 una isoenzima; a partir del dia 10 se detectaron las otras dos, las
cuales se encuentran poco separadas una de la otra. Asi mismo, entre el dia 10 al 14, es
cuando se detecta la mayor actividad, bandas mas intensas obtenidas (Figura 7.94).
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Figura 7.93.- Perfil Enzimatico de RVAN2 en GMM + RBBR 200 ppm. PAGE al 10%
de poliacrilamida. Se hizo ajuste a 20 pL (15 pL de extracto + 5 pL de buffer de
muestra). Carril 1-10, representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a
intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4° C hasta su uso.

Figura 7.94.- Perfil Enziméatico de RVAN2 en GMM + CuSO4 + RBBR 200 ppm. PAGE
al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste a 20 pL (15 pL de extracto + 5 pL de buffer de
muestra). Carril 1-10, representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a
intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.

7.8.3.2.- RVAN12

Al igual que en el caso de RVAN?2, el perfil enziméatico mostro la presencia de
bandas a partir del dia seis (carril 3), muy similares durante el resto de la fermentacion.
Se observan dos bandas aunque al estar muy cercanas tienden a confundirse (Figura
7.95). Este perfil corresponde a lo encontrado en las determinaciones enzimaticas,
previamente mostrado (Figura 7.64).
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Por otro lado, cuando el medio de cultivo fue adicionado con sulfato de cobre y
colorante, el perfil enzimatico fue diferente al obtenido en el medio de cultivo mas
colorante. En el zimograma se observaron bandas a partir del dia dos (carril 1) tenues. Se
incremento la intensidad conforme avanzaba el tiempo, siendo a partir del dia 10 y hasta
el 16 (bandas 5 al 8), cuando se observo la mayor intensidad de las mismas (Figura 7.96).

Figura 7.95.- Perfil Enziméatico de RVAN12 en GMM + RBBR 200 ppm. PAGE al 10%
de poliacrilamida. Se hizo ajuste a 20 pL (15 pL de extracto + 5 pL de buffer de
muestra). Carril 1-10, representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a
intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.

Figura 7.96.- Perfil Enzimatico de RVAN12 en GMM + CuSO4 + RBBR 200 ppm.
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste a 20 pL (15 pL de extracto + 5 pL de
buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alicuotas de cada uno de los dias 2 al 20, a
intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.
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7.9.- IDENTIFICACION MOLECULAR DE RVAN2 Y RVAN12

La identificacion de los microorganismos requiere técnicas mas especificas pues
no solo las caracteristicas morfoldgicas permiten tal accién. Debido a lo anterior, se
utilizaron cebadores especificos para amplificar las regiones ITS1 e 1TS4, ya que al
presentar polimorfismo, defieren en tamafio en base a las cepas analizadas. ElI PCR fue
realizado a partir de ADN cromosomal, extraido de micelio vegetativo.

Los resultados obtenidos indicaron que el ADN gendmico fue extraido de forma
satisfactoria, tanto para la cepa RVAN2 como para la RVAN12 (Figura 7.97). Lo anterior
permitid llevar a cabo la amplificacion de las regiones de interés (ITS1 e ITS4) (Figura
7.98), a partir de las regiones altamente conservadas presentes en los genes ribosomales,
al utilizar cebadores o primers [(5° TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) y (5
TCCTCCGCTTATTGATATGC 37)].

Carril1y2 DNA gendmico hongo M2
Carril3y4 DNA gendmico hongo M12.

Figura 7.97.- ADN gendmico de las cepas RVAN2 y RVAN12. El DNA se visualizo en
un gel de agarosa al 1.5%, con buffer TBE 0.5X (0.1 M Tris, 0.09M acido bérico, 1mM
EDTA) a 80 volts por 1.2 h.

Obtenido el ADN gendmico, se procedié a realizar la secuenciacion de la region
ITS1, ITS2 del gen ribosomal 5.8S, tanto de la cepa RVAN2 y RVAN12,
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Figura 7.98.- Gel de agarosa al 1.5% de la region ITS. Visualizacion de los segmentos
amplificados, con buffer TBE 0.5X (0.1 M Tris, 0.09M acido bérico, 1mM EDTA) a 80
volts por 1.2 h con marcador de 100 pb).

Obtenido el ADN plasmidico, este fue amplificado en base al protocolo
previamente descrito en material y métodos. En base a los protocolos, se realizd
exitosamente la secuenciacion en las clonas transformadas (Figura 7.99).

1 23456789 1011

Figura 7.99.- Gel de agarosa 0.8% de las diferentes clonas transformadas. Carriles 2, 3, 4,
5y 6, clonas transformadas. Carriles 7, 8, 9, 10 y 11, clonas no transformadas.

7.9.1 RVAN2

Confirmada la transformacion de las clonas en base a la amplificacién de los
segmentos de interés, se llevo a cabo la secuenciacion. Di6 como resultado la secuencia
parcial de ITS1, secuencia completa del gen ribosomal 5.8S, secuencia completa del ITS2
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y la secuencia parcial del gen ribosomal 2.8S. En total fueron secuenciadas 617 pares de
bases para la cepa RVAN2 (Figura 7.100).

GCCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTTATAAAAGTTGTCCTA
ATGGACGGTTAGAAGCTCGCCAAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAA
TTATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGA
GGAGCCGACCGTTACGGCCAGCAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGATCA
CAAGGATTTATGAGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCT
CGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGA
ATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATG
CGAGAGCCAACAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGATGCGTTAGACG
CGTTTACATTCTGATACTTTAAGAGTTTGTAGTGTACATAGGCCGGCAGA
ATGCTCCCAACCCCCAGGCTAGAAACCCACGCCACGTACACTACAATAAG
TGCACAGGATGTAAGAGTAGGAATGAGCAGGACGTGGCACAATGCGTACT
CCGGCAGCAGCCAACCGCTTACACACCCCCTCTAGGAAACATTTCTCATT
TTTTGTTCCTTCCCCCC

Figura 7.100.- Secuencia de las regiones ITS1-5.8s-1TS2 de la cepa RVANZ2, dando como
resultado 617 bases.

La secuencia anterior fue comparada en la base de datos de NCBI, en el
GeneBank, dando una identidad del 96% con Trametes hirsuta y con un basidiomiceto no
identificado (Figura 7.101). Las zonas rojas indican la diferencia presentada con respecto

a las secuencias reportadas. Se observan inserciones de una a tres bases.

CGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTTATHAAAGTTGTCCTAAT
CGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTTAT-AAAGTTGTCCTAAT
CGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTTATAAAA-TTGTCCTAAT
CGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTTATAAAABTTGTCCTAAT

GGACGGTTAGAAGCTBGCCAAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAATT
GGACGGTTAGAAGCTTGCCAAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAATT
GGACGGTTAGAAGCTTGCCAAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAATT
GGACGGTTAGAAGCTGCCAAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAATT

ATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAGG
ATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAGG
ATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAGG
ATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAGG

AGCCGACCGTTABGGCCAGCAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGATCACA
AGCCGACCGCTAGGGCCAGCAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGATCACA
AGCCGACCGCTAGGGCCAGCAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGATCACA
AGCCGACCGTTABGGCCAGCAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGATCACA

AGGATTTATGAGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCG
AGGATTTATGGGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCG
AGGATTTATGGGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCG
AGGATTTATGAGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCG

GAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT
GAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT
GAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT
GAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT

TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG
TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG
TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG
TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG
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AGAGCCAACAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGATGCGTTAGACGCG
AGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGATGCGTTAGACGCG
AGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGATGCGTTAGACGCG
AGAGCCAACAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGATGCGTTAGACGCG

TTTACATTCTGATACTTTAAGAGTTTGTAGTGTACATAGGCCGGCAGAAT
TTTACATTCTGATACTTTAAGAGTTTGTAGTGTACATAGGCCGGCAGAAT
TTTACATTCTGATACTTTAAGAGTTTGTAGTGTACATAGGCCGGCAGAAT
TTTACATTCTGATACTTTAAGAGTTTGTAGTGTACATAGGCCGGCAGAAT

GCTRECCAACCCEBAGGCTAGAAACCCACGCCABBIIACHCTACABTAAGTG
GCTTCCAACCCGGAGGCTAGAAACCCACGCCA---AC-CTACAGTAAGTG
GCTTCCAACCCGGAGGCTAGAAACCCACGCCA---AC-CTACAGTAAGTG
GCTECCAACCCEBAGGCTAGAAACCCACGCCABBIIACHCTACABTAAGTG

RVAN2

Trametes hirsuta
No identificado
RVAN2

RVAN2

Trametes hirsuta
No identificado
RVAN2

RVAN2

Trametes hirsuta
No identificado
RVAN2

CACAGGTGTABGAGTEGGARBTGAGCAGGACGTGECACARBTGC RVAN2
CACAGG-TGTA-GAGT-GGA-TGAGCAGGGCGTG-CACA-TGC Trametes hirsuta
CACAGG-TGTA-GAGT-GGA-TGAGCAGGGCGTG-CACA-TGC No identificado
CACAGGTGTABGAGTEGGARBTGAGCAGGACGTGECACARBTGC RVAN2

Figura 7.101.- Comparacién de la secuencia de las regiones ITS1-5.8S-1TS2 con
Trametes hirsuta y un basidiomiceto no identificado. Las bases diferentes asi como las
inserciones estan resaltadas en rojo.

7.9.2 RVAN12
Por otro lado, con respecto a RVAN12, fueron secuenciadas 526 bases (Figura
7.102).

GCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTCAAAGTATTGTCCCATA
AGGACGGTTTAGAAGCTCGCCAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAAT
TATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAG
GAGCCGACTGACTAGAGCCGGCAAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGACC
ACAAGGATTTATGGGTTGAGAATTCCATGACACTCAAACAGGCATGCTCC
TCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG
AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
GCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATAAAGATGCGTTAGCA
CGCGTTTACATTCTGTTACTTTTAGTTTGTAGTATACATAGGCCGGCAGA

ATGCTTCAAACCCGAAGGCCCAAAGCCCACGCCACCCGCACAGGGTAGGG
GGATGGGCAAGGTGCACATGCCCCTC

Figura 7.102.- Secuencia de las regiones ITS1-5.8S-ITS2 de la cepa RVAN12, dando
como resultado 526 bases.

Dicha secuencia fue comparada con la base de datos del GeneBank. En base a
estos resultados se determin6 que existe una homologia del 99% con Trametes hirsuta y
Trametes maxima (Figura 7.104). La secuencia presentd tres inserciones de una base y la
diferencia en otra. Debido a la similitud alcanzada con ambas cepas, se comparo la
secuencia con las reportadas en la base de datos europea EMBL (Tabla 7.19).
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GCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTCAAAGJATTGTCCCATA
GCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTCAAAG-ATTGTCCCATA
GCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTCAAAG-ATTGTCCCATA

AGGACGGTTAGAAGCTCGCCAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAAT
AGGACGG-TTAGAAGCTCGCCAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAAT
AGGACGG-TTAGAAGCTCGCCAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAAT

TATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAG
TATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAG
TATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAG

GAGCCGACTGACTAGAGCCGGCAAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGACC
GAGCCGACTGACTAGAGCCGGCAAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGACC
GAGCCGACTGACTAGAGCCGGCAAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGACC

ACAAGGATTTATGGGTTGAGAATTCCATGACACTCAAACAGGCATGCTCC
ACAAGGATTTATGGGTTGAGAATTCCATGACACTCAAACAGGCATGCTCC
ACAAGGATTTATGGGTTGAGAATTCCATGACACTCAAACAGGCATGCTCC

TCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG
TCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG
TCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG

AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT
AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT

GCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATAAAGATGCGTTAGEA
GCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATAAAGATGCGTTAG-A
GCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATAAAGATGCGTTAG-A

CGCGTTTACATTCTGTTACTTTJAGTTTGTAGTATACATAGGCCGGCAGA
CGCGTTTACATTCTGTTACTTTGAGTTTGTAGTATACATAGGCCGGCAGA
CGCGTTTACATTCTGTTACTTTGAGTTTGTAGTATACATAGGCCGGCAGA

ATGCTTCAAACCCGAAGGCCCAAAGCCCACGCCA
ATGCTTCAAACCCGAAGGCCCAAAGCCCACGCCA
ATGCTTCAAACCCGAAGGCCCAAAGCCCACGCCA

Figura 7.103.- Comparacién de la secuencia de las regiones ITS1-5.8S-1TS2 con
Trametes hirsuta y Trametes maxima. Las bases diferentes asi como las inserciones estan

resaltadas en rojo.
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Tabla 7.19.- Resultados de la comparacion con la base de datos EMBL.

