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RESUMEN

En este trabajo se seleccionaron y aislaron ce-
pas nativas de hongos Basidiomycetes que poseen la ca-
pacidad de sintetizar enzimas ligninoliticas. Se evalué la
velocidad de desarrollo y decoloracién sobre un com-
puesto modelo (Poly R-478), en funcion de la disponibi-
lidad de nutrientes y temperatura. Las cepas selecciona-
das (Merilius sp. Poria placenta y Trametes versicolor),
fueron sometidas a cultivos estaticos (sistema «batch»)
evaludandose la actividad enzimatica de cada una de ellas.
Se encontré que todas las cepas sintetizaban peroxidasas
tal como manganeso peroxidasa (MnP); sin embrago,
solo en uno de los cultivos fite posible detectar actividad
de lacasa en el medio. Con estos resultados, se pudo con-
firmar el poder degradativo de las cepas nativas selec-
cionadas, sobre compuestos tipo lignina o de estructura
ciclica como Poly R-478.

INTRODUCCION

Labiodegradacion de la lignina, asi como de com-
puestos organicos hidréfobos de alto peso molecular es
ampliamente estudiada debido a su estructura compleja y
su caracter recalcitrante. La mayoria de los compuestos
hidréfobos son sintetizados por el hombre, y son produc-
tos contaminantes de elevada toxicidad, generados en pro-
cesos de combustion, produccion de pasta de celulosa,
fabricacion de pesticidas, tintes industriales, etc. (Lema
etal., 1996).

Los compuestos antes sefialados poseen una baja
solubilidad y debido a su elevada masa molecular, no pue-
den atravesar la pared celular y/o membrana plasmatica de
muchos microorganismos, impidiendo por lo tanto, la ac-
cién de sus sistemas enzimdticos intracelulares. Por otro
lado, la mayoria de los sistemas bacterianos no son capa-

SUMMARY

This paper shows the selections and isolation of
native Basidiomycetes strains having the ability to
synthetize lignolitic enzymes. Based on the availability of
nutrient and temperature, the rate of growth and bleaching
on a test compound (Poly R-478) could be evaluated.

Selected strains (Merilius sp. Poria placenta and
Trametes versicolor) were submitted to static batch
cultures and them the enzymatic activity of each of them
was studied. It was concludec that all the strains
synthetized peroxidase, such as manganese peroxidase
(MnP); however only one of the cultures revealed a
laccase activity in the media. As for these results, the
dagrading capacity of strains selected on lignine-type or
cyclic structure compounds, such as Poly R-478 could be
confirmed.

ces de atacar enlaces tan diversos como los que se presen-
tan en este tipo de compuestos, por lo que se necesita un
sistema de degradacion enzimatica no especifico. El inte-
rés por la investigacién sobre los microorganismos que
tengan la caracteristica de degradar y transformar dichos
compuestos, se ha visto obstaculizado por el desconoci-
miento del mecanismo involucrado en la degradacién (Paice
etal., 1995).

Los hongos son los microorganismos respon-
sables de un ataque mas extensivo de la lignina, clasi-
ficandose en funcién de la colonizacién o putrefaccion de
la madera, como hongos de podredumbre blanda, café y
blanca, Dentro de los hongos de putrefaccién blanca se
encuentran cientos de especies de Basidiomycetes, sien-
do los mas importantes degradadores de lignina y el grupo
mas extensamente estudiado (Bajpai et al., 1992; Deacon,
1988). Una caracteristica importante de los hongos de pu-
trefaccion blanca, es su capacidad de producir diversas
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fenoloxidasas y peroxidasas. Se han descrito cuatro clases
de enzimas extracelulares que juegan un papel importante
en la degradacion de la lignina: lignina peroxidasa (LiP);
Manganeso peroxidasa (MnP), Lacasas y Oxidasas, que
generan peroxido de hidrégeno, como glioxal oxidasa, aril-
alcohol oxidasa y celobiosa oxidasa ( Wariishi ef al., 1989,
Paice ef al., 1995).

