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1. RESUMEN

En la industria del papel se utilizan diferentes métodos de blanquear la pulpa para
sus diversos usos. Estos son el mecanico, semimecanico y quimico. El blanqueo
de la pulpa quimica utiliza cloro para una primera fase de eliminacion de la lignina,
lo cual es una fuente de contaminantes toxicos. Las enzimas extracelulares
producidas por organismos (tales como hongos, bacterias y plantas) podrian ser
utilizadas para este fin. La introduccion de las enzimas Oxido-reductoras en la
industria de la pulpa y papel seria de gran interés en el bioblanqueo, lo cual
permitiria el uso de nuevas tecnologias, menos costosas y amigables al
ecosistema. En nuestro grupo de trabajo se realiz6 un escrutinio de 126 aislados
fungicos para determinar la actividad Oxido-reductora en medio de fermentacién
solido, dentro de los cuales destacaron 21 (llamados grupo M21). En el presente
trabajo se evalla al grupo M21 para determinar la actividad enzimética 6xido-
reductora en medio de fermentacién liquido y su posible aplicacién en el blanqueo
de la pulpa para papel. Los resultados mostraron que los hongos del grupo M21
presentaron actividad enzimatica Oxido-reductora y una minima produccion de
actividad celulolitica, dentro de los que destacan los aislados 6, 13 y 19. Estos
aislados se identificaron por técnicas moleculares. El aislado fungico 13 presento

mayor actividad enzimatica éxido-reductora.

Palabras clave: Oxido-reductora, enzimas, hongos, bioblanqueo, industria de la

pulpa y papel.
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2. ABSTRACT

In the paper industry different methods of bleaching the pulp are used for their
various uses. These are the mechanical, semimechanical and chemical. Bleaching
of the chemical pulp uses chlorine for a first phase of lignin removal, which is a
source of toxic contaminants. Extracellular enzymes produced by organisms (such
as fungi, bacteria and plants) could be used for this purpose. The introduction of
oxide-reducing enzymes in the pulp and paper industry would be of great interest
in bio-bleaching, which would allow the use of new technologies, less expensive
and ecosystem friendly. In our work group, 126 fungal isolates were screened to
determine the oxidative-reducing activity in solid fermentation medium, in which 21
(group M21) were highlighted. In the present work the group M21 is evaluated to
determine the oxidation-reducing enzymatic activity in liquid fermentation medium
and its possible application in the bleaching of pulp for paper. The results showed
that the fungi of the M21 group had oxidase-reducing enzymatic activity and a
minimal production of cellulolytic activity, among which the isolates 6, 13 and 19
were highlighted. These isolates were identified by molecular techniques. The

fungal isolate 13 had higher oxidation-reducing enzyme activity.
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3. INTRODUCCION

En la actualidad, las enzimas son utilizadas en la industria como catalizadores
econémicamente disponibles y amigables al medioambiente. Si bien, la industria
enzimatica representa un porcentaje bajo en la industria de productos quimicos, su
rapido crecimiento en la biotecnologia hace que el campo de la industria de

enzimas se proyecte con un crecimiento ascendente.

La industria del papel utiliza diferentes quimicos para blanquear la pulpa en sus
diversos usos de produccion. Dentro de este tipo de quimicos encontramos el
Cloro elemental y sus derivados. Actualmente, nuevas alternativas para el
tratamiento del blanqueo de pulpa quimica libre de cloro existen. Una de ellas es
aplicar enzimas con capacidad blanqueadora, lo cual permitira obtener productos
menos costosos y amigables al ecosistema. Las enzimas xilanoliticas y
ligninoliticas son de principal interés, ademas de aquellas que tienen como

caracteristicas la produccion de H»O,.

Un caso especial de uso biotecnoldgico lo representan las enzimas extracelulares
de Oxido-reduccion con capacidad para intercambiar uno o dos electrones. Varios
organismos producen estas enzimas, dentro de los que destacan los hongos, que
son capaces de producirlas para alimentarse del medio donde habitan, por lo cual

en este estudio se investigara un grupo de hongos con ésta actividad.

En nuestro grupo de trabajo se realizd un escrutinio de 126 aislados fungicos en
medio de fermentacion solida. Los resultados mostraron que 21 aislados producen
actividad oxido-reductora. Debido al fendmeno observado decidimos seguir con la
investigacion de estos aislados en un medio de fermentacion liquido con la
finalidad de determinar las enzimas caracteristicas, en especial de 6xido-reduccién
e identificar el aislado mediante técnicas moleculares. La aplicacion del extracto
enzimatico en el blanqueo de la pulpa y papel seria una aplicacién a futuro,

rentable y amigable al ecosistema.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Material lignocelulésico

La biomasa lignoceluldsica es la fuente de carbono mas abundante en la Tierra.
La produccion de papel y de otros productos de celulosa es el principal uso no
alimentario de la biomasa vegetal (Alvarez, 2015). La mayor parte de la celulosa
que utiliza la industria de la pulpa y papel proviene de la madera de confferas,
pero el mercado de la madera de latifoliadas aumentd durante los Ultimos 25 afios.
La biomasa vegetal, fuente de materiales renovables terrestres, esta constituida
mayoritariamente por dos polisacaridos (celulosa y hemicelulosa) y un polimero
aromatico (lignina). La celulosa es un polimero lineal de unidades de celobiosa (D-
glucopiranosil-B-1,4-D-glucopiranosa) y presenta una estructura extremadamente
ordenada (a menudo cristalina). Por el contrario, la lignina, el constituyente vegetal
mas recalcitrante que deriva de tres precursores fenolicos (los alcoholes p-
cumarilico, coniferilico y sinapilico que dan lugar a las llamadas unidades p-
hidroxifenilo (H), guayacilo (G) y siringilo (S)) que forman una red tridimensional
incluyendo subestructuras unidas por enlaces éter y carbono-carbono (C-C). La
hemicelulosa presenta una complejidad intermedia y estd constituida por pentosas
y hexosas en cadenas con cortas ramificaciones (Yang et al., 2012). Ademas de
estos polimeros, los materiales lignocelulésicos contienen una fraccion que se
extrae con solventes organicos que incluye compuestos extraibles lipofilicos y
polares. Los extraibles lipofilicos tales como, acidos grasos y resinicos, alcoholes
grasos, alcanos, esteroles libres y conjugados, terpenos y glicéridos presentan
diferencias en cuanto a cantidad y composicion que depende de las especies
vegetales, diferentes partes y edad de los arboles, condiciones de cultivo y otros

factores genéticos y medioambientales.

4.1.1 Celulosa

La celulosa (representa un 50 % de la biomasa vegetal) es un homopolimero de

cadena lineal formado por moléculas de glucosa que se encuentran unidas por

Q.F.B. ROBERTO CASTANEDA URIBE 4
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enlaces 1,4-B-glucosidicos (figura 1). El grado de polimerizacion dependera del

nimero de unidades de glucosa por molécula varia desde 1 000 hasta 10 000.

Toda la celulosa existente en la naturaleza procede fundamentalmente de la
actividad biosintética llevada a cabo por las algas y las plantas superiores, pero
también puede provenir de ciertas bacterias, invertebrados marinos, hongos,
mohos mucosos y amebas. La celulosa se genera mediante complejos
enzimaticos biosintéticos situados en la cara externa de la membrana celular; las

cadenas de glucosa se unen para formar microfibrillas cristalinas (Landa, 2011).