DB:ID Source Length |Identity% |Similar% (Overlap |[E()
i Trametes hirsuta
EM_FUN:AB158313 genes for 1205 |96.104 |96.104 [539 1.6e-78

Trametes maxima

EM_FUN:AB158315 genes for 1

1185 |96.104 |96.104 [539 1.6e-78

Basidiomycete isolate
wh436

Trametes sp. MGGDL
18S ribo

EM_FUN:AF461413 653 [91.128 |91.128 |541 le-68

EM_FUN:AY840566 628 [91.128 |91.128 |541 1.1e-68

Los resultados indicaron que existe un 96% de similitud tanto con Trametes hirsuta
como con Trametes maxima.
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8. DISCUSION

Existe un enorme interés en el estudio de enzimas lignoliticas debido a la
creciente demanda de productos que pueden ser perjudiciales para el ambiente y al
mismo tiempo, una mayor conciencia con respecto a un menor dafio al mismo. Esta
busqueda no solo estd encaminada a encontrar cepas que puedan producir tales enzimas,
sino al hecho de que sean eficientes en la degradacion de compuestos altamente
recalcitrantes y, por otro lado, sean capaces de producir enzimas en cantidad suficiente
para ser aplicadas en otros procesos biotecnoldgicos que requieran cantidades elevadas.

Las cepas aisladas durante el desarrollo del presente trabajo corresponden a
basidiomicetos, pues una de las caracteristicas primarias de tales microorganismos en la
presencia de fibulas o “clamp connection” (Hood, 2006). Aunado a ello, debe ser
determinada la capacidad de los hongos aislados, de producir enzimas lignoliticas. Este
tipo de enzimas son producidas en su mayor parte de forma extracelular, aunque existen
diversos trabajos que indican que pueden estar localizadas intracelularmente, en especial
la Lacasa (Schlosser, et al., 1997; Arora y Gill, 2005). En cuanto a la produccion
extracelular, son diversos los métodos y substratos utilizados para tal efecto, ya sea el uso
de lignina Kraft, hasta el uso de ciertos compuestos cromogenos tales como el ABTS, el
guaiacol, la O-anisidina e incluso colorantes como el Poly R-478 (Dhouib, et al., 2005),
todas estas pruebas son utilizadas como un mecanismo de seleccion primaria (Dhouib et
al., 2005; Osma, et al., 2007). Algunos de los cuales fueron utlizados en el presente
trabajo, lo que permitié una seleccion primaria de las cepas a probar en los dos medios
bajo las diferentes condiciones de cultivo. Tales pruebas son realizadas tanto a cepas
nativas como aquellas cepas provenientes de colecciones reconocidas internacionalmente.
Todos y cada uno de los estudios realizados previamente por los diversos investigadores
(Saparrat, et al., 2002; Levin, et al., 2004; Osma, et al., 2007), han encontrado
esencialmente actividad de Lacasa asi como actividad celulolitica, sin descartar la enorme
variabilidad existente entre cepas del mismo género aisladas del mismo lugar (De Koker,
et al., 1998).
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Por otro lado, P. chrysosporium, B. adusta y P. ostreatus son cepas que se han
estudiado ampliamente, no solo por su capacidad para producir enzimas lignoliticas sino
también por la capacidad que presentan para la degradacion de un sinndmero de
compuestos altamente téxicos. Sin embargo, no todas ellas son capaces de producir
Lacasa, LiP y/o MnP bajo diferentes condiciones de medio de cultivo. Por muchos afios
se creyd que P. chrysosporium era incapaz de producir Lacasa por lo que la oxidacion del
ABTS puede atribuirse mas a la produccion de MnP, ya que solo en celulosa como fuente
de carbono y/o condiciones represoras, asi como en condiciones de cultivo semi-sélido,
se ha determinado que es capaz de producirla (Rodriguez, et al., 1997). Sin embargo,
estudios recientes han determinado que bajo el efecto de una serie de inductores es
sintetizada por P. chrysosporium (Gnanamani, et al., 2006), de ahi que se continde la
busqueda de cepas sobreproductoras.

La produccion de enzimas lignoliticas no solo ha sido determinada como sondeo
primario en medio sélido, también existen reportes de fermentaciones en medio liquidos,
y es este método el mas empleado. En este sentido, la diversidad de medios es extensa,
los primeros que se probaron aquellos que presentaban baja concentracion de carbono y
nitrégeno. Esto, debido a que P. chrysosporium no es capaz de producir enzimas cuando
las concentraciones de carbono y nitrogeno son elevadas. Sin embargo, conforme han
pasado los afios y se han probado nuevas cepas de basidiomicetos, este concepto ha
variado considerablemente; en ese sentido, los medios de cultivo probados son tan
diversos como microorganismos se han encontrado. Estos medios de cultivo no solo son
aquellos basados en sales, sino también desechos de diversas industrias, los cuales tienen
como Unica finalidad la alta produccién de enzimas (Songulashvili, et al., 2006;
Songulashvili, et al., 2007). Muchos de estos medios presentan en su composicion un alto
contenido de nitrdgeno, otros por el contrario, llevan trazas de lignina e incluso se han
probado desechos de diversas industrias, todo ello encaminado a la produccion elevada
de enzimas lignoliticas. Es necesario tener presente la cantidad y tipo o fuente de
carbono, aunque no estd demostrado que exista una relacion entre ambas condiciones
para garantizar la produccion de las enzimas lignoliticas (Hatvani y Mécs, 2002). No solo
los nutrientes presentes en el medio tienen un efecto en la sintesis de enzimas lignoliticas,
incluso factores tales como el pH asi como la temperatura de incubacion presenta un
efecto, pues diversos investigadores han determinado los hongos incubados entre 25 a
30° C, era 6ptima para la produccion de Lacasa (Arora y Gill, 2000; Pointing, et al.,
2000; Vasconcelos, et al., 2000), temperatura seleccionada para llevar a cabo los ensayos
tanto en medio sélido como liquido, en el presente trabajo. Por otro lado, la reduccion de
la actividad enzimatica al final de la fermentacién podria atribuirse a la acumulacién de
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compuestos toxicos que la inhiben y que son producidos durante el metabolismo de los
hongos (Rodriguez, et al., 2003).

Los datos obtenidos en el presente estudio, en el cual dos de las cepas nativas
(RVAN2 y RVAN12), fueron capaces de producir Lacasa, LiP y MnP en SMM, indica la
enorme variabilidad presentada entre las diferentes cepas probadas y ambos medios. Si
bien es cierto que existen cepas que pueden alcanzar grandes niveles de actividad
enzimatica, también es cierto que es vital que estas cepas presenten la capacidad no solo
de producir enzimas en cantidad suficiente de modo que sean atractivas; ademas, deber
ser capaces de degradar compuestos altamente tdxicos que aln en la actualidad siguen
vertiéndose al medio ambiente e incrementa los riesgos en la salud de la vegetacion, la
fauna y el ser humano. Ademaés, las enzimas extracelulares Lacasa, LiP y MnP, son
producidas por los hongos de pudricién blanca en diferentes combinaciones, siendo la
mas ampliamente distribuida entre este tipo de hongos la Lacasa y MnP, mientras que la
LiP se encuentra presente en menor proporcion, lo anterior es similar a lo reportado por
otros investigadores, los cuales mencionan que son pocos los hongos que pueden llegar a
producir las tres enzimas mencionadas (Rothschild, et al., 2002); y similar a lo
encontrado en el presente estudio, donde tanto RVAN2 como RVAN12, fueron capaces
de producirla a diversos niveles.

Ademas, los ensayos realizados con glucosa como fuente de carbono sefialaron,
que contrario a los reportes existentes, esta fuente de carbono no present6 efecto alguno e
incluso a la mayor concentracion fue cuando mayor actividad de Lacasa se encontrd, esto
al menos para una de las cepas (RVAN12). Sin embargo, algunos investigadores sefialan
que la lacasa se incrementa considerablemente cuando se manejan concentraciones de
glucosa superiores a 10 g/L (Krishna Prasad, et al., 2005).

Se encontré que la produccion de las enzimas lignoliticas por las cepas nativas,
aun tratandose del mismo género, responden de forma diferente a las condiciones de
cultivo (medio, composicion, etc), resultados similares a lo encontrado por otros
investigadores. (Heinfling, et al., 1997; Kachlishvili, et al., 2005; Mikiashvili, et al.,
2006). Lo que indica que el sistema enzimatico presente en los hongos de pudricion
blanca es muy diverso. Ademas, no solo son capaces de degradar a la lignina, también
aquellos compuestos que presenten una estructura similar, debido al amplio rango de
especificidad de substrato, lo que les permite atacar estas estrucutras.

Seleccionada la concentracion de glucosa, se decidié probar otras fuentes de
carbono alternas para tratar de incrementar la actividad enzimatica. Adicional a ello, se
maneja que la produccion se dispara cuando la fuente de carbono es consumida en su
totalidad, esto indicé que las respuestas dependeran del microorganismo a ser probado, de
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ahi la importancia del trabajo. Los resultados obtenidos en cuanto a fuente de carbono,
mostraron que la mejor fuente fue tanto el acetato de sodio y la glucosa, contrario a lo
reportado por Revankar y Lele (2007). Ellos definieron la mejor fuente al almiddn, ya
que este polimero no so6lo incrementd la actividad enzimatica, incluso aumento
considerablemente la capacidad de degradacidn de colorantes sintéticos. Por otro lado, no
solo la concentracion de la fuente de carbono presenta efectos tanto benéficos como
adversos, también el tipo del mismo favorecera la sintesis de la Lacasa, pues se ha visto
que fuentes organicas y su rapida asimilacién pueden incrementar la cantidad de enzima
producida, en este caso Lacasa (Galhaup, et al., 2002). Contrario a los hallazgos del
investigador antes mencionado, la glucosa asi como el acetato de sodio (organico e
inorganico, respectivamente), favorecieron la sintesis de Lacasa.

Por ello, se decidié probar un medio lo suficientemente complejo que permitiera
obtener altos valores en actividad enzimatica, basandose en el hecho de que muchos
basidiomicetos estudiados responden favorablemente a dicho condicién (Songulashvili,
et. al., 2006). Estos estudios permiten considerar a los hongos de pudricién blanca
(basidiomicetos), una alternativa viable para la sintesis de oxidasas y peroxidasas bajo
diferentes condiciones de cultivo. Lo anterior fue confirmado por los resultados obtenidos
ya que para la misma especie la respuesta fue diferente en medio de harina de soya y en
el medio de glucosa; hallazgos similares a los reportados otros investigadores, los cuales
indican que un medio rico tanto en nitrégeno como en fuente de carbono favorece la
sintesis de Lacasa (Elisashvili, et. al., 2008); otros, por el contrario, sefialan que un bajo
contenido de carbono y nitrégeno favorece dicha sintesis. Esto permitié de forma general,
describir los requerimientos fisioldgicos para la produccion de Lacasa y otras enzimas
lignoliticas (LiP y MnP), de las cepas nativas estudiadas, en las cuales fue posible tanto la
deteccién de Lacasa como de LiP y MnP al menos en dos de tres cepas de Trametes,
contrario a los resultados obtenidos por Jang, et al., (2002), quienes solo detectaron
Lacasa como principal fenol oxidasa producida. Esto confirma nuevamente la enorme
diversidad que existe con respecto a la produccion de las enzimas y como los medios de
cultivo utilizados para tal fin influyen considerablemente en la respuesta del
microorganismo. Si bien es cierto que el trabajo realizado por Jang, et al., (2002), fue
realizado bajo condiciones de alto contenido de nitrégeno, tartrato de amonio,
principalmente; un medio de cultivo, que si bien es cierto diferente al utilizado en el
presente trabajo, también fue a base de alto contenido de nitrogeno (harina de soya y
peptona), la respuesta encontrada durante el transcurso de la fermentacion fue diferente a
lo reportado por los investigadores previamente sefialados.
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Ademas, la mayoria de los reportes sefialan que la sintesis de las enzimas
lignoliticas se disparan cuando la fuente de carbono empleada es consumida en su
totalidad, especialmente LiP y MnP, por lo cual se pens6 que dichas condiciones también
aplicaban en el caso de la Lacasa, esto no esta del todo claro, ya que diversos estudios
han mostrado que se presenta un incremento en la produccion de Lacasa (Arana-Cuenca,
et al., 2004), siendo observado algo similar en el presente estudio. Ademas, la actividad
de Lacasa solamente fue detectada en dos de tres cepas de Trametes cuando el medio de
cultivo fue a base de minerales (GMM), lo anterior no es de sorprender pues es bien
sabido que en diversos trabajos realizados por investigadores como Arana-Cuenca, et al.,
(2004), mostraron que las especies pertenecientes a la familia Polyporaceae no siempre
muestran actividad oxidasa extracelular y que el medio de -cultivo influye
considerablemente para ello. Este comportamiento también fue observado con P.
ostreatus, microorganismo capaz de producir Lacasa, LiP, MnP, principalmente (Mufioz,
et al., 1997), sin embargo al igual que las cepas nativas estudiadas, el medio de cultivo
fue un factor importante para detectar o no las enzimas mencionadas.