Muchos otros hongos ademas del Phanerochaete
chrysosporium y Trametes versicolor pueden rapidamen-
te producir enzimas ligninoliticas que pueden actuar sobre
compuestos ligninicos o precursores del color (Lema et
al., 1996; Mester & Field, 1997). La seleccion de cepas
nativas que produzcan enzimas ligninoliticas ha sido obje-
to de varios estudios (Esposito ef al., 1991; De Jong et al.,
1992; Field et al., 1993). Todos ellos han considerado un
rapido crecimiento de la cepa seleccionada y al mismo tiem-
po, elevadas velocidades de degradacion de la lignina o
porcentaje de disminucién de color (Feijoo et al., 19953;
Esposito ef al., 1991). Factores nutricionales, fisiologicos
y medioambientales que pueden estar relacionados con la
activacion del sistema ligninolitico, han sido considerados
en los distintos estudios realizados. Dentro de ellos se¢
puede considerar, la necesidad de un sustrato de creci-
miento aparte de los sistemas complejos existentes, efecto
del oxigeno, nutrientes, agitacion, temperatura, etc.
(Moreira, 1997).

Se ha comprobado que el oxigeno es un factor
estimulante para la biodegradacion de la lignina y la acti-
vacion del sistema ligninolitico. Por otro lado, es sabido
que la mayoria de los hongos son mesofilos y presentan
un crecimiento maximo entre 25 a 30°C. Sin embargo, aiin
dentro de esta categoria hay diferencias en cuanto al com-
portamiento (Deacon, 1988) ya que existen hongos que
pueden vivir a bajas temperaturas (10°C) y otros pueden
superar los 30°C. Esto implica una disminucion de la activi-
dad metabélica y una reduccion en las capacidades repro-
ductivas, las cuales pueden activarse en condiciones am-,
bientales favorables. Por otra parte, el pH también influ-
ye en la velocidad maxima de desarrollo, muchas cepas
crecen en un intervalo de pH de 4,5 a 8,0, y muestran un
intervalo de pH éptimo entre 5,5 a 7.5 (Deacon, 1988).

La relacion carbono/nitrogeno, asi como el ori-
gen organico o inorganico de la fuente de carbono y/o
nitrogeno, constituyen factores decisivos que influyen en
la tasa de crecimiento del hongo, la induccion del metabo-
lismo secundario y la subsecuente activacion del sistema
ligninolitico (Viacava, 1998; Kaal et a/., 1993). La actividad
ligninolitica puede activarse también tras la limitacion de la
fuente de carbono, lo cual coincide con un rapido descen-
so del peso seco y un considerable incremento del nitroge-
no total. La limitacion de azufre puede influenciar la apari-
cion de actividad ligninolitica, pero no ocurre asi para el
caso del fosforo.

24

El objetivo de este trabajo, fue seleccionar y ais-
lar cepas nativas de Basidiomycetes que posean la capaci-
dad de producir enzimas ligninoliticas, evaluando tanto la
velocidad de desarrollo, como su produccion de enzimas,
bajo tres medios de cultivos y dos temperaturas diferen-
tes.

MATERIALES Y METODOS

1.- Muestreo. El area de estudio comprendié el predio
Rucamanque, ubicado a unos 12 km al Nor-oeste de la ciu-
dad de Temuco, Provincia de Cautin IX Regién de la
Araucania (Chile), con una superficie de 435,1 Ha. Se reco-
lectaron 35 muestras al azar, provenientes de diferentes
especies de arboles, que consistieron en carpoforos del
suelo, adheridos a drboles en pic 0 en madera en descom-
posicién; también se recolectaron trozos de madera en
descomposicion que presentaban micelios visibles. Dichas
muestras, fueron llevadas al laboratorio y guardadas en
frascos de vidrio o bolsas de polietileno transparente e
identificadas con un nimero de colecta. Todas ellas, fue-
ron conservadas en refrigerador a 4°C hasta el momento de
realizar las siembras. Poria placenta se obtuvo del cepario
micoldgico del laboratorio de Patologia Forestal de la Uni-
versidad de La Frontera.

2.- Microorganismos e inéculo. Antes de la siembra se
realiz6 una limpieza cuidadosa en cada una de las muestras
recolectadas que presentaban basidiocarpos, con el obje-
to de eliminar el méaximo de suciedad y posibles contami-
nanles y asi asegurar solo la multiplicacion del hongo de
interés. Posteriormente, mediante corles (ransversales en
los basidiocarpos, se tomé un trozo del himenio de cada
una de las muestras. De aquellas con estructura mas lefio-
sa, sc tomaron directamente desde el himenio. Estos
trozos fueron sembrados en Agar Extracto de Malta al 2%
e incubados en estufa de cultivoa 30 °C durante 5 dias. La

presencia de cultivos puros fue determinada mediante
observaciones macro y microscopicas.