CH.OH

Figura 1. Modelo de la molécula de celulosa. http:/iwww.biologia.edu.ar/plantas/cell_vegetal.htm.

La diversidad de origenes que puede tener la celulosa, asi como de los
tratamientos a que son sujetos los materiales ricos en este polimero para su
extraccion, hacen que se pueda encontrar en un amplio complejo de formas
fisicas. La descripcion de los materiales celulésicos debe incluir aspectos tales
como tamafio, forma, porosidad, area superficial, asociacion con componentes no
celulésicos, conformacién molecular y cristalinidad. Estas caracteristicas son de

notable importancia para los procesos de hidrélisis enziméatica (Yang et al., 2012).
4.1.2 Lighina

El término lignina deriva del latin “lignum”, que significa madera y define al material
cementante presente en las paredes celulares de los tejidos lefiosos de los
vegetales. La lignina se produce en gran parte por la actividad fotosintética que
convierte al anhidrido carbonico en lignina; ésta puede llegar a constituir

aproximadamente el 40 % de la energia solar acumulada en los tejidos vegetales,

Q.F.B. ROBERTO CASTANEDA URIBE 5
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por lo que tiene una funcion destacado en el ciclo del carbono (Lee etal., 2011)

La lignina es el polimero aromatico de origen natural mas abundante en la
naturaleza; representa una de las reservas importantes de carbono organico junto
con la celulosa y la hemicelulosa. La lignina constituye entre un 15 y un 36 % del

contenido de los materiales lignocelulésicos (Kazuchika etal., 2013) (figura 2).

=LIGNIN OH HE——0 CH

e

Figura 2. Estructura esquematica del modelo de inter-unidades de lignina en madera blanda

La lignina es un componente aromatico heterogéneo a diferencia de la mayoria de
los polimeros que constituyen la pared celular vegetal; las unidades fenilpropano
que la componen estan entrelazadas al azar mediante diferentes enlaces, que
forman una macromolécula amorfa e insoluble en agua. La lignina debe su
variabilidad principalmente a la presencia de distintas unidades p-hidroxifenilo (H),
guayacilo (G) y siringilo (S) (Zhang et al., 2015).

La lignina de las gimnospermas esta formada principalmente por unidades G

(alcohol coniferilico) y algunas unidades de alcohol cumérico (H); en el caso de las

Q.F.B. ROBERTO CASTANEDA URIBE 6
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angiospesmas estd compuesta por igual proporcion de unidades G (alcohol
coniferilico) y S (alcohol sinapilico) y una menor cantidad de unidades
hidroxifenilpropano derivadas del alcohol hidroxifenilpropano que a su vez se
deriva del alcohol cumarico (Jafari et al., 2015). La lignina de las gramineas esta

formada por una mezcla de tres unidades, unidas por enlaces de tipo éster.

4.2 Industria de la pulpa y papel
4.2.1 Contaminacion generada por la industria de la pulpay papel

La industria de pulpa y papel es considerada como una de las industrias
contaminantes del mundo (Sumathi y Hung, 2006). El proceso de produccion
consiste en dos pasos principales: la fabricacion de pulpa y blanqueo. El
despulpado es la etapa inicial y la fuente de la mayor parte de contaminantes de
esta industria. La decoloracion es el ditimo paso del proceso, que pretende
blanquear y dar brillo a la pulpa. El blanqueo es un proceso dirigido en varias
etapas mediante el cual se refina y aclara la pulpa en bruto. El objetivo es disolver
(pulpa quimica) o modificar (pasta mecanica) la lignina parda que no se eliminé
durante los procesos de elaboracién de la pulpa, el cual mantiene la integridad de
las fibras. Una fabrica produce pulpa por encargo de acuerdo al orden, la
concentracion y el tiempo de reaccion de los agentes blanqueantes. Cambios en el
consumo de agua en funcién del proceso de produccién podrian llegar a producir
60 m®t de papel con las tecnologias mas modernas y disponibles, esto con la
finalidad de contaminar una menor cantidad de agua (Polishchuk et al., 2015). El
agua residual es generada a partir del proceso de producciéon de ésta industria que
incluyen una elevada concentracion de productos quimicos tales como hidroxido
de sodio, carbonato de sodio, sulfuro de sodio, bisulfitos, cloro elemental o de

dioxido de cloro, éxido de calcio, acido clorhidrico, etc. (Sumathi y Hung, 2006).

4.2.2 Agua residual

En la fabricacion de pulpa se utilizan varios procesos con demandas diferentes de

Q.F.B. ROBERTO CASTANEDA URIBE [
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agua Yy todos estos procesos son con agua continua. La calidad de agua residual
generada en la fabricacién de pulpa y el blanqueo es significativamente distintivo
debido a los procesos y tipos quimicos (Monte et al., 2009). Aproximadamente 200
m®de agua se utilizan por tonelada de pulpa producida y la mayoria de ella
contaminada, especialmente agua residual generada por el proceso de fabricacién
de pulpa quimica. Los principales problemas de las agua residual son el elevado
contenido organico o demanda quimica de oxigeno (DQO) (20-110 kg DQOI/T de
papel que se seca el aire) de coloracion marrén oscuro y la demanda de oxigeno
bioldgico (DOB), haluros organicos absorbibles (AOX), contaminantes toxicos, etc.
(Nurmesniemi et al., 2007). La preparacion de madera, fabricacion de pulpa,
lavado de la pulpa, cribado, lavado, blanqueo, la maquina de papel y revestimiento
son operaciones de fuentes de contaminacién mas importantes entre las distintas
etapas del proceso. El agua residual del proceso de blanqueo de pulpa mecanica
tiene una calidad diferente. Esta agua residual no es de mayor resistencia que el
agua residual en el proceso de fabricacion de pulpa, sin embargo, incluyen

componentes téxicos (Ochoa, 2008).

Los problemas ambientales de la industria de la pulpa y papel no estan limitados
por el gran consumo de agua.lLa generacion de agua residual, residuos solidos
(que incluye la generacion de lodos de plantas de tratamiento de aguas
residuales) y emisiones a la atmdésfera son otros problemas de interés (figura 3).
Enfoques para la investigacion de los tratamientos y eliminacion eficaces de estos

factores son de interés.

B) C)

Fgura 3. Contaminacion de agua (A), aire (B) ysuelo (C) generada por la industria de la pulpa y papel.
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En los procesos del blanqueo y tratamiento de agua residual, las enzimas fangicas
pueden ser utilizadas debido a su potencial redox para modificar e inactivar
componentes téxicos presentes en los procesos industriales. Por lo cual las
empresas podrian mejorar las metodologias utilizadas con estas enzimas para el
mejoramiento de los productos y obtener agua limpia, lo que ayudaria a mejorar

las condiciones en la reutilizacion y tener productos amigables al ecosistema.
4.3 Hongos

El Reino Fungi constituye uno de los mayores grupos de seres vivos existentes en
el planeta. La estimacion conservadora aceptada del nimero de especies es de
1,5 millones (Blackwell, 2011). Esta estimacion se derivdO mediante la
extrapolacion de datos de hongos conocidos a partir de regiones estudiadas, asi
como datos de hongos estudiados a partir de huéspedes de plantas (Pringle et al.,
2009). Aungque no se sabe exactamente cOmo ya se conocen muchas especies de
hongos, se puede estar razonablemente seguro de que esta en el intervalo de 72
000 a 100 000 (Schmit y Mueller, 2007). Esto implica que sabemos tan poco como

un 5 %, es decir, s6lo 1 de cada 20 especies de hongos que existen.