En cuanto a P. ostreatus, la mayaria de los estudios realizados con este
microorganismo indican que la produccion de lacasa esta relacionada con la biomasa y
por lo tanto, se considera que la naturaleza de la enzima es constitutiva (Scheel, et al.,
2000; Mansur, et al., 2003); sin embargo, contrario a lo anteior, los resultados obtenidos
en el presente trabajo, el microorganismo bajo las condiciones ensayadas, se encontraba
en la fase estacionaria del crecimiento. Aunado a ello, la fuente de carbono no fue
consumida en su totalidad durante el transcurso de la fermentacion. La produccion de las
enzimas lignoliticas en general estan relacionadas a la fase estacionaria de crecimiento,
esto puede suceder cuando la fuente de carbono y otros nutrientes han disminuido
considerablemente (Cullen, 1997), por lo cual los resultados sefialan que posiblemente
otros fueron los mecanismos que gobernaron la sintesis de dicha enzima, al menos para el
caso de P. ostreatus.

Por otro lado, en SMM, medio con alto contenido en nitrégeno y carbono,
favorecio considerablemente la sintesis de Lacasa tanto en RVAN2 como en RVAN12,
presentando un incremento de 109.4 y 148.7 veces, respectivamente. Lo anterior
confirma lo que encontraron Staji¢, et al., (2006), quienes determinaron que la naturaleza
del medio de cultivo empleado influyen considerablemente en la sintesis de las enzimas
lignoliticas, principalmente Lacasa en P. ostreatus y P. pulmonarius, similar a lo
encontrado por Kaal, et al., (1995) y Buswell, et al., (1995), en los cuales los medios
adicionados con peptona y condiciones suficientes de nitrégeno incrementaban dicha
enzima. Ademas, el SMM favorecié la sintesis de LiP y MnP, enzimas no detectadas en
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el medio de glucosa (GMM). Incluso se ha visto que hongos desarrollados en medios
complejos a base de jugo de tomate dan grandes cantidades de Lacasa en comparacion al
medio a base de azlcares sintéticos, utilizados generalmente para la produccion de
enzimas lignoliticas (Ullrich, et al., 2005). Algo similar se encontrd en un medio formado
a partir de semilla de uva, obteniéndose valores ligeramente superiores a los encontrados
en el medio de harina de soya, aunque la actividad enzimética a partir del medio de
cultivo adicionado con sulfato de cobre sobrepaso dichos valores (63 U/mL de
RVAN12), mientras que la cepa de Trametes hirsuta probada por Moldes, et al., (2003)
produjo 22 U/mL.

No toda la atencion ha sido centrada en la busqueda de cepas nativas sobre-
productoras ni en medios de cultivo, también ha sido en el uso de compuestos que
presenten un efecto inductor o favorecedor sobre la produccion de las enzimas
lignoliticas, debido a la enorme aplicabilidad que presentan los basidiomicetos. Tal
incremento y/o induccion fue observado con el medio de harina de soya, aun asi se
probaron diversos compuestos tanto en GMM como en SMM. Se logré un incremento
considerable en la actividad enzimatica, el sulfato de cobre fue el compuesto que
favorecio la produccién enzimatica de lacasa hasta 694.1 veces con respecto a GMM. Lo
anterior esta soportado por las investigaciones realizadas por diversos investigadores,
como Bourbonnais, et al., (1995) y Mansur, et al., (1998). Ellos encontraron que los
hongos de pudricion blanca son influenciados por diversos factores fisiologicos, Enre
ellos, la presencia de diversos compuestos entre ellos los metales, el cobre, cadmio,
manganeso, zinc y otros, siendo a bajas concentraciones en donde se logra un incremento
en la sintesis de diversas enzimas como la Lacasa, MnP y/o LiP (Baldrian, 2003). Este
comportamiento se presentd en GMM, sin embargo, en SMM la mejor respuesta se
obtuvo a la mayor concentracion. Por otro lado, en el presente trabajo el efecto que
presento el manganeso en la sintesis de Lacasa fue menor al obtenido con el sulfato de
cobre en ambos medios de cultivo. Las investigaciones realizadas en tal sentido
comenzaron con P. chrysosporium dado que era el microorganismo lignolitico por
excelencia. Dichas investigaciones determinaron que los inductores juegan un papel
significativo en el incremento de enzimas como la Lacasa, aunque en muchas ocasiones
el pico méximo se retarda, alargando incluso la fase de crecimiento del microorganismo
asi como el dia en el cual se alcanza la maxima actividad (Songulashvili, et al., 2006).

El cobre ha sido relacionado con la produccidn de melanina (Zhao y Kwan, 1999)
y esta a su vez estd supeditada a la presencia de la Lacasa en diversos hongos. Cuando a
los cultivos de los hongos utilizados en el presente trabajo, se les adicioné el cobre, estos
desarrollaron un micelio café oscuro, a ambas concentraciones, similar a lo reportado por
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Galhaup y Haltrich (2001). Otra razén por la cual se piensa que el cobre incrementa la
actividad es al hecho de que este metal es un cofactor de la enzima, en la cual se
encuentran cuatro iones asociados a una cadena sencilla de polipéptidos y que puede
prsentar un efecto a nivel de expresion de genes, como se ha visto en muchos hongos
lignoliticos.

Finalmente, en hongos como Trametes pubescens se determind que el cobre es
necesario para la sintesis de Lacasa mas que para la activacion de proteina existente
(Collins y Dobs, 1997; Palmieri et al., 2000), lo anterior podria explicar lo sucedido tanto
en SMM como en GMM, sin olvidar que en el primero la actividad de Lacasa fue mayor
al presentado en el segundo medio mencionado, tanto en presencia como en ausencia de
cobre. De igual forma, Cordi, et al. (2007), determiné que en cultivos liquidos de
Trametes versicolor, la cantidad de enzima presente era despreciable en comparacion a
aquella producida en el medio adicionado con sulfato de cobre, similar a lo encontrado en
el presente trabajo, cuando el medio de cultivo fue el GMM. Por otro lado, se ha
determinado que la MnP también es favorecida por la presencia de diversos metales
como el cadmio y el cobre, como se determiné en estudios de S. hirsutum y P.
chrysosporium (Baldrian, et al., 1996; Mouso, et al., 2003) asi como en Trametes trogii
(Levin, et al., 2002), resultados similares a lo encontrado en el presente trabajo. Es
necesario hacer constar que muchos de los ingredientes contenidos en el medio complejo
(SMM), han sido evaluados por su capacidad para incrementar la actividad lignolitica,
como el Tween.

Las investigaciones no solo han determinado que el cobre presente un efecto
inductor en la sintesis de enzimas, también compuestos del tipo aromatico han sido
estudiados, entre ellos el catecol, acido galico, guaiacol, entre otros (lkehata, et al.,
2004), por ello se decidio probar la siringaldazina como un posible inductor de Lacasa y
otras enzimas lignoliticas, al tratarse de un mediador especifico de la enzima y de un p-
fenol. Los resultados obtenidos indicaron el efecto positivo en SMM, no asi en GMM. Lo
anterior puede deberse a la forma como los hongos responden a las condiciones de
cultivo y como en el caso de los estudiados en el presente trabajo, necesitaban
condiciones de crecimiento en medios complejos que permitieran la activacion de la
maquinaria lignolitica en conjunto con los inductores del tipo aroméatico. Sin embargo, en
cepas como Trametes pubescens, se ha visto que los compuestos aromaticos no son
necesarios para elevar la actividad de Lacasa como ocurre con otras cepas, € incluso
afectan de forma negativa dicha produccion haciendo que disminuya con respecto al
control (Galhaup, et al., 2002). Se ha planteado que la induccién por este tipo de
compuestos es debida a la toxicidad que presentan los mismos hacia los hongos, dado que
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la Lacasa sirve como un mecanismo de proteccién polimerizandolos, actuando contra el
estrés oxidativo (Xiao, et al., 2004).

Existen diversos estudios sefialando que solventes organicos, tales como el
metanol o el etanol, presentaban la capacidad de incrementar substancialmente la
actividad lignolitica en cultivos sumergidos. Los estudios realizados por Lomascolo, et
al., (2003), con Pycnoporus cinnabarinus, indicaron que la adicion de etanol al medio de
cultivo, incrementaba considerablemente la produccién de Lacasa, aunque inhibiendo de
forma paralela el crecimiento del hongo, algo también encontrado por Lee, et al., (1999),
el cual alcanzo una actividad de 1.9 U/L, comparado con el control. En el primero de los
casos se observo un retardo en dia de maxima produccién de dicha enzima. En nuestro
caso, se presentd la inhibicidn tanto del crecimiento como de la actividad enzimatica. Si
bien es cierto que no existe una correlacion entre el incremento de micelio y la actividad
enzimatica, también es cierto que en ocasiones la inhibicion de dicho crecimiento puede
afectar la produccion enzimaética, lo cual posiblemente sucedié cuando este solvente fue
adicionado a los cultivos. Algo similar sucedi6 en el caso de las otras enzimas
lignoliticas.

El manganeso es un metal que se encuentra presente de forma natural en la
madera (Papinutti, et al., 2003), muchos de los hongos de pudricién blanca responden de
forma favorable a dicha presencia, lo que provoca un incremento en la sintesis de
Manganeso Peroxidasa e incluso produciendo varias isoformas (Mufioz, et al., 1997;
Périé y Gold 1991; Pérez y Jeffries 1992; Bonnarme y Jeffries, 1990). Lo anterior ha
motivado al uso de sulfato manganoso como fuente de tal metal en estudios a nivel de
laboratorio. En investigaciones previas con Phanerochaete chrysosporium, se determino
que la induccion era llevada a cabo a nivel de transcripcion. Las cepas nativas estudiadas
respondieron favorablemente a la presencia del manganeso en el medio de cultivo; lo
anterior fue mas evidente en RVAN2 cultivado en SMM. Dichos resultados fueron
similares a los encontrados en los estudios realizados con Trametes versicolor
adicionados con sulfato manganoso aunque present6 un efecto negativo en la sintesis de
Lacasa (Swamy y Ramsy, 1999).

Los estudios de estabilidad enzimatica fueron realizados por muchos afios con
enzimas purificadas, sin embargo debido a los altos costos generados en dicha operacion,
se ha planteado realizarlos con los extractos crudos, ya que esta bien establecido que la
degradacion de diversos compuestos es un proceso multipaso en el cual estan
involucradas varias enzimas, esto puede favorecer substancialmente la degradacion de
compuestos altamente toxicos y por lo tanto eficientizar dicho proceso.
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Los extractos crudos responden de forma variable a los factores como temperatura
y pH. Por otro lado, las enzimas provenientes de diferentes hongos presentan
caracteristicas muy particulares lo que permite utilizarlas en diversos procesos; incluso
dichas diferencias en cuanto a la respuesta se ve para isoformas producidas por el mismo
microorganismo (Farnet et. al., 2004). Niké-Paavola, et al., (2004), determind que la
Lacasa proveniente de Peniophora sp. presentd un tiempo de vida media de 15 min a
70°C; contrario a estos reportes, en el caso de los extractos crudos de las cepas nativas
estudiadas, estas presentaron un comportamiento diferente en ambas. Los tiempos de vida
media oscilaron de 2.5 a 98 h, dependiendo de las condiciones de cultivo a las cuales
fueron sometidos los hongos. Esto los coloca muy por encima de aquellos obtenidos por
el trabajo reportado por Niké-Paavola, et. al. (2004). Mientras que la Lacasa obtenida de
cultivos de Marasmius quercophilus, fueron estables por mas de una hora cuando fueron
incubados tanto a 30 como a 40° C (Farnet, et al., 2004).

Los inductores logran incrementar considerablemente la actividad enzimatica, sin
embargo ello no garantiza que la respuesta que presente a la temperatura sea igual o
mejor a la presentada cuando los extractos provienen de cultivos no adicionados con
dichos compuestos, lo cual se present6 en el presente trabajo. Por otro lado, debe tenerse
presente que los procesos de concentracion pueden afectar el comportamiento de los
extractos disminuyendo la actividad enzimatica de los mismos.