3.- Ensayos de crecimiento y decoloracion, Para evaluar el
desarrollo de las diferentes cepas obtenidas en cultivo puro
se resembraron en agar extracto de malta al 2% (AEM)
incubandose por 20 dias a 30 °C. Al mismo tiempo, s eva-
1uo la capacidad de produccion de enzimas ligninoliticas
de las cepasen AEM 2% adicionado de 20 mg/L de Poly
R-478, bajo las mismas condiciones de incubacion antes
sefialadas. La decoloracién de dicho compuesto en el me-
dio, que varia de rosa intenso a incoloro (de Jong et al.,
1992), se debe a la sintesis de enzimas ligninoliticas por los
Basidiomycetes estudiados. Como patrén de referencia,
se utilizaron las caracteristicas, tanto de desarrollo como
de decoloracion que posee la cepa Trametes versicolor
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52J, cepa altamente estudiada y donada por el Paprican
(Institute of Pulp and Paper Canada) para investigaciones
realizadas anteriormente (Viacava, 1998).

Con la finalidad de estudiar el efecto del medio de
cultivo y temperatura sobre el desarrollo de Ia cepa, se
consideraron dos temperaturas ( 13 £3°Cy30+1°C)en
tres medios de cultivo. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado, durante 20 dias. Los tres medios de cultivo
fueron seleccionados considerando el aporte nutritivo de
cada uno de cllos. Se consideré como medio carente de
nutrientes al medio Agar-Agua (AA, 2%); mientras que
uno rico en carbohidratos, al medio Agar Papa Dextrosa
(APD, 2%) yuno con aporte equilibrado en nutrientes, el
medio Agar Extracto de Malta, (AEM, 2%). El control del
desarrollo en el tiempo de cada cepa fue realizado a través
del promedio de 2 medidas radiales de las colonias fangicas,
realizadas directamente sobre la placa sin exponer el culti-
vo al medio, para evitar una posible contaminacion.

4.- Produccion de enzimas en sistema batch.

La formacion del inoculo se realiz6 en medio estatico en
matraces fernbatch de 1,8 L en el que se incubaron 3 cilin-
dros (de 5 cm de didmetro cada uno) de agar con micelio de
cada uno de los hongos positivos que se mantenian en
medio de cultivo Kirk para crecimiento (Tien & Kirk, 1988),
durante 14 dias a 30 °C. Luego de cultivado el hongo en
matraces fernbatch se incuba al 10% (v/v) en Erlenmeyer
de250 mL a 150 rpmy 30 °C, en un medio mineral modifica-
do (Tien y Kirk, 1988) (medio de cultivo con suficiencia de
nitrogeno, relacion C/N 12,5:1) durante 8 dias. Diariamente
se realiza la extraccion de 1 ml de muestra para evaluar la
actividad enzimatica. Como se menciond anteriormente,
baséndose en trabajos anteriores (Viacava 1998), se reali-
zaron ensayos de produccion de enzimas en sistema bat-
ch, con una cepa conocida (. versicolor 32] yafindetener
un comportamiento patron.

5.- Métodos analiticos. La actividad enzimatica fue deter-
minada espectrofotométricamente a 30 °C. La actividad de
la lacasa y MnP fue medida por la oxidacion de 2,6-
dimetoxifenol DMP a 468 nm (Field ef al., 1993). El coefi-
ciente de extincién usado para el produclo de la oxidacion
de DMP fue 49.600 M-'cm™ . Los aztcares reductores fue-
ron determinados por el método del Acido dinitrosalicilico
usando D-glucosa como estdndar de acuerdo a Ghose,
(1987). El perdxido de hidrogeno residual fue medido por
indicadores analiticos (Merckoquant peroxid-test).

RESULTADOS Y DISCUSION

L- Evaluacién de la capacidad ligninolitica de las cepas
aisladas. Se realizaron a las 35 cepas aisladas, dos evalua-
ciones por duplicado y la combinacién de los distintos

efectos resultantes fueron los siguiente: 13 cepas no pre-
sentaron decoloracién en ambas evaluaciones, 5 no pre-
sentaron desarrollo y en 10 no se evidenci6 desarrollo ni
decoloracion en forma alternada. Mientras que 4 de ellas
presentaron decoloracion en la primera y segunda evalua-
ciony se observo desarrollo de las colonias fiingicas. S6lo
dos de los hongos aislados Trametes versicolor y Merulius
sp, presentan caracteristicas de desarrollo y capacidades
ligninoliticas 6ptimas para su posterior trabajo en medio
liquido. El ensayo de la capacidad ligninolitica de las cepas
manifiestada por el cambio del color del medio, es una
técnica ampliamente usada en la literatura (De Jong et al.
1992).