En lo que refiere a su nutricion los hongos son heterotrofos, utilizan compuestos
organicos como fuente de carbono, electrones y energia. El glucogeno es el
polisacarido primario que almacenan de reserva y la mayoria emplean hidratos de
carbono (en especial glucosa o maltosa), asi como compuestos nitrogenados para
la sintesis de aminoacidos y proteinas. Los hongos requieren que las moléculas
organicas sean de menor tamafio, para ello, excretan enzimas (extracelulares) al
medio que rompen las grandes moléculas transformandolas en pequefias
(azlcares, aminoacidos, iones minerales, etc.). EI hongo absorbe a través de las
paredes y membranas de las hifas las moléculas resultantes de la digestion
externa y ya dentro de las células son metabolizadas (Lutzoni y Miadlikowska,
2009).
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4.3.1 Clasificaciéon de hongos
Dentro de los tipos de vida tenemos:

« Aquellos que obtienen nutrientes a partir de materia organica, no viva, que
se encuentran en el medio y se les denomina saprofitos.

% Los hongos que obtienen los nutrientes lentamente a partir de hospedantes
vivos, a menudo sin matarlo es denominado biétrofos (parasitos obligados).
Este tipo de hongos segrega una cierta cantidad de compuestos que
modifican la permeabilidad de las membranas del hospedante provocando
la salida de azicares y aminoacidos, que son absorbidos por el hongo.

% Los hongos que matan al hospedante se les denominan necrotrofos. Estos
segregan toxinas que provocan la lisis celular con la liberacion inmediata de
nutrientes al medio, que son absorbidos por el hongo. Estos hongos
funcionan como parasitos (facultativos), en primera estancia de ataque y
posterior a esto es un saprotrofo una vez que el hospedante este muerto,

regularmente son patégenos de plantas y animales.

Los hongos saprétrofos son fundamentales para el reciclado de nutrientes y la
degradacién de materia organica, especialmente los minerales fosfatados y
moléculas de carbono que se encuentran en la superficie de la madera y otros

recursos vegetales.

Las dos divisiones principales de hongos son los ascomicetos (Ascomicota) y los
basidiomicetos (Basidiomicota) (figura 4), los cuales son llamados segun las
caracteristicas de sus estructuras reproductivas. Los ascomicetos tienen como
estructuras reproductivas a las ascas en forma de saco (Griego askos, saco),
dichas estructuras se encuentran llenas de esporas; los basidiomicetos en cambio,
tienen basidios como estructuras reproductivas (Griego basidion, base pequefia)
(Lutzoni y Miadlikowska, 2009).
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Fgura 4.Imagen ilustrativa de hongos de la Division Ascomicota (A) y Basidiomicota (B).

4.3.2 Degradacién de productos lignocelulésicos por hongos

Los principales organismos que descomponen los productos lignocelulésicos
pertenecen al reino de los hongos. Estos degradan los polimeros de la madera,
incluso los componentes de lignina, mediante la excrecidon de enzimas
extracelulares. Los hongos que presentan esta propiedad pueden provocar tres
tipos de degradacion del sustrato, podredumbre blanda, podredumbre parda y

podredumbre blanca.

Hongos de podredumbre blanda. Algunos géneros de ascomicetos vy
deuteromicetos como Aspergillus y Fusarium, provocan reblandecimiento de los
tejidos de la madera, acompafiado de pérdida significativa de peso. Dichos hongos
se desarrollan en las paredes de la células vegetales; generalmente se presentan
en angiospermas con gran porcentaje de humedad; estos hongos se caracterizan
por degradar a la celulosa, hemicelulosa y en menor grado a la lignina (Carbajo,
2015).

En la actualidad las enzimas son utilizadas ampliamente en el desarrollo industrial
de la transformacién quimica como catalizadores econémicamente disponibles y
ambientalmente amigables. Las ganancias que se generan a partir de la industria
de produccion de enzimas en 2005 se registraron en alrededor de los dos billones
de délares anuales y en el futuro se estima que sea superior a los tres billones de
doélares anuales y esto sin dejar atras la rapida expansion de la biotecnologia.
Aunque la industria enzimatica representa una pequefia parte de la industria de

productos quimicos, el rapido crecimiento de la biotecnologia hace que el campo
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de la industria de enzimas se proyecte con un crecimiento acelerado en un futuro
cercano (Xu, 2005).

4.4 Aplicacion de las enzimas

Xu en 2005 propone tres grupos en base a las principales aplicaciones de las
enzimas generadas por la industria. El primer grupo de ellos lo forman las enzimas
generadas para el uso tecnolégico en un 65 %. El segundo lo componen aquellas
enzimas destinadas para el uso de la industria de alimentos con un 25 % vy el
tercer grupo lo forman las enzimas destinadas para la alimentacion con un 10 %
(Berka y Cherry, 2006).

4.4.1 Clasificaciondelas enzimas

El Comité de Nomenclatura de la Unidon Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (CN-UIBBM) indica que la nomenclatura y clasificacion de las enzimas

se basa en la reaccién que catalizan (http://enzymes.me.uk/enzyme/ec 2013).

Las clases enzimaticas son: 1) Oxidoreductasas, 2) Transferasas, 3) Hidrolasas,
4) Liasas, 5) Isomerasas y 6) Ligasas. Las enzimas 6xido-reductoras a su vez se
subdividen en grupos de acuerdo al tipo de sustrato que utilizan:
Deshidrogenasas, Oxidasas, Peroxidasas, Hidroxilasas, Oxigenasas Yy
Reductasas. En cuanto a la reaccion que catalizan, las enzimas comerciales
comunes son hidrolasas, mientras que la produccion de éxido-reductasas va en
aumento. En los Ultimos afios son un éxito los nuevos desarrollos en la aplicacion
de enzimas oxido-reductasas. El progreso se logra en la utilizacion de enzimas
para el mejoramiento de biosensores y en importantes ensayos de diagndstico
clinico (CN-UBBM, 2013).

En la figura 5 se muestra el modelo de una reaccion de 6xido-reduccion catalizada
por una enzima. En este ejemplo, se representa al sustrato en su estado reducido
(color rojo), se tiene a la enzima (color verde) que para este caso requiere de una

coenzima (color amarillo), asi como de un agente externo que se encuentra
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oxidado (color azul). Una vez que se da la interaccidon enzima-coenzima-sustrato,
se lleva a cabo el transporte de electrones del sustrato a la coenzima y finalmente
al agente oxidante, de tal forma que al terminar la catalisis, el sustrato queda

oxidado y el agente externo queda reducido (Calderon, 2009).