El pH éptimo de la mayoria de las Lacasas producidas por hongos de pudricion
blanca se encuentran en valores acidos (Jordaan y Leukes, 2003; Wang y Ng, 2006)
Dicha respuesta es dependiente del tipo de substrato utilizado, ya sea ABTS o
siringaldazina. En el caso de este substrato, en Lacasas aisladas y purificadas de hongos
pertenecientes a la familia Chaetomiaceae, el pH 6ptimo fue de 7, inactivandose a pH 5.5
(Saito, et al., 2003). Mientras que en el caso de las cepas nativas estudiadas el pH 6ptimo
estuvo alrededor de 2.0, un pH similar a lo reportado para cepas como Coprinus cinereus
cuando el substrato utilizado fue ABTS (Schnaider, et al., 1999; Ullrich, et al., 2005). Se
han hecho algunos estudios con el fin de determinar la diferencia que presentan diversos
substratos con respecto al pH y al valor 6ptimo obtenido. Se determind que el ABTS, un
substrato no fendlico, al ser atacado por la Lacasa y como consecuencia de ello, la
generacion del radical catidénico no involucra un protén por lo cual es independiente del
pH (Xu, et al., 1996). No todas las cepas de basidiomicetos responden de igual forma a
este comportamiento, en el caso de las Lacasas producidas por Phellinus ribis y ABTS
como substrato, el pH 6ptimo de las mismas presentd un valor de 5 (Min et al., 2001),
mas alto comparado a lo obtenido con las cepas nativas estudiadas o con otras reportadas.
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La estabilidad al pH resulté muy diferente al pH 6ptimo. La estabilidad de los
extractos crudos se presentd a un valor cercano a la neutralidad. Lo anterior concuerda
con diversos estudios realizados previamente (Jaouani, et al., 2005). Se encontr6 una
respuesta similar con D. querquina (Baldrian, 2003) y con Pleurotus sajor-caju. Los
efluentes derivados de la industria textil presentan valores de pH muy &cidos y debido a
los resultados obtenidos, indican la posibilidad de usarlos en la detoxificacion de esos
efluentes.

Al igual que el pH, la temperatura es otro factor importante a ser considerado
cuando de enzimas se trata. Algunos investigadores determinaron que las Lacasas
provenientes de Pycnoporus sanguineus presentaban una temperatura 6ptima de 50 °C
(Lu, et al., 2007) y 65 °C (Garcia, et al., 2006), con ABTS como substrato. Lo anterior
fue ligeramente inferior a lo obtenido con los extractos crudos de RVAN2 (70 °C) y
RVAN12 (75 °C). El incremento en la temperatura 6ptima de las Lacasas puede deberse
al desdoblamiento de la estructura proteina (Van Der Merwe, 2002). Contrario a los
resultados obtenidos asi como a lo reportado, la Lacasa proveniente de Phanerochaete
flavido-alba, conforme se incrementa la temperatura, la actividad comienza a disminuir
considerablemente llegando a un 20% de la actividad a 70° C (Pérez, et al., 1996).

Teniendo presente el gran problema o los dos principales problemas que
presentan los efluentes textiles: remocion y degradacion, es necesario buscar nuevas
alternativas que permitan dichos procesos. En ese sentido y como se ha visto por diversos
estudios realizados y los hallazgos del presente estudio, los hongos de pudricion blanca
asi como las enzimas producidas por ellos, representan una alternativa que puede ser
utilizada. El uso de este tipo de hongos es muy amplia debido a la baja especificidad, es
decir, al amplio espectro de compuestos que pueden llegar a degradar las enzimas
producidas por los hongos de pudricion blanca (Kuhad, et al., 2004), entre este tipo de
contaminantes se encuentran compuestos recalcitrantes. Los resultados obtenidos por
Sedarati, et al., (2003), indicaron la capacidad que presentd Trametes versicolor para la
degradacion de clorofenoles.

De la misma forma, Joauani, et al., (2005), utiliz6 Pycnoporus coccineus en el
tratamiento de aguas residuales derivadas de las plantas de aceite de oliva. Con el fin de
determinar si los hongos nativos pueden ser aplicados en diversos procesos industriales,
se utilizd la decoloracion de RBBR y otros colorantes en medio sélido (Machado, et al.,
2005). Tanto con Trametes hirsuta como con P. florida, se determiné la capacidad que
presentaron para producir enzimas lignoliticas bajo diferentes condiciones de cultivo
aunado a la presencia de colorantes (Das, et al., 1999; Rodriguez-Couto, et al., 2006;
Rosales, et al., 2007). Los primeros estudios de degradacion de colorantes comenzaron
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con P. chrysosporium (Dias, et al., 2003), sin embargo se ha visto que otras especies de
hongos son mejores degradadores de colorantes sintéticos, tal como las especies de P.
ostreatus y Trametes versicolor. Incluso los resultados obtenidos en el presente trabajo,
indicaron que las cepas nativas fueron mas eficientes en la decoloracion de los diversos
colorantes estudiados en placa a una concentracion de 200 pmm (200 mg/L). Esta
decoloracion puede ser atribuida al complejo enzimatico que es capaz de producir el
microorganismo cuando estd en presencia de este tipo de compuestos, tal como lo
determind previamente Moreira et al., ( 2004).

Los estudios de degradacion de colorantes se ha utilizado como un método de pre-
seleccion de cepas, en el cual los colorantes utilizados son principalmente poly R-478 y/o
RBBR (Novotny, et al., 2001) y de esta forma plantear su uso en diversos procesos.
Mostrando incluso la capacidad de dichos hongos en la degradacion de colorantes en
suelo (Novotny, et al., 2001). La diferencia en la decoloracion, tiempo y capacidad es
dependiente de la estructura del colorante, la especie de hongo y medios de cultivo
utilizados. Estudios realizados por Sathiva Moorthi, et al., (2007), con Trametes hirsuta,
indicaron que los colorantes reactivos fueron decolorados al dia 10; mientras que en el
presente trabajo, ambas cepas nativas (RVAN2 y RVAN12), mostraron una répida
transformacion del RBBR y del naranja de metilo. Sin embargo, en el caso del cristal
violeta, colorante del tipo trifenilmetano, en cuya estructura esta presente un grupo
quinoide (grupo cromoforo) asi como tres grupos dimetilo, pudo originar el retrdo en la
degradacion y/o transformacion de su estructura. Investigaciones previas mostraron que
P. chrysosporium y su sistema lignolitico fue capaz de degradarlo més del 90% (Bumpus
y Brock, 1990).

Asi como se han realizado estudios en medio sélido, también se han hecho
utlizando la Lacasa purificada para degradar diversos colorantes. Se ha determinado que
la transformacion da como resultado compuestos no cromoéforos (Schliephake, et al.,
2000). La evaluacion de la capacidad de colorantes con extractos crudos han sido pocos;
sin embargo, dado que estos hongos presentan la capacidad de degradar efluentes
derivados de la industria textil (D’Souza, et al., 2006), residuos de la industria
vitivinicola y del café (Rodriguez, et al., 2003) fotografica y otras (Han, et al., 2004), se
probd cada uno de los extractos provenientes de los cultivos de RVAN2 y RVAN12 del
medio de harina de soya. Los resultados obtenidos concordaron con lo obtenido por
Yesilada, et al., (1998), en los cuales los extractos crudos fueron capaces de transformar
diversos colorantes. Tanto el pH como la temperatura son factores determinantes para
lograr la mayor decoloracion posible. No todos los extractos crudos son capaces de llevar
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a cabo el proceso, posiblemente a que se requiere peréxido de hidrdégeno o el sistema
productor de dicho compuesto (Vyas y Molitoris, 1995).

Con respecto a la degradacion de colorantes en medio liquido, se han evaluado
infinidad de especies de hongos desde Ganoderma spp (De Souza-Silva, et al., 2005), P.
ostreatus (Zhao, et al., 2006), P. chrysosporium (Asgher, et al., 2006), e incluso
deuteromicetos tales como Pestalotiopsis guepinii (Nazareno-Saparrat y Hammer, 2006),
dicha degradacion puede ser llevada a cabo por mecanismo oxidativos como por sistemas
alternos, mediante el citocromo P-450. La velocidad en la degradacion es variable, como
ocurre en medio sélido y dependera del tipo de microorganismo, las condiciones de
cultivo y la naturaleza del colorante estudiado, como ha sido demostrado utilizando a
Phanerochaete chrysosporium y Pleurotus sajor-caju, cuando investigaron la
degradacion de colorantes tipo azo (Pereira y Durrant, 2001). De igual forma, se ha
determinado que la presencia de colorantes activa la maquinaria de sintesis de enzimas
lignoliticas, entre ellas Lacasa, como fue observado por D’Souza-Ticlo, et al., (2006), en
diversos tipos de efluentes; aunque en los resultados encontrados por Shin (2004),
sefialan que tanto la Lacasa como la LiP no estaban relacionadas con la decoloracion del
efluente analizado. Lo anterior es contrario a lo encontrado en el presente trabajo, dado
que hubo un incremento substancial en la actividad de Lacasa.

Si bien es cierto que en el medio de harina de soya se obtuvieron las actividades
enzimaticas mas elevadas, el estudio realizado por Moreira, et al., (2004), encontré que
ambos procesos, decoloracion y actividad enzimatica elevada derivada de un medio de
cultivo con alto contenido en nitrégeno, no estarian relacionados. Lo anterior podria ser
explicado porque la decoloracion podria ser un evento que sucede en cultivos con
limitante de substrato, tipicamente asociado a la secrecion de las enzimas ligninoliticas y
que el incremento en la actividad en medios ricos en nitrogeno es debido a una mayor
concentracion de biomasa derivada de dichas condiciones, aunque como se ha visto en
estudios ya mencionados, no existe tampoco una correlacion entre la biomasa y la
actividad enzimatica. Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente trabajo se
observé que hubo una mayor biomasa en SMM que en el medio de glucosa asi como una
actividad enzimatica superior, esto podria corroborar lo expuesto por Moreira, et al.,
(2004).

Por otro lado y como se observo en los resultados con extracto crudo, si bien es
cierto que se obtuvo una remocion de colorante a 50 y 60° C, cercana al 95%, cuando se
hicieron los ensayos en el medio de cultivo, la decoloracion fue completa. Lo anterior
puede indicar que es necesaria la presencia del microorganismo, ya que a pesar de ser alta
la actividad tanto de MnP como Lacasa, la decoloracién no fue completa; resultados
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similares a lo encontrado por Swamy y Ramsay (1999). Sin embargo, existen otros
hallazgos que sefialan la relacion entre los altos niveles de actividad enzimatica y la
decoloracion (Rodriguez, et al., 1999), lo anterior nuevamente indica que la respuesta a la
presencia de colorantes asi como la dada por los extractos crudos, depende de la
procedencia del mismo.

Algunos investigadores han planteado la posibilidad de utilizar la presencia de
isoenzimas para identificar hongos pertenecientes a diferentes grupos entre ellos a los
basidiomicetos, pues se espera que especies muy relacionadas presenten el mismo perfil,
tal como ha sido determinado por Zervakis, et al., (2001). Estos investigadores
encontraron que existen diferencias entre individuos pertenecientes a la misma especie y
esta diferencia es dependiente del huésped. De la misma forma, Arana-Cuenca, et al.,
(2004), al estudiar hongos pertenecientes a la familia Polyporaceae, especificamente del
género Trametes, encontro diferencias, lo anterior indicaria que son necesarios estudios
mas detallados para ser identificadas las cepas. Sin embargo, debe tenerse presente que la
presencia de isoenzimas de Lacasa es un evento comun entre los hongos de pudricion
blanca, detectadas generalmente cuando estan en contacto con inductores (Farnet, et al.,
2000), tal como fue observado en los resultados obtenidos, en donde en GMM solo se
detect6 una banda en los extractos crudos de ambos hongos (RVAN2 y RVAN12),
mientras que en SMM se detectaron de 2 a 3. Lo anterior es similar a lo reportado para
Pycnoporus cinnabarinus a partir de un cultivo adicionado con acido feralico (Otterbien,
et al., 2000), en el cual se encontraron dos isoenzimas, mientras que en P. ostreatus,
dependiendo del medio, como lo determino Mufioz et al., (1997); Mansur, et al., (2003) y
Palmieri, et al., (1997), se presentaron de 2 a 4 isoenzimas. Similar a lo encontrado en el
presente trabajo, cuando los medios se suplementaron con diversos compuestos
(inductores o potenciadores), lo que permitio la sintesis de dos a tres isoenzimas. Lo
anterior, fue dependiente de la cepa y del medio de cultivo.