Poria placenta se obtuvo del cepario micologico
del laboratorio de Patologia Forestal (Universidad de La
Frontera). Trametes versicolor y Merulius sp., fueron
identificados a nivel de género y especie (Pacioni . 1982),
de acuerdo a las caracteristicas de color, forma, textura,
tamano, tipo de adhesién al sustrato, tipo de sustrato y
por la observacién microscépica de sus basidiosporas (de
color crema, cilindricas con tamafios entre 4,2-6.5 x 1,5-2.8
pm y basidiosporas blancas levemente curvadasy con ta-
mafios entre 3-4,1 x 1-1,4 pm respectivamente). Estas dos
tltimas cepas son conocidas como hongos de pudricién
blanca (white-rot fungi), mientras que Poria placenta es
un hongo de pudricién café (brown-rot fungus)

Las Figuras 1 y 2, muestran las distintas
cinéticas de crecimiento en funcion de 2 temperaturas y 4
medio de cultivos en las 3 cepas fiingicas en estudio. Se
observa que existe desarrollo en todos los medios de culti-
Vo, sin embargo, en Agar-Agua, se observaron mayores
ctapas de latencia y menores velocidades de desarrollo
(Figura la). La temperatura influye directamente en el de-
sarrollo de las cepas y en todos los casos la de 30 °C,
favorece el desarrollo de las colonias fiingicas de las ce-
pas. f
La Tabla 1, muestra la velocidad maxima de creci-
miento de las tres cepas en funcién del medio de cultivoy
la temperatura. Esta velocidad fue obtenida de la mayor
pendiente de cada curva mostrada en las Figuras 1 y 2. Al
igual que en las figuras sefialadas, se observa que la velo-
cidad de crecimiento depende fuertemente de la tempera-
tura, y del medio de cultivo. Comprobandose que los ma-
yores valores de desarrollo se obtienen a 30 °C y en pre-
sencia de nutrientes se favorece el desarrollo de las distin-
tos cepas. Sorprendentemente, en el medio AA las cepas
tienen velocidades de desarrollo comparativamente eleva-
das, probablemente debido a los niveles de humedad y pH
optimos para el crecimiento, tal como lo indica Deacon

(1988)  Ademds se observa que T versicolor puede de-
sarrollarse y crecer a niveles de nitrogeno extremadamente
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Tabla 1. Velocidad mixima de crecimiento(cm/dia) de las cepas seleccionadas en funcién del medio
de cultivo y la temperatura.

Velocidad maxima de crecimiento (cm/dia)

Tienpo d)

Cepa AA APD AEM Poly R478
13£3°C 30+£1°C| 13£3°C 30+1°C| 13+3°C 30+1°C| 134+3°C 30+1%
Poria placerta Ll 11§ . 0,68 1,20 0,57 1,38 0,63 1.15
Tramnetes versicolor 1.4 1,20 0,67 1,79 0,59 1,50 0,63 1,50
Merulius sp. 1,0 0,58 0,70 1,10 0,52 1.40 0,38 0,67
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Figura 1. Radio de las colonias de Poria plancenta (Pp), Trametes versicolor (Tv) y Merulius sp. (M sp.) en Ag
Agua (a) y Agar Papa Dextrosa (b) a dos temperaturas distintas (13 y 30 °C).
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Figura 2. Radio de las colonias de Poria plancenta (Pp), Trametes versicolor (Tv) y Merulius sp. (M sp.) en Ag
Extracto de malta (a) y Poly R-478 (b) a dos temperaturas distintas (13 y 30 °C).
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bajos, como es en este caso AA y APD, en cambio Poria
placenta y Merulius sp. tienen un comportamiento muy
similar tanto en APD como en AEM, indicando que requie-
ren una fuente de C o de N para su desarrollo.

La evaluacion de la velocidad maxima de las colo-
nias flingicas de las tres cepas en presencia de Poly R-478,
indican que: T. versicolor presenta la mayor velocidad de
crecimiento (1,5 cm/d) a 30° C. Mas aiin en la Tabla 2, se
muestra que bajo estas condiciones, dicha cepa presenta
la mayor drea de decoloracion en la placa Petri al cabo de
diez dias de incubacion. Se observa al mismo tiempo que la
temperatura influye fuertemente en la activacién del siste-
ma ligninolitico; de este modo es posible comprobar que a
13°C el efecto de la decoloracién sobre Poly R-478 por T,
versicolor esun 60% menor, que el inducido por esta cepa
auna temperatura de 30 °C.