Sustrato
reducido Sustrato

oxidado
‘Coen:imc Coenzima | l

. AN
*%._‘ “ reducido

Enzima  Agenfe
oxidante

Figura 5. Modelo de una reaccion de 6xido-reduccion catalizada por una enzima

4.5 Aplicacion de las enzimas en la industria de la pulpa y
papel
4.5.1 Blanqueo de pulpa para papel

La eliminacion de lignina de pulpas quimicas se llama blanqueo y es necesario
blanquearla por razones estéticas y la mejora de las propiedades del papel. Hoy
en dia el blanqueo de la pulpa kraft utiliza grandes cantidades de productos
quimicos de cloro elemental y sus derivados (lbarra et al., 2006). Derivados del
uso de estos productos quimicos son sustancias organicas cloradas, algunos de
los cuales son téxicos, mutagenos, persistentes, bioacumulativas y causan
numerosas alteraciones perjudiciales en los sistemas biol6gicos (Sigoillot et al.,
2005). Las opciones abiertas para la industria de la pulpa y papel que consideran
un cambio de blanqueo libre de cloro son deslignificacion con oxigeno, coccion
extendida y la sustitucion de didxido de cloro por cloro, peroxido de hidrégeno y

ozono. La mayoria de éstos implican modificaciones de proceso y/o inversiones de
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capital (Seo y Kim, 2015). Este clima de cambio proporciona una oportunidad
para la investigacion de las enzimas. Las enzimas proporcionan una forma simple
y rentable para reducir el uso de cloro, compuestos de cloro y otros productos
quimicos de blanqueo. Las enzimas también ofrecen un enfoque simple que
permite que se alcance un limite maximo de brillo superior. Todo esto se puede

lograr sin grandes inversiones de capital (Arana et al., 2010).

Hasta ahora, dos enfoques basados en enzimas son investigados. Uno utiliza

hemicelulasas y otros ligninasas.

Hasta hace poco, en la industria de pulpa y papel, las enzimas no se consideraban
técnica o econdémicamente factibles. Sencillamente, enzimas adecuadas no
estaban facilmente disponibles, excepto para uso limitado en la modificacion de
almidéon para revestimientos de papel. Sin embargo, la investigaciébn por
instituciones cientificas y productores de enzimas en el desarrollo de enzimas
ofrecen beneficios significativos para la industria. Actualmente, la aplicacion mas
importante de enzimas es en el preblanqueo de pulpa kraft (Bajpai et al., 2007).

También, las enzimas son utilizadas para aumentar la fibrilacién de la pulpa y la
retencion de agua y para reducir el compas en pulpas. Con fibras recicladas, las
enzimas son utilizados en el destintado y para restaurar la unién y aumentar grado

de refinacion (Arana et al., 2010).

45.2 Hemicelulasas

Estas enzimas se utilizan comercialmente en el blanqueo de pulpa. La principal
enzima para mejorar la deslignificacion de la pulpa Kraft es la endo-a-xilanasa,
pero el enriquecimiento de xilanasa con otras enzimas hemiceluloliticas
demuestran la mejora en el efecto del tratamiento enzimatico (Kaur et al., 2016)
Diferentes productos de papel, los cuales incluyen el papel de revista y papeles
tisu fabricados a partir de pastas tratadas enzimaticamente, son introducidas con

éxito en el mercado (Chutani y Sharma, 2015).
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4 5.3 Xilanasas

Varios criterios son esenciales en la eleccion de un microorganismo para producir
xilanasas. Ademas de dar el efecto deseado de bioblanqueo, la preparacion de
enzima resultante debe ser producida en cantidades suficientemente grandes, y la
tecnologia de produccion de xilanasa debe ser compatible con la tecnologia de
una fabrica de pulpa. Ademas, es esencial que la preparacion de la enzima esté
completamente libre de la actividad celulolitica. Cualquier actividad celulolitica
tendra graves consecuencias econdmicas en términos de pérdida de celulosa,
calidad de pulpa degradada y el aumento del costo de tratamiento de efluentes
(Savitha et al., 2009).

Las tecnologias de blanqueo tradicionales también pueden beneficiarse de
tratamientos con xilanasa. Las xilanasas se aplican facilmente y requieren
esencialmente de un gasto minimo de capital. Debido a que las cargas de diéxido
de cloro se pueden reducir, las xilanasas pueden ayudar a mejorar el blanqueo de

la pulpa con la reduccion del componente diéxido de cloro.

4.6 Aplicacion de las enzimas oxido-reductoras en la deslignificacion de la

pulpa para papel

Las oxido reductasas comprenden una gran clase de enzimas que catalizan
reacciones biolégicas de oxidacién/reduccion. Como tantas transformaciones
guimicas y biogquimicas implican procesos de oxidacién/reduccién. La nocién de
desarrollo de aplicaciones practicas biocataliticas de enzimas Oxido-reductoras

son un atractivo (Guzik et al., 2014).

Las principales enzimas de uso biotecnologico en la industria del papel son
aquellas con capacidad de eliminar lignina, dentro de las que destacan la Lacasa,

Lignina Peroxidasa, Manganeso Peroxidasa y Celobiosa Deshidrogenasa.

4.6.1 Lacasas (Lac)

Las lacasas (Bencenediol: oxigeno oxidoreductasa, C.E. 1.10.3.2) son enzimas
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gue forman parte del sistema ligninolitico producidas por varios hongos. La enzima
es una fenol oxidasa con cobre que oxida anillos de lignina en ausencia de Lignina
Peroxidasa. Estas enzimas extracelulares poseen un grupo N-glicosilato que
presenta en su estructura dos monosacaridos: Manosa y N-acetilglucosamina;
contiene ademas cadenas glicosidicas unidas a oxigeno y nitrdgeno, cuya masa
molecular se encuentra aproximadamente entre 60-390 kDa (Widsten vy
Kandelbauer, 2008).

Las Lac reducen el oxigeno molecular a agua y realizan simultineamente la
oxidacion de un electron de diversos sustratos tales como difenoles, monofenoles
sustituido por metoxilos, aminas aromaticas y alifaticas. La catalisis se lleva a cabo
mediante cuatro atomos de cobre (un atomo de cobre tipo 1, un cobre de tipo 2 y
dos cobres de tipo 3) que forman parte del sitio activo de la enzima (Kudangaa et
al., 2011).

4.6.2 Manganeso Peroxidasa (MnP)

La enzima Manganeso Peroxidasa (C.E. 1.11.1.13) es una hemoproteina que
cataliza la oxidacién de Mn*? a Mn*® dependiente de peréxido (H.0,), presenta un
potencial de oxidacién suficiente para absorber electrones de estructuras
fendlicas. El Mn*® es quelado por diferentes acidos organicos como glicolato y
puede oxidar una amplia variedad de compuestos fendlicos (Ozturk y Kasikara,
2007). Ademas, por su pequefio tamafo, este ion podria actuar en zonas internas

de la lignina, inaccesibles a un ataque enzimético directo.