Finalmente, existen diversos métodos utilizados para la identificacién de
microorganismos. En el caso de los basidiomicetos, estos estan basados en la morfologia
del cuerpo fructifero. Sin embargo, la identificacion morfoldgica de los diferentes hongos
aislados de la madera es dificil y tediosa, sin considerar que muchos hongos que crecen
en dicho sustrato no son cultivables bajo las condiciones de laboratorio (Johannesson y
Stenlid, 1999). Ademas, aquellos hongos de pudricién al ser cultivados en placa petri no
producen cuerpos fructiferos que proporcionen las caracteristicas criticas para la
identificacion de género, familia y especie (Nobles, 1948).

Por tal razén, en los ultimos afios se ha optado por herramientas de biologia
molecular que permitan una identificacion real del microorganismo. Las regiones ITS son
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utilizadas como blanco para el andlisis filogenético, donde la variacién de las secuencias
entre especies son detectadas, ya que pequefias variaciones se presentan entre la misma
especie (Mitchell, et al., 1992), lo cual permite una identificaciéon certera de los
microorganismos analizados. Incluso, diferencias presentadas en la regiéon ITS1 ha sido
suficiente para diferenciar entre Aspergillus y Penicillimun (Gaskell, et al., 1997). Dichas
regiones estan disponibles para la identificacion debido a que organismos desconocidos
pueden ser identificados a nivel de especie o grupo de especies comparando las
secuencias obtenidas con aquellas depositadas en bases de datos electronicas (Horton y
Bruns, 2001).
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1.- Se estandarizé la técnica de aislamiento de hongos de pudricién blanca, obteniéndose
23 aislados nativos de diferentes regiones de Nuevo Leon.

2.- Del total de cepas, dos presentaron la mejor oxidacion de los substratos en medio
solido, utilizando ABTS, Guaiacol y O-Anisidina.

3.- En el medio de glucosa, GMM las mejores cepas fueron RVAN2 y RVAN12,
mientras que en el caso de RVAN19 (S. commune), no se detectd actividad alguna.

4.- Las diferentes concentraciones de glucosa mostraron diferencias altamente
significativas con el control, por lo cual se decidi6 trabajar con 10 g/L, en ambas
cepas probadas.

5.- La glucosa junto con el acetato, fueron las mejores fuentes de carbono. La sintesis de
Lacasa con ambas fuentes de carbono fue similar.

6.- El sulfato de cobre 0.5 mM favorecié considerablemente la sintesis de Lacasa,
mientras que en el resto de inductores probados mostraron una baja actividad
similar a la encontrada en el medio sin la adicién de los mismos.

7.- De los dos medios de cultivo probados, el medio de harina de soya favorecid
considerablemente la sintesis de Lacasa, Ligino Peroxidasa y Manganeso
Peroxidasa, siendo mayor en RVAN12 que en la cepa control.

8.- A diferencia del medio con glucosa, el sulfato de cobre, incremento mas de 4 veces la
actividad enzimatica de Lacasa en RVAN12, mientras que el sulfato manganoso
favorecio a la Manganeso Peroxidasa en RVAN2.

9.- La estabilidad de los extractos crudos se vio afectada por la presencia de inductores
asi como por el proceso de extraccion, variando dicha estabilidad de 2 hasta 98 h.

10.- El pH éptimo obtenido para la Lacasa tanto de RVAN2 como RVAN12 fue de 2,
mientras que para LiP fue de 5, en ambas cepas.

11.- Los extractos crudos de RVAN2 fueron mas estables a valores superiores a pH 6
después de 24 h de incubacion. Mientras que los provenientes de RVAN12,
perdieron mas del 90% de la actividad después de 24 h a partir de pH 9, tanto para
la Lacasa como para la LiP.
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12.- El incremento de la temperatura provocd un aumento considerable en la actividad de
Lacasa y LiP, siendo el 6ptimo a 60° C para Lacasa y 80° C para LiP, en RVAN2.
En el caso de RVAN12, fueron de 70 y de 40-50° C, respectivamente.

13.- Ambas cepas, RVAN2 y RVAN12, fueron capaces de degradar colorantes de
diferente naturaleza, reactivos, antraquindnicos y tipo azo, en medio solido, similar
a lo reportado para otras cepas.

14.- Los extractos crudos obtenidos a partir del medio de harina de soya de ambas cepas,
fueron capaces de decolorar el RBBR a pH 3, 6 y 7 y a temperaturas de 50-60° C,
de un 85 a 95 %.

15.- En los ensayos de decoloracion en medio liquido se determind que el sulfato de
cobre no influyo en una mayor velocidad de transformacion de colorante,
alcanzandose la maxima al dia 8. Sin embargo, la presencia del colorante
incremento la actividad enzimatica con respecto al medio adicionado de inductor,
en ambas cepas.

16.- En el medio de glucosa se detectaron dos isoenzimas en RVAN2 y una sola banda en
RVAN12.

17.- La adicién de sulfato de cobre, permitié detectar tres isoenzimas, en ambas cepas
nativas, tanto en GMM como en SMM.

18.- La presencia de RBBR no favorecid la sintesis de isoenzimas en los extractos crudos
de RVANZ2; sin embargo, la combinacion de RBBR vy sulfato de cobre, favorecio la
sintesis de 3 isoformas. Serd necesario determinar si estas son diferentes a las
presentadas en el medio solo con sulfato de cobre.

19.- La combinacion de RBBR vy sulfato de cobre, por el contrario, indujeron la sintesis
de dos isoenzimas en RVAN12.

20.- La secuencia obtenida en el caso de RVAN2 es diferente a las reportadas en el
genebanck, presentando una homologia del 96%, considerando que se trata de una
nueva especie.

21.- RVANI12 fue identificada como hasta género (Trametes), debido a la alta homologia
que presentd tanto con Tramtes hirsuta y Trametes maxima (99%).

En base a las conclusiones anteriores, se plantean las siguientes recomendaciones:

1.- Purificar los extractos crudos obtenidos a partir de los cultivos de ambas cepas, de
forma que permitan caracterizar a las enzimas: Lacasa, LiP y MnP.
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2.- Optimizar la produccion de las enzimas mediante el uso de otros compuestos y su
combinacién, asi como otros susbtratos que permitan hacer mas atractivos a los
hongos de pudricion nativos, aislados en Nuevo Ledn.

3.- Utilizar tanto los cultivos como en la degradacion de efluentes textiles y otros
contaminantes no menos importantes e implementar una estrategia viable que
permita disminuir sus efectos al ambiente.

4.- Disefiar el proceso mas indicado para la aplicacion de los hongos y/o sus extractos
crudos a nivel planta piloto.
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Resumen: Los desechos derivados de la industria forestal son “uente natural de celulosa con
potencia’ de ser utilizacoes en la produccion de etanol, sin embargo el fratamiento al que deben ser
sometidos en bage al contenido de lignira suelen ser drasticoe, 1o que ha imitado sU Uso extensne.
Los hengos de pudricién blarca pueden producr santo enzimas ligroliticas como celukliticas por
o que a partr de una coleccion de ¢eoas nativas se realizd una seleccion, en medio solido en
placa. A partir del medlo solido se seleccionaron © cepas, nativas y dos de referencia. Los
resultacos en medio liquidos Indicaron mayer producclon de endoglucanasas en las cepas natvas,
con 39, 32 y 28 mg de glucosa/mg de proteina en Tramefss viflosa, RVAN12 y CC2,
respactivamente. Mlertras que en 2/ caso de xllanasas, fuercn |as cepas de coleccldn,
Phanerochaele chrysosporium y Pleurotus ostreaius, las qus presentaron la mayor actividad con
80 y 158 mg xilosa/mg protelna, respectivamente Estudics previos Indican que Tramstes viflosa,
RWAN12 y CC2 son capaces de producir ademés ce endogluconzsas, lacasa, lo gque las convierte
en candidatos potenciales para ser utilzadas en el hzlamienio de desechos forestales gue
permitan la obtencion de los azucares fermentables.

The waste generated by the forest product industry is a natural source of cellulose with a potential
of being utilized in the production of ethancl however, the treatment to which it must undergo,
based on ita lignin content, tends to be drastic, which has limited its extensive use, White-rot fungi
can produce lignolytic as well as celiulolytic enzymes; therefore, through a collection of native
straing In solld medium plates, a sclecton of 6 native straing and 2 reference straing was
conducted. The results In licuid medium incicated a greater production of endoglucanases by the
natve straing, with 39, 32, and 23 mg of glucose/mg of protein In Trametes villosa, RVAN12 and
CC2, respectively While in the case of the production of xylanases it was the reference strains
Phanerocheele chrysosponium and Fleurolys ostrestus which presented higner activity, with 80 and
158 mg xilosa/img protein, respectively, Previous studies indicate that Trametes vitibsa, RVAN12
and CC2 are capable of preducing laccase besides endoglucanases whnich makes them potential
candidates for their use in the treatment of the forest waste, which wou'd zllow for the extraction of
fermentabla sugars later

Palobras clave:
Hongos de pucricion blanca, produccion de endoglucanasas, lacasz, seleccion
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White-rot fungi, endoglucanases production, laccase, scresning
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INTRODUCCION

Debido a que los desechos forestales son abundantes en la naturaleza y una
fuente renovable, se ha propuesto convertir esios en glucosa y esta ultima,
mediante mélodos guimicos o fermentativos, en productos fales como elanol
(Chen y col., 2007). Sin embargo, la conversion mas prometedora de ellas
continua siendo via hidrdlisis enzimatica, debido alto rendimiento, por lo cual Ia
aplicacién de enzimas sigue siendo un proceso costaso por los tratamientos de
purificacion requeridos para estas moléculas (Solomon y col., 1997). Este proceso
es llevado a caho de manera natural por diversos microorganismos medianta la
sintesis de diversas enzimas especificas, denominadas celulasas, las cuales
actian de forma sinérgica, compuesias por endoglucanasas (EC 3.2.1.4), que
hidrolizan los enlaces internos en las cadenas de la celulosa y actian
principalmente en las partes amorfas de la misma; exoglucanasas (EC 3.2.1.91),
hidrolizan a partir del final de la cadena, dando como resultado la celobiosa, asi
mismo es capaz de degradar la celulosa cristalina. De igual forma son requeridas
las p-glucosidasas, que hidrolizan la celobiosa producida por la accion de las
exaoglucanasas.

Este sistcma de cnzimas celuloliticas ha sido poco estudiado en los hongos do
pudricion blanca, siendo los ascomicetos y deuteromicetos en los cuales se han
llevado a cabo la mayoria de las investigaciones (Stutzenberger, 1971). Destaca
dentro de los basidiomicetos P. chrysosporium e Ischnoderma resinosum. En los
ensayos realizados con el primero s¢ ha determinado que el sistema presente es
muy similar al encontrado en los ascomicetlos y deuteromicelos, Las enzimas
responsables de la degradacion de la celulosa son inducibles por el substrato y
reprimidas por los productos derivados de tal accion. Sin embargo, en algunos
hongos de pudricion oscura, las endoglucanasas estan expresadas de forma
consliluliva y no son reprirmidas calabolicarnenle por la glucosa,

En basidiomicetos talas como P. chrysosporium, estos llevan a caba Ia
degradacion de todos los componentes de celulosa y hemicelusa. Las hidrolasas
glucosiladas, reflejan directamente la prioridad del organismo para la degradacion
de la madera mediante las enzimas extracelulares (Martinez et al, 2005). La
degradacion sistematica de la celulosa y hemicelulosa por este basidiomiceto,
después de la degradacion completa de la lignina, muesira que el hongo puede
sensar la fuente de carbohidratos celular. La scerecion de cnzimas extracclulares
es un proceso consumidor de energia. La regulacion permite la sintesis de
anzimas especificas que pueden degradar los polimeros de las plantas como una
fuente de energia y carbon (Aro et af 2005). La expresion de las enzimas
degradativas al mismo tlempo, es posible debido a la comple|idad de la pared
celular.

Debido a lo anterior, a la creciente demanda en combustibles mas amigables con
el medio ambiente y al agotamiento de los recursos no renovables, se propuso el
estudiar la capacidad de los hongos de pudricion blanca, cepas nalivas aisladas
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en Nuevo Leon y depositadas en la Coleccién del Instituto de Biolecnologia, para
praducir ademas de enzimas lignoliticas, enzimas celuloliticas con el fin de usarlas
en el aprovechamiento de recursos renovables como los desechos derivados de la
industria foresial.