Bajo las mismas condiciones de nutrientes, la ge-
neracién de enzimas ligninoliticas por Poria placenta y
Merulius sp. son respectivamente, un 60%y 30% menor a
la generada por T. versicolor a 30 °C. Se observ que T,
versicolor presenta un metabolismo primario y secundario
casi en forma paralela, es decir, que a medida que se obser-
va aumento de la biomasa, se produce la decoloracion del
compuesto Poly R-478. El 4rea de decoloracion est4 estric-
tamente relacionada con la activacion del metabolismo se-
cundario del hongo, que en muchos casos puede activarse
tras la limitacion de la fuente de carbono. En este caso
especifico, la presencia de enzimas oxidativas tales como
oxidasa y peroxidasas indicarian el inicio del ciclo catalitico
deenzimas ligninoliticas tales como MnP y lacasas entres
otras (Moreira, 1997). Desde un punto de vista de la aplica-
cién de las enzimas, es importante considerar los factores
nutricionales y fisiolégicos en el cultivo de los hongos,
también es importante considerar los factores
medioambientales tales como la agitacion, efecto del oxi-
geno, entre otros (Moreira et al., 1988). Los ensayos en
placas, forman parte de la etapa inicial de propagacion de
la cepa para su posterior cultivo en medio liquido y obten-
cion de enzimas. Existe una cantidad de estudios centra-
dos en la identificacion y produccién de estas enzimas
(Feijoo et al., 1995) para ser utilizadas directamente en pro-
cesos, tales como, el blanqueo en la industria de celulosa
(Bajpai, 1992) o enla degradacion de compuestos toxicos y
aromaticos o compuestos de caracter ligninicos (Archibal
etal., 1990).

2.- Sintesis de enzimas ligninoliticas. Las tres cepas
(Poria placenta, Merulius sp. y T. versicolor) evaluadas
en el apartado anterior, fueron evaluadas de acuerdo a la
metodologia para la sintesis de enzimas ligninoliticas.

Como se observa en la Figura 3, Poria placenta, T.
versicolor y Merulius sp., presentan sintesis de enzimas
oxidativas desde que se detecta concentracién de peréxido

de hidrogeno. Las concentraciones maximas de enzimas
son detectadas cuando la concentracién del sustrato, en
este caso, glucosa, disminuye a concentraciones menores
que un 50% de la concentracion inicial. En todas las cepas
se detectd distintas concentraciones de manganeso
peroxidasa (MnP). Existen trabajos en que se ha encontra-
do que la efectividad de la decoloracion esta afectada por
la presencia o ausencia de la enzima en cuestion, pero no
esta relacionada con la concentracion dé ésta en el medio.
Esto confirmaria lo obtenido en el presente trabajo, pues
como se observa en la Figura 3, los niveles de MnP son
variables, sin embargo, en el cultivo en placas en presencia
de Poly-R478 las tres cepas estudiadas degradan el com-
puesto ciclico Poly R-478. Poria placenta, presenta la
maxima actividad de la enzima MnP de 92,20 U/L en el sexto
dia de sintesis.

Tabla 2.- Radio de las colonias (cm) y decoloracién
méixima(cm) en el medio Poly R-478 alos 10 dias de

incubacién
Cepa Radio (cm) | Decoloracién (cm)
13+£3°C 30+1°C| 13+3°C 30+1°C
Pplacenta | 3,59 8,3 0,56 2,71
Lversicolor | 3,6 9.0 2,68 9,0
Merulius sp| 2,27 6,54 | 0,42 5,11

La presencia de lacasa (40 U/L) fue detectada solo
enpresencia de T. versicolor, 1a concentracion maxima (40
U lacasa/L) se produjo al quinto dia del proceso; ésto es
concordante con trabajos realizados por Paice et al. (1995),
que indican que I versicolor es uno de los hongos que
puede sintetizar abundantemente lacasa. No se observa
sintesis de lacasa por Poria plancenta ni por Merulius sp.

CONCLUSIONES

Se aisl6 y seleccioné dos cepas nativas de
Basidiomycetes con caracteristicas ligninoliticas. Las ve-
locidades de crecimiento maximo y de decoloracién, de-
penden estrechamente de la temperatura y disponibilidad
de nutrientes. Los valores mdximos de velocidad de creci-
miento se obtuvieron a 30 °C y en medio de cultivo AEM.,
En el sistema batch, todas las cepas seleccionadas sinteti-
zaron MnP, el maximo de actividad detectado fue de 90 U
MnP/L, por Poria placenta. En los productos del meta-
bolismo de la cepa identificada como 1. versicolor, fue
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posible detectar actividad de enzima lacasa en nivele
hasta 40 U/L.
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