En P. chrysosporium se detectaron varias MnP codificadas por distintos genes que
presentan, al igual que los que codifican LiP, una regulacion diferencial,
dependiendo de las condiciones y del medio de cultivo. Esta actividad se ha
descrito. Ademas, en otros hongos de podredumbre blanca, como Trametes

versicolor (Carbajo, 2015).
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4.6.3 Lignina Peroxidasa (LiP)

La actividad lignina peroxidasa (C.E. 1.11.1.14) se describio por primera vez en el
basidiomiceto P. chrysosporium. La LiP es una glicoproteina monomérica que
contiene un grupo hemo (hierroprotoporfirina [X) como grupo prostético, tiene un
peso molecular entre 38 y 46 KDa y un punto isoeléctrico (pl) que varia entre 3,2 y
4,7 (Wong, 2009). La actividad LiP es detectada en numerosos hongos de
podredumbre blanca, entre otros en P. chrysosporium y Trametes versicolor. Su
actividad depende de la presencia de H,0, y cataliza la oxidacion de compuestos
fendlicos y no fendlicos, hidrocarburos arométicos policiclicos y otros compuestos
gue son resistentes al ataque microbiano, lo que demuestra su capacidad para

oxidar una amplia variedad de compuestos modelo de lignina (Carbajo, 2015).

4.6.4 Celobiosa Deshidrogenasa

La Celobiosa Deshidrogenasa (CDH, C.E. 1.1.99.18) es una proteina monomeérica
gue consiste en dos dominios, uno que contiene un grupo hemo y un dominio que
contiene un dinucledtido de adenina y flavino (FAD) o un 6-hidroxi FAD que esta
unido no covalentemente. Es una homoflavoenzima que oxida los extremos
reductores de celobiosa y algunos celooligosacaridos a sus correspondientes
lactonas, el cual es subsecuentemente hidrolizado al correspondiente acido
carboxilico. La CDH tiene un peso molecular de 90 kDa, de los cuales 80 kDa son
de la proteina y 10 kDa son pertenecientes a una glicosilacion principalmente de

monoméros de manosa.

En estudios previos en el hongo P. chrysosporium muestran que con la sobre
expresion de cuatro enzimas Oxido-reductoras mejoran la degradacion de
sustratos recalcitrantes (Coconi et al., 2015). En 2010 Arana et al., realizaron la
expresion heterdloga del gen cglccl, responsable de la produccion de lacasa en el
hongo basidiomiceto Coriolopsis gallica, en la levadura Kluyveromyces lactis. El
nimero kappa y contenido de lignina disminuyd, lo que indica un efecto

deslignificador en el proceso de blanqueo en pulpa. Chaparro et el., 2009 vy Liers
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et al., 2006 determinan que Cookeina tricoloma y Xylaria polymorpha obtenidos a
partir de madera en descomposicion de troncos caidos tienen actividad de Lacasa
y Celobiosa Deshidrogenasa, relacionadas con la degradacion de lignina de

madera en descompaosicion.

En nuestro grupo de trabajo Monterola en 2013 realiz6 un escrutinio de 126
aislados fangicos, esto con la finalidad de observar la capacidad de producir
actividad enzimética oOxido-reductora. La actividad enzimatica se determino
mediante el método de Czapek-Dox suplementado con 2,6-diclorofenolindofenol
(DCFIF) en placas de medio solido. Un total de 21 aislados fungicos (denominado

grupo M21) presentaron actividad enzimatica oxido-reductora.

Por ello, en este trabajo se realizaron investigaciones sobre la produccion de
enzimas oOxido-reductoras a partir del grupo M21, por lo cual serian una alternativa
en el proceso del blanqueo de la pulpa, con lo que se contribuye a obtener
procesos libres de cloro y asi también que la produccién de las enzimas sean

econémicamente rentables para su uso biotecnologico.
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5. JUSTIFICACION

Las enzimas oOxido-reductoras de origen fingico son una alternativa potencial para
la eliminacién de lignina en el blanqueo de la pulpa quimica y coadyuvan en la
disminucion del dafio ecoldgico. Por ello, en este trabajo se seleccionan hongos

filamentosos como productores de enzimas Oxido-reductoras.
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6 HIPOTESIS

El extracto enzimatico de un aislado fungico nativo de la region presenta actividad
oxido-reductora.
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/7. OBJETIVO GENERAL

% Seleccionar un aislado fungico del grupo M21 con actividad enzimatica

6xido-reductora.

7.1 OBJETIVOS PARTICULARES

« Determinar la actividad enzimatica oxido-reductora en el grupo M21.
+ Identificar las enzimas Lacasa, Lignina Peroxidasa, Manganeso Peroxidasa
y Celobiosa Deshidrogenasa en el grupo M21.

% Identificar molecularmente el aislado con mayor actividad 6xido-reductora.

Q.F.B. ROBERTO CASTANEDA URIBE 21 ==




ESCRUTINIO DE HONGOS CON ACTIVIDAD ENZIMATICA OXIDO-REDUCTORA

2017

8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Obtencion de Determinacion de la
los extractos & 4 actividad enzimatica
enzimaticos oxido-reductora

Fermentacion

liquida

Determinacion de la
actividad o [ Lacasa,
Celobiosa Identificacion  del

Deshidrogenasa, Lignina aislado fungico
Peroxidasa y Manganeso
Peroxidasa

Analisis de
datos
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Material biolégico

Los aislados fungicos fueron proporcionados del cepario del laboratorio de

Fisiologia Celular del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas (UMSNH).
9.2 Medios de cultivo

l. Agar papa dextrosa (PDA). Treinta y nueve gramos del medio agar
papa dextrosa (Bioxon) se disolvieron en 1 | de agua tridestilada, se
sometié a ebullicion durante un min y finalmente se esterilizd en

autoclave a 125 °C y 1,5 atm de presién por 15 min.

Los aislados del grupo M21 se resembraron en PDA por triplicado durante siete
dias para obtener cultivos jovenes. Estos cultivos jévenes se utilizaron para la

fermentacion liquida.

Il. Componentes del medio minimo liquido (Bartnicki-Garcia y Nickerson,
1962) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicién del medio minimo liquido.

Componente g/l

Dextrosa 20,0

Fosfato potasico monobasico (KH,POy) 3,0

Sulfato magnesio (MgSQOy4: 7H,0) 0,5
Nitrato de amonio (NH4NO3) 05
Sulfato de zinc (ZnS04-7H,0) 1,8 x 10°
Sulfato ferroso (FeSO4 7H,0) 1x 10°
Tiamina 1x 10°
Acido nicotinico 1x 10°
Sulfato ciprico (CuSO,-5H,0) 4x 10"
Sulfato de manganeso (MnSO4-H,0) 3x 10™

Todos los componentes del medio de cultivo en negritas se disolvieron en agua
desionizada y se esterilizaron por filtracion. Los demas componentes se

esterilizaron en autoclave a 121 °C y 1,5 atm de presion por 15 min.
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9.3 Produccién enzimatica del grupo M21

La determinacion de la produccién enzimatica se realizé de acuerdo a lo reportado
por Calderén en 2009, se tom6 un propagulo de cinco mm de didmetro de los 21
hongos a ensayar y se inoculd en matraces con 10 ml de medio minimo (ver
componentes en cuadro 3). Las fermentaciones liquidas se realizaron por
triplicado durante seis dias, en agitacion continua a 120 rpm y 29 °C. El muestreo
(separacion de micelio y liquido) se realizé después del tiempo de incubacién vy el
liqguido se centrifug6é a 10 000 rpm durante cinco min. El sobrenadante se utiliz6
para la cuantificacion de la actividad enzimatica y proteinas extracelulares. Todas

las mediciones se realizaron por triplicado.
9.4 Determinacion enzimética oxido-reductora del grupo M21

La determinacion enzimatica se realiz6 mediante el método descrito por Calderon,
2009. La cuantificacion oxido-reductora se realizd con la medicion de la reduccion
del 2,6-diclorofenolindofenol (DCFIF). La mezcla de reaccion contenia DCFIF 2
mM (150 pl) en amortiguador de fosfatos 10 mM a pH de 6,3, de celobiosa 2,5 mM
(2 550 pl) y el extracto enzimatico 0,01 mg/ml (150 pl). La actividad enzimética se
determind a una absorbencia de 600 nm por 3 min a 37 °C. Una unidad de
actividad 6xido-reductora se definio6 como la cantidad de enzima necesaria para

reducir 1 umol de DCPIP/min.