METODOLOGIA

Microorganismos. Los hongos utilizados en el presenie trabajo forman parte de
la coleccion deposilada en el Instituto de Bictecnologia/FCB de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn. Dichos hongos son conservados en agar dextrosa y
papa (PDA, marca Difco), a 4° C, resembrandose periadicamente.

Ensayo en medio solido. El medio de cultivo utilizado fue un medio a base de
minerales, cuyo contenido por litro fue: extracto de levadura, 1.0 g (Difco);
Carboximetil-celulosa, 10 g; KHzPOs, 2g; MgS0.4 7H:0, 0.5 g; KCI, 0.5 g; solucion
mineral, 1.0 mL (B4O7Naz10H20, 100 mg; CuS045H2C, 10 mg; MnSO4-4H:0, 10
mg; (NH)eMo:0a4-4H,0, 10 mg; por litro), agar hacterialagico, 10 g (Difeo). Tados
los reactivos fueron grado analitico marca Sigma (Sigma-Aldrich, México). El pH
se ajustt a 5.5 y se esterilizé el medio a 121° C por 15 min. Se inocularon las
placas, por duplicado, con fragmentos de micelio (5 mm de diametro),
incubéandose a 30" C por espacio de 15 dias, observandose el crecimiento
diariamente.

Evaluacion en medio liguido. El cnsayo fuc llicvado a cabo en medio mineral-
glucosa, presentando la misma composicion que el ulilizado para su evaluacién en
medio sélido, sin la adicion dc agar bacteriolégico, sin embargo la carboximetil-
celulosa fue substituida por glucosa en la misma concentracion (Sigma-Aldrich,
México). El pH se ajustd a 5.5y sa esterllizé el medio a 121° C por 15 min. Los
malraces se incubaron en un shaker orbital (Labconco), 2 150 rpm y 30° C,
durante 14 dias. Se tomaron alicuotas cada 40 h y se centrifugaron a 14,000 rpm
por 10 min. La determinacion de las actividades endoglucanaea (1,4-p-D-glucan-4-
glucanohidrolasa, EC 3.2.1.4) y xilesa (endo 1,4-f-D-xilanasa, EC 3.2.1.8) se
determinaran utilizando CMC al 1% y birch Word xylan a la misma concentracion,
preparado en buffer de citrato de sodio (50 mM, pH 6.0), respectivamente. La
mezcla de reaccién contenia cantidades iguales de enzima diluida y el substrato
se incubo a 50 C por 60 y 15 min, respectivamente. La reaccion se detuvo
mediante la adiciéon de DNS, seguido de ebullicion (Determinacion de azicares
reduciores, Miller 1959), la reaccion fue monitcreada mediante el cambio de
absorbancia a 540nm, en un espectrofotémetro Beckman DU 650. La cantidad de
azlcares liberados fueron cuantificados utilizando glucosa y xilosa como estandar,
respectivamente.

Determinacion de proteina. El contenido de proteina fue determinado utilizando

el método de Bradford, usando albimina de suerc bovino como estandar (Sigma-
Aldrich, México).
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Zimogramas. La actividad endoglucanasa sera detectada mediante la realizacion
de zimogramas. Posterior a la electroforesis en geles de poliacrilamida no
desnaturalizante, los geles seran incubados en buffer de acetato de sodio 50 mM,
pH 6, durante 30 minutos vy sobre puesto en un gel de poliacrilamida con CMC al
0.5%, durante 30 min a 50° C, Pasado el tiempo, el gel sera removido y tefido con
une solucion de rojo Congo al 0.2%. Posteriormente, ¢l gel sera destenido con una
solucion de NaCl 1M seguido de un tratamiento con una solucion de acido acetico
al 10% (vfv) (Jatinder y col., 2008).

Los valores son el promedio del duplicado de 1res ensayos totalmente
independientes,

RESULTADOS Y DISCUSION

La degradacion de desechos celulésicos por enzimas flngicas es una altarnativa
viahle para la conversion de Ins derivados lignocelulisicos en  azicares
fermentables y etanol (Szengyel et al; 2000). Sin embargo, es necesario
seleccionar aquellos hongos capaces no solo de degradar la celulosa, sino
también ataguen la lignina permitiendo que la primera se encuentre disponible al
ataque de las enzimas especificas.

En ese senfido, se realizaron ensayos de seleccion en medio solido,
encontrandose que del fotal de 27 cepas, 8 cepas fueron capaces de crecer en el
medio solido, perienecientes a los géneros de Polyporus (CH1, CH12), Trametes
sp. (RVANZ, RVAN12, Trametes villosa) una cepa no identificada (CC2) y dos
cepas de referencia (Pleurotus osfreaius ATCC 58053 y FPhanerochaete
chrysosporium), (Figura 1). Este tipa de ensayos son ampliamente utilizados, no
solo con la finalidad de determinar si un microorganismo dado es capaz de
producir celulasas, sina también otro tipo de enzimas como las lignoliticas,
cambiando solo subsirato de interés (Saparrat y col,, 2000; Ramirez y Coha,
2003).

\

Figura 1.- Crecimiento en Agar Mineral-CMC, incubado a 30° C por 15 dias.
Trabajos previos indican que los hongos bajo estudio también presentan la

capacidad de producir enzimas lignoliticas especificamenle lacasa (Rojas-Verde y
cal., 2006).
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Los resultados obtenidos al ser determinada la aclividad celululitica, indicaron que
existieron diferencias en lodas las cepas ensayadas, incliyendo a las dos de
referencia. En el caso de las endoglucanasas, Trametes villosa, una de las cepas
aisladas en la region mostrd ser la mayor productora con 39 mg xilosafmg
proteina, mientras que P. ostreatus, mostré la menor actividad con 8 mg xilosa/mg
de proteina (Figura 2). Estas diferencias encontradas confirman lo determinado
por diversos investigadores en los cuales indican que el medio de oultivo, las
condiciones de crecimiento asi como la naturaleza del microorganismo, influye
significativamente en la produccion de diversos metabolitos (Jatinder y col., 2006).
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Figura 2 .- Produccion de endoglucanasas en medio CMC, —+—, CH1; « -, CH12;
. RVANZ; —e—, CC2; —"—, Trametes villosa, , Pleurotus ostreatus; |,
RVAN12; === Phanerochaete chrysosporium.

El microorganismo mas ampliamente utilizado en los diversos estudios para la
produccion de celulasas (endo y exoglucanasas) ha sido Thricodenma reesei,
obteniéndose valores de 74 Ul/mL (Muthuvelayudham y Viruthagir, 2006). Sin
embargo, una de las principales venlajas que presentan los hongos de pudncian
blanca, como las utilizadas en el presente estudio, es la capacidad para sintetizar
no solo celulasas, sino también enzimas lignoliticas, lo cual permitiria la
degradacion de la lignina presente en los residuos forestales, reduciendo los
costos derivadas del tratamiento dado para hacer mas disponible la celulosa y de
este modo, obiener azlcares fermentables derivados del tratamiento dado a dicho
subslraio.

Par otro lado, no sclo las endoglucanasas y exoglucenasas son las responsables
de la obtencion de azucares fermentables a partir de residuos lignocelulésicos.
Lae xilanasas son las responsables de la degradacion del xilano presente en las
paredes celulares de plantas y en la pulpa del arbol, atrapando este polimero a la
lignina (Paice y col., 1988; Wong y col., 1997).

Son varios los microorganismos que producen una o varias de los enzimas antes
mencionados, destacanda Trametes versicolor (Archibald, 1892), un basidiomiceto
localizado en las raices de muchas plantas, asi como Phanerochaete
chrysosporium, perteneciente a una familia de hongos causante de podredumbre
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de las raices de los arboles (Grabski y col., 1998). Lo anlerior fue confirmado con
los resultados oblenidos, en los cuales se determind que los hongos nativos asi
como las cepas de referencia, Phanerochaete chrysosporium y Pleurofus
ostreatus fueron capaces de dicha sintesis. Siendo la mayor productara Pleurofus
osireatus con 160 mg glucosa/mg proteina, mientras que de las cepas nativas, la
mayor productuia fue CH12 y RVAN2 con B0 mg glucosa/mg profeina (Figura 2).
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Figura 3.- Produccion de xilanasas en medio CMC. —e—, CH1; CH12 ,
RVAN2; s CC2, —*- Trametes villbsa; = , Pleurotus ostreatua , RVAN1Z;

mai e, Phanerochaete chrysosporium.

Se abservo una banda prolongada durante toda la cinética enzimatica, lo anterior
puede indicar que dicha aclividad celulolilica de CC2 esta dada por enzimas
constitutivas o bien por una enzima inducible por la fuente de carbono; la cual esta
presente de manera constante en el hongo, sefialando que bajo tales condiciones
de crecimiento no hubo sintesis de iscenzimas (Figura 4).

Figura 4 - Gel en condiciones no desnaturalizantes de los extractos crudos de
CcCz2.

Al igual que el resto de metabaolitos producidos por los microorganismos, las
celulasas y xilanasas, su sintesis estd sujeta & diversos mecanismos dc
regulacién, induccicn y represion, Par ello, la diversidad de medios de cultive que
permitan una mayor produccién de las mismas.
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Muchos estudios. por otro lado, se realizan en substrato s6lido (Jatinder y col.,
2008). Sin embargo, Los ensayos en medio liquidos son necesarios para confirmar
la capacidad de produccion de las enzimas de interés.

CONCLUSIONES

Los hangos esludiados presentaran la capacidad de producir endoglicanasas y
xilanasas, haciendo posible el uso de los mismas en el tratamiento de residuos
lignoceluldsicos. Ademas, pueden sinletizar enzimas lignoliticas, que permitiran
hacer mas disponible a la celulosa evitando los tratamientos quimicos severos que
limitan el aprovechamiento de tales residuos. Lo anterior dara como consecuencia
la posibilidad de obtener azlcares fermentables y su posterior transformacion en
productos tales como el etanol, entre otros.
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Lignalytic enzyme production and REBH decolorization by
pative white rot lumgi

Cuadalalupe  Rojas-Verde, Ruby  Yarisol Salazar-Alpuche,
Benito Fereyra Alferez, Luis Galdn-Wonp, Katiushka Arévalo-
Wi *

Tnstituer, de Bioteonologio, Univervidad Avtibroma de N
Ledn, Sen Nicoldy de lox Garzn, Mexieo

Dine to low modegradability of dycs by conventional biolog-
ical wastcwater treatment, it is nsually treated by physical or
chemical processes, Although in recent vears the finding ars
promissory, e scaching continee amd ac: focmsed in basid-
wiiceles becaose some evidepee sugeest thal while mot toog
might be potendal wols (or remediation, and are currendy being
strdied tor their ability to degrade and trenstorm different indus-
wrial ehromophores (Fhae o 4l 2006), dae their capability i
produce several enzymes, laccase, lignin peroxidase, mangancse
perokidasc and athers, Asimple and repid method toselect tungi
with lizminolytic activity is the usc of synthentc dyes that arc
similar o the ligrin polymer. The anthraquinone-based Rema-
ol Brilliant Bluc R. an industnal important dye was used i this
atudy. Natives white mot fungi. isolated in Nueva Leon, three
belonging o Trameres sp. (RVAN2, RVAN | 2. RVANIR&). and
the fonth Schyoopkvllam comnune (RVAN19), were analyze
fortheirlignolytic cnzyme production and REBBR decolorization
cupahility. Three collzcrion strains were uscd as control (Phane-
mchapte chresosporiom ATCC 2472, Plea rotus astreatu s ATCC
580053 and Bferkandera adusee UAMHS258), The strains wore
growth 1n eolid basal media added with 200 mg/L of dye. The
strains wilh pusitive devolorization wesulls wers evalvated tor
lignelyt:c enzyme production in samc liquid basal media. After
thae, the oftect of ditterent carbon souter was ovaluniod [acetare,
ccllulose, kraft lignin and starch), The results showed aa RBBR
decalorization by VAN 12, RVAN | 2 and RVANIE arter 6 days,
whercas notchanges worcobscrved in RVANI D atthe same time.
By the other side, the contrel strains showed aloss decolonization
degroe by Poostreatey and B, wdiosda, while in P clirysospio-
Fam, nol evidenee ef dye decoloriztion was observed al 6th
tay The Hgnolytic ey preciction in basal media showes]
thal RVAN? and RYAN 2 were two- and four-tolds more than
EVANIS In different zarbon saourees, dnth strains (RVAN? and
RVANI2), produce laccase to cxecpt :n krat lgning the valucs
ranging between | 16-47.4 and 63,3-98.9TU/L, respesavely.
The botter carbon source wors plucose |RYAN2) and glucose
and acelate (KYAN 12), whnle LiP and MnP were not deteeted 1n
al! carbon soarees tested. Doe there are severel repors indicating
that high nitrogen content cohance the lignolytic engyme pro

duction in this kind of fnnpi.a soy meal mediawas rested. Tn this
media, notonly laccasc, in add:tion Lil* and MnI* wers produced
with 510013400, 150460 and 130-17071/1, respectively,
Finally, the comle catia o MRVAN2 i RVAN 12, day ol inea-
tmwin neease nelivity i high aitrogen content media showed o
G4 7-965% m deculonization o 200 mg/L of dye sulution, aflen
15 min. The carbon souree has aot afiect in laceas? production.
In addzion, the narive siratns were more capabic (o decolorize
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the RBBR thar control strains. The high nitrogen content media
enhance the hgaalvbie cnzyme, laccase, LiF and Mok, as well
a# the crude catract has a high decolorization degree of RBBR.
Is well know that cnzyvmatic production is affeeted by grow-
ing eondibon and kind of nuiricnts preseot in medie several
reports says that ia media sopplementad with high pibogen
allovwerd high Hiers of cozyvmes (Seheel et al | 2000 Te oper-
aling conditions (dyc concentration, pH and lemperamee). may
negative:y coffect the decolorization potential of growing cells
{Fu and Viraraghavan, 200 1), the results showed the promissory
use or crude extract produced by this basidiomyzates, in biore-
wediation of extile eMuent and thistay be a chieap and eMicient
meothod for decolorization because this erude extract could be
storad for indeterminaie me.
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Bindegrudution of polynrethape foums modified hy cur-
boxymethyl cellulose hy several bacteria