9.5 Determinacion de Lignina Peroxidasa, Manganeso Peroxidasa
y Lacasa

La actividad de Lignina Peroxidasa (LiP) se estimd por el método de Tien y Kirk
1983. El ensayo se bas6é en la oxidacion del alcohol veratrilico (alcohol 3,4-
dimetoxibencilo) a veratrilaldehido en presencia de perdoxido de hidrogeno (H2Oy).
La oxidacion del alcohol veratrilico por la enzima se determinGé por
espectrofotometria a 310 nm. La mezcla de reaccion contenia extracto enzimético
0,01 mg/ml (250 pl), de alcohol veratrilico 1 mM (250 pl), de H,02 0,2 mM (25 ul) y
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de amortiguador de citrato 0,1 M (500 pl) a pH 5.

La actividad de Manganeso Peroxidasa (MnP) se realiz6 mediante el método
descrito por Kuwahara et al., (1984). El ensayo se baso en la oxidacion del rojo
fenol por la enzima a 610 nm. La mezcla de reaccion contenia extracto enzimatico
0,01 mg/ml (250 pl), rojo fenol al 1 % p/v (50 pl), lactato de sodio 250 mM (100 pl),
sulfato de manganeso 2 mM (25 pl), albumina sérica bovina (BSA) al 0,5 % p/v
(200 pl), de H20, 0,2 mM (25 ul) y amortiguador de citrato 0,1 M (500 pl) a pH 5.

La actividad de Lacasa se determind por la oxidacion del 2,2-azino Bis (3-
etilbenzotiazolina 6-sulfonico) (ABTS) mediante el método descrito por Papinutti et
al., 2003. La mezcla de reaccion contenia de ABTS 5 mM (200 ul), de
amortiguador de citrato 0,1 M (600 pl) a pH 5 y de extracto enzimatico 0,01 mg/ml
(200 pl). La oxidacion del ABTS es determinada en el incremento de la

absorbencia a 436 nm.

La actividad enzimatica es expresada en U/ml. Una unidad (U) se define como la
cantidad de actividad enzimética que cataliza la transformacion de 1 pmol de

sustrato por minuto.
9.6 Determinacidon de Celobiosa Deshidrogenasa (CDH)

La cuantificacion de CDH se realiz0 mediante la medicién de la reduccion de
DCFIF en lo descrito por Calderon, 2009. La mezcla de reaccion contenia de
DCFIF 2 mM (150 pl) en amortiguador de fosfatos 10 mM a pH de 6.3, de
celobiosa 2,5 mM (2 550 pl) en amortiguador de fosfatos, de fluoruro de sodio 4
mM (150 pl) en amortiguador de fosfatos y extracto crudo enzimético 0,01 mg/ml
(150 pl). La actividad enzimatica se determin6 a una absorbencia de 600 nm por 3
min a 37 °C. Una unidad de actividad enzimatica se defini6 como la cantidad de

enzima necesaria para reducir 1 pumol de DCFIF/min.
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9.7 Determinacioén del contenido de proteina

El contenido de proteina extracelular del grupo M21 se determind con el método

descrito por Lowry et al., 1951, para el cual se utilizo las siguientes disoluciones:
A: Na,COs3 al 3% en NaOH 0,2 M en agua desionizada

B: Citrato de sodio al 4 % en agua desionizada

C: CuS0O4-5H,0 al 2 % en agua desionizada

Una mezcla de las disoluciones anteriores se prepard en una proporcion de 1:1:48

(viv) de B:C:A con el siguiente orden de adicion:
1. -24 ml de Na,COsen NaOH 0,2 M

2.-0,5 ml de Citrato de sodio

3. -0,5ml de CuSO4 5H,0

Para tal caso se obtuvo una curva estandar de proteina (Figura 6) en donde la
pendiente de la curva se utiliz6 para determinar el contenido de proteina de la
muestra problema. La Albdimina Sérica Bovina (BSA) se utilizo como estandar en
concentracion de 5 mg/ml, la formacion de color azul se determiné mediante la

absorbencia a 640 nm.
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Figura 6. Curva de calibracion de proteina. Curva patrén: puntos azules. Curva teodrica: linea negra.
Coeficiente de correlaciéon, r = 0.9951.
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9.8 Determinacion de la actividad celulolitica

La actividad de endocelulasa (endo-B-1,4-glucanasa) se determiné mediante el
método modificado de Ghose, 1987. A cada tubo de ensaye se afiadieron 400 pl
de amortiguador de citrato de sodio 50 mM a pH 5, 500 pl de disolucién
carboximetilcelulosa al 1 % (p/v), disuelta en amortiguador de citrato 50 mM y 100
ul de extracto enzimatico (0,1 mg/ml). La mezcla de reaccion se homogeneizo y se
incub6 en un termobafio a 50 °C durante 30 min. La reaccion se detuvo con 1 ml
de acido 3,4 dinitrosalicilico (DNS). Los tubos se colocaron en bafio Maria durante
15 min y se dejaron enfriar. Los azlcares reductores se cuantificaron en un
espectrofotometro a 540 nm. Cada ensayo se realizd por triplicado. La
determinacion de azlcares reductores en la muestra problema se obtuvieron a
partir de una curva patrén de dextrosa (figura 7). La actividad especfifica se
expresd en U/mg. Una unidad enzimatica se define como la cantidad de enzima
gue cataliza un pmol de azlcares reductores por minuto en las condiciones de

ensayo.

9.9 Cuantificaciobn de azucares reductores con acido
dinitrosalicilico (DNS)

Para la cuantificacion de azlcares reductores se utiliz6 el método reportado por
Miller, 1959. A partir de una disolucion de dextrosa 5 mg/ml se prepararon
diluciones con agua destilada para obtener una gama de disoluciones de dextrosa
a diferente concentracion. En el cuadro 2 se presentan los componentes del

reactivo DNS.

Cuadro 2. Componentes del reactivo DNS

Componente g/l
Tartrato de sodio y potasio 200
Hidréxido de sodio 20
Acido dinitro salicilico 10
Fenol 2

Sulfito de sodio 0,5
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De cada disolucion se tom6 cantidades crecientes en mililitros y se transfirié a un
tubo de ensaye, se adicion6 1 ml del reactivo DNS, se mezcl6 e incub6 en bafio
Maria (agua en ebullicion) durante 15 min, finalmente se realiz6 una lectura
espectrofotométrica a 640 nm para obtener la curva estandar de dextrosa, en el
intervalo de concentracion de 0 a 1,5 mg/ml. La pendiente de la curva se utilizd
para determinar la concentracion de dextrosa de cada muestra problema (figura
9).