Trana Marova®, Stamislay Obruca, Vladimir Ondruska, Jana
Hudlickova, Jar: David, Lucy Vojtova, Josef Jancar

Faculty of Chemistey, Breo University of Technotopy, B,
Czeclt Republic

In order to avoid envircnmental pollution by non-degradubl.:
polymer waste dump, new biodepradable flexible polyurerhane
(BIC-PU) foarns as well as BIO-PU clastomers modificd by
natural matcrials with a contralled seriod of decompogiton were
preparcd wiath respeot to therr imerobial degradation.

Carboxymethyl celiulese at coneentration ot 1, 5, 10,20, 50
wnd 0% of was uscd as bio-polyal partially replaciog com
mercial polycther pelyol in the polyurcthane synthesis. 3ath
BIO-PU tfoams and BIO-PU clastomers will be preparcd (1aim
the identical raw makerials cxeept the blowing agent (water).
BIO-PU samples were studied with respect o their chewisal,
morphologica) and physical propertics followed by inieruhizl
degradanon.

Single bacterial cultores of Artirebacier globiformiv and
Comamongs avidovorans as woll as mixed zolture of ter-
mophilic bacera were used for biodegradaton of modified
BIC PU. First, cultivation of A. globiformisand C. acidovorans
cells and produetion of hiomass in defined syrihetic medivm
was optinmzed. Mixed thermophilie acrobic bacieria (mainly
Hacillur sp. and Thepnis 3p.) culture was originally obteined
from sludge of wastewzetcr treatment (Dystice pod [Tostyncm).
The waste medivmwas simulated by synthehic lactosc subatrate.
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BIOTRANSFORMACION DE COLORANTES SINTETICOS POR HONGOS DE
PUDRICION BLANCA NATIVOS
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Lnidad de Micrcbiclogia Incustial, Insttute de Biotecrologia, Facultad de Clencias Biologicas,
Uriversidad Auténoma ce Nuevo Ledn

Pedro de Alba Esq. Manuel L. Barragan. Ciudad Universilaria, San Nicolas de los Garza, N L. Tel_y Fax:
81-83294110 Exl. 6415. E4nail. garevalofcor dsl usol s
(%) Cartel Temitica: Tecnclogla Ambiental

Grandes cantidades de colorantes son utilizados en diversidad de indusirias, entre las
gue destaca la textil Los traramientos fisicos v qu'micos utiizados para |la remocidn de
los colcrantes son muy efectivos sin embargo, presentan un cocsto elevado, Por cfro
ladu, ‘& biodegradacion ha resultado ser un método alternativo, cuyo costo de aglicacion
€5 menor, aungue presenta algunas dssventajas como la generaciéon de aminas
aromaticas bajo condiciones araerohicas, gue pueden llegar a ser mas toxicas que los
compuestos iniciaes En los ultimos afios, se han estudiado los hongos de pudricién
blarca, que producen una serie de enzimas, lacesa lignino peroxidasa manganeso
perox'dasa, principalmente, capaces de degradar diversos compuestos debdido a la baja
especificidad que presentan, tales como (os colorantes (Cripps, C. et a/, 1990). En base
a ello, el vbjelivo lue esludian la capacidad decoloraliva en medio solide, de hongos de
pudricién blance, denominados M2, W12, CC1 y CC2, aislados de algunas regiones de
Muevo Ledn. Los colorantes utilizados fueron naranjz de metilo (azo), cristal violeta
(trianimetano) y RBBR (artraguinénico) a 10, 50 y 100ppm. Se inocularon fragmentos
de micelio y se ircusaron por espacio de 3 semanas, midiéndose el crecimento radial y
halo de deccloracién caga 24 horas. A 10 ppm, lodas las cepas fueron capaces de
lransfurmar los tres colorantes probados. Algo similar ocurrié a 53ppm, aungue el crisal
violeta fue decolorado en un mayor tiempo, siendo la cepa CC1 |z mas lenta para =llo
A 100 ppm. el naranja de metilo fue decolorado entre los dias 5 a 8, el cristal violeta fue
cecolorado fotelmente por M12 y CC2, mientras que CC1 y M2 lo decolord
parcialmente En el caso del RBBR este fue transformado totalments por les cuatro
cepas estudiadas Se probaron extractos crudos de cultivos lfouidos de M2 y M12,
chteniéndose resultacos muy similares 3 los generados en medio sdlido. Estos hongos
selecconados producen enzimas, las cudles han sido casaces de decolorar y oxidar
distintos compuestcs contaminantes, t2les como los colorantes sintéticos. En base a
ello, es facticle ¢l uso de los mismos para ¢l tratamiento de efluentes derivados dc la
industria textil, implementando una metcdoiogla que permita eficientizar y mejorar en un
momento cado las téonicas utilizadas en kB actuzlidad Sin embargo, s necesano
continuar con |a investigacion utilizando un mavor rimero de colorentes principalmente
lus aplicados en la industria textil,
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RESUMEN

Los fratamientas fisicos y quimicos utilizados para la remocdon de los cdorantes liberados son muy
efectives, sin embargo presentan un costo elevado. [n los Ulimos afio. s& han estudiado los hongos
de pudricion blanca, que producen una serie de enzimas denominadas lignoliticas, capaces de
degradar diversos compuestos por la baja especificidad que prasantan, entre ellos lcs coloranies. A
10 ppm, todas las cepes fueron capaces de transiormar los tres colorantes probados. Algo similer
ocumd a S0ppm aungue el cristal violeta fue decolorado en un mayor tiempo, siendo la cepa CCG1 la
Mag lenta para 1o, A 100 ppm, & naranja de metilc tue decolorado enTe los dias b a 8; el cnstal
violeta fue decolorado totalmeme por M12 y CCZ, mientras que CC1 y M2 Io decoloraron
parcialinente. En el caso del RBER, esle fue bansformado lolaimente por las cualo cepas
estudiadas. Con |os excractos crudos de cultivos liquidos de M2 ¥y M12, se obilnieron resultados muy
similares a los generedos en mecdio sélido. En base a los resultados obtenidos es factible el uso de
los mismas para el fratamiento de efluenies dervados de la industria textil Sin embargo, es necesario
continuar oon |a Invesdgacion utilzands un mayor namero de colorantes, principaimente 108 aplicados
en |a industria textil.

INTRODUCCION

Durante decadas la indusitrie a lberado al ambiette un sinnomero de
compuestos altamente toxicos, Ios cuales cueden ser mutagénicos, carcinogenicos e
incluso teratogénicos. El uso de microorganismos para la degradacién de estos
compuestos ha crecido en los Ultimes 30 afios, por lo que es necesario continuar la
busgueda de nuevos organismos cepaces de degradar un amplio espectro de
compuestos mediante el uso de los metabolitos sintetizados por ellos. Debdo a que
las enzimas prociucidag por log basidiomicetos, principalmente aquelles causantes
de pudricién blanca. sor inespecificas, los convierte en una opcidn viable para ser
utilizados en la degradasion de compuestos teles como los cloroferoles. dioxinas,
colorantes usacos en la industria textil asl como en procesos tales como el
blanqueo de |z pulpa de papel. ElI comportamientc de los microorganismos
depencerd en gran medida de las condiclones ambientales en las cuales se
encuentren, por lo que resulta imprescindible la continua blsqueda de nuevas cepas
capaces no solamente de producir cantidades apreciables ce metaboltos, sino
tambien de poder degracar compuestos tdxicos liberados por la industra

En México ro exiete un inventario completo sobre el tipo y volumen de
desechos generados por las diversas industrias Debido al alto impacto gue tienen
los desschos producidos, es necesaric la aplicacion de allemnativas en las cuales los
residuos tdxicos liberados al ambiente sean minimos. Sin embargo, dado que los
microorganismos presentan caracteristicas particulates, adn treténdose de la misma
especie, conferides por las condiciones amcientales de caca lugar, es importante
aiglar cepas nativas productoras de este tipo de enzimas, con el fin de evitar el © los
efectas adversos oie pudiera tener el ambiente (temperatura humedad, ets ), sobre
la capacidad de produccion de enzimas por |os microorgan smes.
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ANTECEDENTES

-0s hongos perfectos son fuente abundante dz2 Un amplio rango de productos
nzturaics, Uentro de este grupe de hongos, se encuertran los besidiomicetos, los
cLales se clasifican en hongos de pudricién blanca, pudricién parda y pudricidn
obscura, en base @ los cambios que ocasionan en la madera. Los hongos de
pudricion blanca son los mejores degradadores de comp estos lignoliticos

La principal caracteristica de los hongos basidiomicetos, principalmente los de
pudricién blanca, es sU habilidad para producir una gran cantidad de metabolitos
secundarios mediante la ruta metabdlice de los acidos shikimico y cinamico (Guillen,
F Evans, C. 8, 1984). Erzimas extracelulares, incluyerdo lignino peroxidasa,
manganesc peroxdasa, lacasa y oxidasas que generan peroxida de nidrdgeno
nceesare para la actividad peroxicasa, son las responsables de la degradacién ce
lignira y comouestos sim lares (Hattaka A 1984). Cebido g su baja especificidad y a
la Tuerte hatilldad oxidativa ce los sistemas de degracaclon lignolitica, los horgos de
pudricién blanca degradan un amplio espectro de q.uimicos crganicas que contienen
esqueletos similares a aquellos encontrados en la ligiine, tales como hidrocarburos
aromaticos peliciclicos (Colirs, P. J, ef @ 1997), TNT (Thorn, G, R., &t al 1998),
dioxinas, DDT, cloroanilinas y colarantes (Sield, J. A et al 1993) Basados en los
petrones de las enzmas lignolitcas, los hongos de pudricior blanca puecen dividirse
en dos grupos, aquellos productores de lacasa y manganeso peroxidasa
exclusivamerte, y aquellos que ademés producen lignno peroxidasa. Estos dos
grupos, han sido relacicnados con la habllidad que tieren los hongos de pudricién
blanca para degradar preferememanie la lignina ce la pared celular y mineralizar
eficientemente preparaciones sinteéticas de lignina (Hatiaka A, 1594)

La lacasa (cenzenedioloxigeno oxidarreductasa) es una fenol oxidasa que
contiche cobre €l cual usa al oxigeno mclecular come el aceptor de electrones, el
cual es reducida a agua (Mufioz, C | ef al 1997). Esta enzima pusde cegradar 'a
lignirra, asl como causar su solubilizacion a partir de lignocelulosa v pregenta un ba o
potencial de oxidacion (Eggert, C., &f af 19986),

La lignino peroxidasa es una gl coprateina, caracterizada por un alta potencial
recox, permitiendole la oxidacion de compuestos aromaticos no fendlicos dificiles de
blodegradar, tales como el alcohol veratrilo y bencencs metoxilados (Edwarcs, S. L.,
al af 1993; Camarero S. et af 1999); compuestos aromaticos policiclicos, tales como
el DDT, bifenoles policlorinados, dibenzo(p)cioxinas policioradas lindano y alcanos
clorados (Bumpus, J. A, et a/ 19E7; lNeld J. A et a/ 1992; Jashi D. K et al 1597)

La manganeso peroxidasa es unz enzima lignolitica, extracelular al igual que
el enzima anterior LUtiliza el peréxido de hidrogeno (H:C;) como un oxidante para
oxidar Mn" a Mn" hasta el ion mangénico Mn**. E1 Mn", estabilizado por quelacion,
actlia como un oxidante no especifico, participanco en la cegradacian de la lignina
cor el microorganismo que la sroduce,

Dentro de los contaminantes que mas preocupacion han generado er los
Jtimos afios se encuentran los colorantes sintéticos, debido a su resistencia 2l
tratamiento ce aguas residuales lo gue los hace cificiles de eliminar, poniendo en
riesgo los ambientes acuéticos, que por consecusncia se ven directamente
afectados. Cominmente, los colorantes son Ltilizados en la industria glimenticia, de
cosméticos y textl, ectoe son arojados al medio ambiente como residuos
contaminantes. El procesamiento de productos textiles, par ejemplo, implica una
mevilatle ayesion en menor o mayw grado al amciente, hasta este momento. El
Jso extendido de colorantes azoicos, en el proceso del tefido textil @ puesto en
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evidencia que a gunos de ellcs pueden ser cancerigencs, Generalmente, estos no
son degradadcs faciimente por microorganismos.