0.45 -
0.4 ~

0.35 -

0.25 A
0.2 A

0.15 A

Absorbenciaa 540 nm

0.1 y = 0,3977x - 0,1899

0.05 r =0,9946

OI T T T T T T T T T T 1
05 06 07 08 09 1 11 12 13 14 15 16

Dextrosa [mg/mL]

Figura 7. Curva calibracion de dextrosa. Curva patron: puntos azules. Curva tedrica: linea negra. Coeficiente

de correlaciéon, r = 0,9946.
9.10 Identificacidon molecular

Los aislados se crecieron en agar dextrosa papa con capa de celofan durante 6
dias a temperatura ambiente. El micelio se removio del papel celofan y se coloco
en tubo falcén a -70 °C. EIl micelio (40 pg) se coloc6 en un tubo que contenia 480
pul de TENS (Tris-HCI 200 mM a pH de 8,5; cloruro de sodio 250 mM; acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 25 mM y SDS al 0,5 %). Los componentes se

mezclaron por inversion y se adiciond Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico
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(24:24:1) (viv). De nuevo se mezcld por inversion por aproximadamente 10 min.

Las muestras se centrifugaron a 12 000 g por 45 min a 4 °C. La fase acuosa se
recuper0 y se extrajo con un volumen de Fenol:.Cloroformo (1:1) (V).
Posteriormente se mezcl6 por inversibn y se obtuvo la fase acuosa por
centrifugaciéon a 12 000 g por 5 min. La fase acuosa se transfirié a un tubo limpio,
se adicion6é 0,54 ml de isopropanol y se mezclé por inversion. La mezcla se
centrifugé a 12 000 g por 10 min, se recuperd el precipitado y se lavo 2 veces con
etanol al 70 % a temperatura ambiente. El precipitado se secé y se suspendio en
TE de pH 8,0.

9.11 Amplificacion del fragmento ITS

Para la reaccion de amplificacién, se colocaron 25 pl (volumen final), 50-100 ng de
ADN, ITS1 10 pM, ITS4 10 pM; dNTP’s 200 mM; 1 unidad de Taqg polimerasa

(Fermentas) y agua hasta el volumen final.

Cuadro 3. Reacciones de una amplificacién y desnaturalizacién del ADN.

Ciclos Temperatura Etapa
A) 1ciclo 5 min 94 °C Desnaturalizacion inicial
5 ciclos 30 s 94 °C
30s 55°C
30s 72°C
B ) 30 ciclos
30s 94 °C Desnaturalizacion
30s 58 °C Alineamiento de primers
1,5 min 72 °C Sintesis de ADN
C) 1ciclo
10 min 72 °C Sintesis final de ADN

La secuencia de oligonucleétidos:

ITS1 (5"-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3)
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ITS4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)

Con estos oligonucledtidos se amplificé un fragmento nucelotidico de 500 a 650
pares de bases (White et al., 1990). Una alicuota de la reaccion se analiz6 en un
gel de agarosa al 1 % con TAE 1 X como regulador de corrida. Un poli nucle6tido
del tamafio esperado se encontré y se secuencié por el método de Sanger et al.
1997.

9.12 Electroforesis en gel de agarosa

El ADN se analizé en un gel de agarosa al 1 % con TAE 1X (Trisacetato 40 mM,;
EDTA 1 mM) como regulador de corrida. La muestra de ADN se mezclé con
regulador de carga (EDTA 6 mM; Ficoll al 18 %; verde de bromocresol al 0,15 %;
xileno cianol al 0,25 %) para aplicarlo al gel. La muestra se separé y los geles se
incubaron en una solucién de bromuro de etidio (10 mg/ml) para su tincion y se

observaron bajo luz ultravioleta.
9.13 Andlisis de correspondencia

Un andlisis de correspondencia se realizé para estudiar la asociacion o nivel de
dependencia entre aislados fungicos y su respuesta a las condiciones de cultivo.
Las variables categoricas se registraron como crecimiento fungico en medio sélido
(FG), actividad oOxido-reductora (OR), actividad Celulolitica (AC), actividad de
Manganeso de Peroxidasa (MnP), actividad Lacasa (LAC) y Celobiosa
Deshidrogenasa (CDH) para facilitar la seleccion de los mejores aislados fangicos.
Las variables categoricas se organizaron en una matriz de 2 vias. Las variables
FG, OR, AC, MnP, LAC y CDH se asignaron a las columnas y los aislados
fungicos se asignaron a las filas. La media de los valores se utilizé para el analisis
estadistico. La distancia entre puntos en un espacio bidimensional indica la
similitud o afinidad entre las variables categéricas. Una menor distancia entre las

variables categoricas indica mayor similitud.
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9.14 Analisis estadistico

Los datos se expresaron como la media + error estandar (ES), se realizd un
andlisis de varianza de una via con el paquete estadistico Statistic versién 8.0, asi
como una prueba de comparacion de medias Tukey (a = 0,05) para determinar si
existen diferencias significativas entre los aislados fungicos evaluados y se realizd
un andlisis de correlacion de Pearson. En el analisis de correspondencia, se utilizé
la diferencia entre las frecuencias observadas y esperadas para comparar
variables categoricas. Los datos se analizaron con el software Statistica version 8
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, EE.UU.).
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10. DISCUSION

El estudio de las enzimas Oxido-reductoras obtenidas a partir de hongos es una
alternativa potencial para la sustitucion de materiales quimicos que se utilizan en
el sector industrial. Un sector que se beneficiaria con la utilizacion de estas
enzimas es la industria de la pulpa y papel, el cual sustituye las sustancias
guimicas en el proceso del blanqueo de la pulpa. Dentro de las ventajas de utilizar
estos sistemas bildgicos es su amplio uso en los sectores industriales, lo cual

podria tener un costo rentable y ser amigable con el ecosistema.

En los Ultimos afios las investigaciones acerca de las enzimas 6xido-reductoras
gque pueden degradar lignina han aumentado considerablemente, esto con la
finalidad de observar su posible uso en la eliminacién de la lignina en la primera
etapa del proceso del blanqueo de la pulpa quimica, sin embargo, existen paises
gque realizan este procedimiento de manera convencional (utilizan Cloro elemental

o sus derivados).

En este trabajo se realizd un escrutinio de 21 aislados fangicos, que previamente
se les habia determinado la actividad enzimatica 6xido-reductora en medio sélido
de fermentacion. Posteriormente se decidid0 evaluar esta actividad en medio
minimo liquido con la finalidad de observar el comportamiento de los aislados en
la produccion enzimatica 6xido-reductora. Una vez realizadas las fermentaciones,
los 21 aislados fungicos se corroboro la produccion enzimatica. Estos datos
muestran que los aislados 6, 13 y 19 presentaron mayor actividad entre los
aislados ensayados, una vez que se realizo el analisis estadistico, mostré que no
existieron diferencias significativas, sin embargo, numéricamente estos tres
aislados destacaron. Estos son los primeros datos obtenidos de las cepas

analizadas en medio sélido.