OBJETIVOS
< Determinar cualitativamente |2 actividad extracelular oxidativa de ABTS,
Guaiacol y O-anis dina de los hongos aislados.
% Probar la cepacidad degradativa dz diversos colorantes sintéticos en medio
sblido wiilizando honges de pudricion blanca ratives.
< Probar la capacidad degradativa de los extractos crudos obtenidos de medio
liquido Inoculado con algunes de las cepas nativas.

METODOLOGIA

Lvaluacion cualitativa de la actividad oxidativa extracelular de ABTS, Guaiacol
y Q-anisidina (Medio sdlido).- Se prepararon cajas petri con agar exfracto de malta
mas 100 mg/l de ABTS, guaiacol u C-anisidina. Los lies subsbialus fueion
esterilizacas por filrracion y afladidos al medio de cultivo previamente esterilizado vy
enfrizdo a 45°C. Se inocularon cen un fragmento de micelic (5 mm didmetro), cada
24 horas se observo la farmecion de color debido a la oxidacién del ABTE, guaiacol
u O-anisidira, asi mismo se midié el crecimiento radial del hongo.

Degradacion de colorantes tipo azo, antraguincnas y heteroclclices.- Sg
prepararon soluciones de colorantes (naranja de metlo, Cristal vicleta y RBBR).
Estos fueron esterilizados por filtracidn y afadidos al medio de cultivo hasta una
concentracién final de 10, £0 vy 100ppm. Los hongos fueron inoculados en las placas
preparadas, colocando un fragmento de micelio ce 5 dias ce cultivo. Se midic el
crecimiento radial y el halo de decoloracion e las mismas cor espacio de tres
semanas. Para as pruebes de transformacion uilizando los extractos crudos, estos
fueron obtenidos sembrando los hongos en medio hanna de sova y retirandose el
dia de méxima actvidad enzimatica. Se determiné la longitud de onda de cada uno
de los colorantes a la cual presentaron la maxima absorbancia.

RESULTADOS

Se evalué la capacidad de producir enzimas teles como las ceroxidasas y
oxidasas en medio sdlido. Los resultados ostenidos nos Indicaron que las cuatro
cepas estudiadas producen en maycr o mener progoreidn tales enzimas (Figura 1).
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OABTS EGUAIACOL OO-ANISIDINA
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FIGURA 1.- Patr6n oxidative en medic MMG, de las cepas estudiadas

Se procedio 2 determinar las actividades enzimaticas en dos medios de
cultivo repartados gara tal efecto, harira de soya (MHS) y medic minimo adicionado
de glucosa (MMG) Cuatro cepas dieron altos titulos de lacasa y/o lignino peroxidasa
en medio harina de soya, caso contraric al medic minimo (Datos nos mostrados). La
decoloracion, sin embargo fue llevada a cabo en el medio MM, desido a que en el
fue posible visuzalizar con mayo- detslle los zambios ccurricos en cada uno de los
colorentes. A 10ppm, las cuatrc cepas fueron capaces de transformar totalmente los
colorentes estuciados, mientras que a SO0ppm, si hubo difersncias al respectn,
siendo el cristal violeta el colorante mas recalcitrante, miertras que RBBR y naranja
de metilo fusron decoloracos al-ededor de los dize 6 a 9 (Detos no mostrados). A
100 ppm, M2 fue més eficiente para decolorizar RBBR y naranja de metllo, mientras
que el cristal violeta fue el mas tardaco para ser transforrmado, debidu pusiblernenle
a su estructure compleja, ye que su transformacion por este Fongo fue parcial, no
Observandose cambio alguno después de 3 sermanas de incubacién (Figurs 2).
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i Sin
& inoculo

TIEDIPO (DIAS)
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M2 M1z cCy CcC2
CEFA

DINARANJA DE METILO BCRISTAL VIOLETA ORBER

Figura 2.- Dia de maxima decoloracion de Naranja de Metile, Cristal violeta y REBR por M2,
M12, CC1y CC2

Finalmente, los resultados ottenidos al probar los extractos enzimaticos
tuvieron un efecto similar que aguellos obtenicos =n mediu sdlido, &l nmews para
RBBR. Sin emoargo, con respecto al resto de colorantes se observa una
transformacién parcial, alin después ds 24 h de incubacion.

DISCUSION

Muchos compuestos son Jllizadus pera evaluar la cepacidad oxidativa de los
hongos basidiomicetos, principalmente llevando a cabo fermentaciones en liquido y
en sdlido Los sistemas degradatvos de este tipc de hongos son altamente no
especificos y como corsecuencia de ello, estos hongos pueden oxidar un amplio
espectro de contaminantes amblentales. Por esta razoén, es necesario determingr si
las cepas nativas presentan tales capacidades, evaluando la produceidn de oxidasas
ylo peroxidesas en medio sodlido. El sistema lignolitico exhibide por estos
microorganismos, presenta diferentes caracteristicas dependende del ambiente,
factares nutricionales, condiciones de cultivo, entre otros.

Por ofro lado, aunque zlgunas investigaciones indican gue allo conlenido en
ritrogeno puede tener un efecto positivo en |a transformacién de colorantes (Movotny
et al 2001), nuestros resultacos mostraron que en un madio con bajo contenido ¢n
nitrogeno la decoloracian es efectiva. Esles resultados documentan que las cepas
nativas aisiadas en Nuevo Leon pertenecientes a los hongos ce pudricion blanca
son capaces ce decolorar efizientemente un amplin espectrn de  colorantes
guimicamerte diferentes. Nuestros calos son similares a los cbienidos por otros
investigadares (Knapp et al, 1995), quienes reportaron la habilidad de sus aislados
rativos parz transformar difersntes cclorantes tipo azo, antraquindnices y ofros tipos
en medio mineral. La variacion chservada entre las difeienles cepas puede ser
debida &l tico de medio utilizado.
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CONCLUSIONES

Fue demostrado que los basiciomicetes alglados en Nuevo Ledn s0n capaces
de producir tanto oxidasas cormo peroxidasas en medio solido, esto aunado al hecho
de que son capaces de transformezr los colorantes sintéticos utilizados, debido a las
propiedades corvenientes presentacas por estas cepas, pueden llegar a ser usadas
para la remocidn de colorantes sintéticos a partir de efluentes y/o suelo
contarninado. Por tal razon, es necesar o realizar estudios méas espec'ficos, ta como
la decoloracién en medio liguide inoculado con los hongos, asl como utilizando
eflientes texties sin dejar a un lado aotras aplcaciones biolecroldgicas
encaminadas a mejorar las condiciones ambientales.
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FERROMAGNETISMO EN MONOCRISTALES MnPS; Y COMFPUESTOS

fiR  INTERCALADOS.

Leticla Lomas R, Félix Valencia §'#, Sadot U. Pacheco A2, Victor H. Lara C', Roberto Dscudero’, T'rancisco
qales?. (1)Universidad Autonoma Metropolitana Unidad lztapalapa, B. P.55-534, Meéxico D. F., 09340.
Yinstituta Mexicano del Petroleo, Lab. Andlisic Fisicos e Ingenieria Molecular, Eje Central T Azaru Cardenas No
2, México D. F., 07730. (3)instituto de Investigaciones en Materiales UNAM, Circuito Exterior 8/N, Cd.
piversitaria, Coyoacdn, México D. F, D4510.
Resumen: El ohjetivo del presente trabajo es el estudio de las propizdades magnéticas de compuestos intercalacos MnP§,;bajo
- campu magnético aplicade desde 0 Oe hasta 1kUe a una temperatura de 4K, Ia magnerizecitn (M) vs campo magnéliog
lieado (H) s reglizeron en un equipoe SQUID, Estos monocristales se caracterizaron  por: Difraccién de rayos X,
wumopin infrarroja y andlisis elemenral

QUiMICA AMBIENTAL

EA81 ACTUALIZACION DE LA NOM-AA 94-1985 MEDICION DE FOSFORO TOTAL
MIER WiDelfin Alcald Irma, *Espinosa Valdemar Rosa Maria, *Raygoza Maceda [sabel y “Turpin Marion Sylvie

' 'FES-1ztacala. "UAM Azcapolzalco. Av. Sn Pablo 180 Azcapotzalco, delfin(@seryidor.unam. ms rMmevAjzorren. aze uam mx

E| fésforo es un elemento esencial para la vida, por.lo'que debe estar presente en el sucla y en los sustratos y alimentos
requeridos por seres vivos. La NOM ~AA-94-1985 describe el procedimicnto para la determinacion de fédsforo teiaf en Ins
tesiduos sdlidos urbanos utilizando un(mé‘énica que se aplica a la medicién de fésforo en suclos .Las especies bicdisponibles de
fésforo son los fosfatos solubles por lo qua =8 necesario conouer su concentracién on la “basura organice™ que va a ser
sometida a composten.La metodologia que se describe en la Norma oficial es muy complicada y algunas de las manipulaciones
son poco claras. Se proponen dos metodologias, una para la determinzcion de Sosforo disponible y la otra para la de fésforo
iotal aungue para residuas sdlidos bastaria con determinar el fésforo disponible, disefiadas a partir de un andlisis detallado de
las técnicas usadas para suelos, haciendo las adaptaciones que se consideraron perlinentes para su aplicacién a les residuos
selido urbznos. Al determinar experimentalmente el sontenido de fosfora en muestras de composta por la metodologia oficial y
las metodologfas propusstas los resultados enire ellas son concordantes.

Cr182 BIOTRANSFORMACION DEL COLORANTE RBBR MEDIANTE EL USO DE DOS
MIER HONGOS DE PUDRICION BLANCA, Guadalupe Rojas Verde; Ruby Y. Salazar Alpuche,
Katiushka Arévalo Nifio. Instituto de Biotecnologfa, Universidad Autonoma de Nuevo Leon. Pedro de Alba Esq.
Manuel L. Barragan SN, Cd. Universitaria. San Nicolés de los Garza, N. L. C. P. 6645, grojasverde(@gmail.cem,
karevalo@eer.dsi.uanl.mx

Dentia de los principales contaminantes liberados al ambiente se encuentran los calorantes sintéticos utilizados en la industria
textil, entre ellas del tipo azo. Por un lado, afectan significativamente ¢l ecosistema al cuzl son hoerados ya que muchos de
cllus son producides a pattir de carcindgenos conccidos como las benzidinas y afros compuestos aromiticos, Se demostrd gue
los axtractos crudos ootenidos de los basidiomicetos aislades son cepaces de transformar colorantes sintéticos del 1ipo
sntraquindnica | a decoloracién cercana al 0% en soluciones a una concentracién de 200ppm, indican la posibilidad de
utilizar los sistemas enzimatices derivados de los eultivos liquidos de la cepa M12 en ol tratamiento de colorantes sintéticos
liberados al ambiente, aunyue para la implementacisn de una metodologia serd necesario drohar tales exiractos enzimasicos €n
efluentes textiles, 1o que permitiré evaluar la factibilided de uso a nivel industrial.
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