Una vez mostrados los datos de ambas condiciones fermentativas, realizamos un

analisis de correlacion de Pearson esto con la finalidad de observar la asociacién
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entre las variables problema. Los resultados obtenidos son una correlacion de r =
0,55 y p = 0,05, lo cual indica que existe una relacion positiva y por tanto las
actividades enzimaticas son comparables. El coeficiente de correlacion indicé que
al cambiar el medio de fermentacion podemos observar otro comportamiento de
cada aislado ensayado, esto se relaciona posiblemente a la velocidad de
crecimiento de los aislados fungicos en cada una de las condiciones, por lo tanto,
se observa una mayor produccién enzimatica en medio liquido en los aislados 13 y
19, los cuales se encuentran fuera de la linea de regresion. Con estos resultados
podemos inferir que el medio minimo liquido de fermentacion es viable y por lo
tanto podemos seguir con nuestra experimentacion. En cuanto a la actividad
oxido-reductora no se tiene ningln antecedente sobe la produccion enzimatica,
por lo tanto, hace interesante el estudio de los aislados fungicos para un posible

uso biotecnolégico.

En la industria de la pulpa y papel existen tres métodos para el blanqueo de la
pulpa quimica: Blanqueo con cloro elemental, blanqueo libre de Cloro elemental
(EFC) y blanqueo libre de Cloro total (TCF) (Ibarra et al., 2006; Seo y Kim, 2015).
Este dltimo es de gran importancia ya que dentro de los componentes que utiliza
se encuentran las enzimas de origen microbiano. En la industria de la pulpa y
papel para utilizar un microorganismo en el blanqueo se deben cumplir ciertas
caracteristicas. En primera instancia el tipo de microorganismo, en segundo plano
gue éste produzca una gran cantidad de enzima, posteriormente que exista una
minima o nula actividad celulolitica y finalmente que la industria contenga dentro
de su infraestructura tecnologia compatible para el mantenimiento del hongo, la

produccién y manejo del extracto crudo enzimatico (Savitha et al., 2009).

En este estudio se determiné la actividad celulolitica (AC) con la finalidad de
observar la capacidad de produccién enzimatica de AC en el medio de
fermentacion liquido, ya que esta caracteristica es importante debido a que si
existe gran cantidad, tendriamos degradacion de las fibras de celulosa y por lo

tanto, rendimientos inferiores de pulpa y pérdidas en la produccion de papel. Los
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aislados 18 y 21 presentan mayor actividad en comparaciéon con los demas
aislados analizados, de acuerdo al andlisis de varianza y comparacién de medias

no existieron diferencias significativas.

De acuerdo a la literatura los hongos segregan una cierta cantidad de enzimas al
medio donde se desarrollan de manera natural y su represion catabdlica
dependerd del sustrato que se encuentre en su entorno, por ello en este trabajo
inferimos que al adicionar dextrosa como Unica fuente de carbono al medio de
fermentacion liquido, la produccion de enzimas celulolticas se bloquea y por

consecuente, detectamos menores cantidades de la misma.

La degradacion de lignina de la pulpa para papel a partir de extractos enzimaticos
es debido al tipo de enzimas presentes. En la literatura existen reportes de cuatro
enzimas relacionadas con la deslignificacion, las cuales son, Lignina Peroxidasa
(LiP) y Manganeso Peroxidasa (MnP), Lacasa y Celobiosa Deshidrogenas (CDH).
En este estudio realizamos el andlisis de estas cuatro enzimas en los 21 aislados
fungicos con la finalidad de saber en cuales hongos se encuentran presentes. En
la literatura se reporta la produccion de Lacasa y CDH en un amplio nimero de
ascomicetos tales como, Magnaporthe grisea, Neurospora crassa, Aspergillus,
Curvularia, Penicillium (algunas especies de fitopatdgenos), Trichoderma vy

Botryosphaeria (Assavanig et al., 1992; Vasconcelos et al., 2000).

En nuestro estudio el 100 % del grupo M21 producen CDH y el 75 % actividad de
Lacasa. La presencia de estas enzimas demuestra su relacion de produccion de
acuerdo a lo reportado por algunos autores como necesarias para la obtencién de
nutrientes y de esta manera aumentar la biomasa micelial para la invasion y
degradacion de la pared celular vegetal. En el caso de las Peroxidasas analizadas,
la MnP el 80 % de los aislados fungicos produce esta enzima. Esta enzima no esta
relacionada con el metabolismo directo de componentes por lo cual, algunos
autores hacen referencia que la MnP no se encuentra relacionada con el

metabolismo de los componentes y que puede producirse tiempo después en
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comparacion con la Lacasa y CDH. La LiP no fue detectada en este trabajo. Esta
enzima solo se ha detectado en los hongos de la podredumbre blanca. Perumal
and Kalaichelvan, 1996, publicaron un reporte preliminar de niveles inferiores de
LiP, esto en Ganoderma lucidum en medios modificados con lignina aislada del
bagazo de cafia de azlcar. Para nuestro estudio se infiere que la produccién de
esta enzima es nula posiblemente por las condiciones del medio de fermentacién
liguido. La aplicacion biotecnolégica de estas enzimas incluye varios sectores
importantes tales como, la industria (de los alimentos, de la pulpa y papel y la
textil) farmacologia y en la biorremediacion del suelo (Brijwani et al., 2010).

El efecto de bioblanqueo se realizd para observar -cualitativamente la
deslignificacion de la pulpa Kraft de pino con los extractos enziméticos de los
aislados 6, 13 y 19. Los analisis se realizaron por Cromatografia en Capa Fina
(TLC) y Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas. Los
resultados no mostraron alguna sefial caracteristica de los derivados de lignina en
los cromatogramas obtenidos. Con estos resultados inferimos que los pardmetros
que se utlizaron en la experimentacion no fueron necesarios para observar un
efecto favorable, por lo cual, queda en perspectiva restructuracion de la
metodologia de bioblanqueo con el hongo seleccionado. Las perspectivas para la
complementacion de este trabajo serian un curso temporal de produccion
enzimatica Oxido-reductora del aislado seleccionado, determinar las condiciones
optimas de produccion enzimatica, purificar las enzimas presentes y determinar el
efecto deslignificador del extracto enzimatico en pulpa Kraft.

Del analisis de correspondencia se observd una fuerte asociacion entre las
variables categoricas de OR y CDH. Esto indica que el crecimiento de hongos
dependia del tipo de nutriente y la capacidad de secretar enzimas oOxido-
reductoras presentes en el medio de cultivo. Los aislados fungicos 1, 3, 7, 8, 14,
15, 16, 17, 18, se encuentran relacionadas con la variable de Crecimiento y los
aislados 18 y 21 con la variable AC. Los aislados fangicos 6, 13 y 19 mostraron un
patron de comportamiento diferente del resto del grupo, los cuales presentan un a

mayor relacion a las variables de OR, CDH y LAC. Estos hongos estan mas
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distantes de los otros aislados, lo que indica que los mecanismos y componentes
del inventario genémico utilizado para la regulacion de las enzimas de
degradacion de la pared celular de las plantas son diversos en diferentes hongos
(Glass etal., 2013, Alvarez etal., 2015).
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11. CONCLUSION

El aislado fangico 13 presentd mayor actividad enzimatica 6xido-reductora
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