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Resumen

La lignina es un heteropolimero muy complejo que es mineralizado a partir de la
actividad de una variedad de enzimas ligninoliticas, uno de los organismos
capaz de producir dichas enzimas en el hongo Pleurotus ostreatus en el presente
estudio se desarrolld la cepa 32783, en diferentes sistemas de cultivo:
fermentacion liquida y fermentacion sélida en paja de trigo asi como también en
espuma de poliuretano. Dentro de los resultados obtenidos pudimos observar en
efecto del sistema de cultivo sobre las enzimas de interés, la enzima que
presento mayor produccion respecto a las otro fue la lacasa. Dentro de los
patrones zimograficos pudimos observar que
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1. INTRODUCCION

Con el pasar de los afios, se han generado productos a partir de compuestos quimicos que se
considerarian como una necesidad para la vida cotidiana, pero dichos productos se convierten
en un problema para la poblacion mundial, ya que al ser de origen quimico sintético generan
un problema de contaminacion al ambiente. A éstos compuestos se les denomina xenobidticos,
entre los que se encuentran plaguicidas y colorantes por mencionar algunos, aunque de igual
manera encontramos compuestos quimicos en los desechos de procesos industriales, como en
los efluentes de la industria productora de papel y la industria textilera. La mayoria de estos
compuestos fendlicos son de caracter toxico para miltiples sistemas biologicos, ya que son
compuestos muy recalcitrantes y con una estructura similar a la lignina, para la degradacion de
este tipo de compuestos, una alternativa eficaz es la utilizacion de sistemas enzimaticos —
producidos en forma limitada por algunas bacterias y extensivamente por un grupo de
hongos— (Kirk y cols. 1987). Dentro de este grupo de hongos degradadores de la lignina se
encuentran los denominados, hongos de pudricion blanca, poseen un sistema ligninolitico no
especifico (Have y cols. 2001). Los hongos de pudricién blanca como Pleurotus ostreatus,
Phanerochaete chrysosporium y Trametes versicolor, han sido ampliamente estudiados en la
recuperacion de efluentes provenientes de la industria papelera, textil, quimica, por mencionar
algunas, su sistema enzimatico estd constituido principalmente por las enzimas, Manganeso
peroxidasa (MnP), Lignina peroxidasa (LiP) y Lacasa (LAC), asi como las alcohol veratril
oxidasa (AVO) y versdtil peroxidasa (VP) (Herrera-Mora y cols. 2004; Rothschild y cols.
1999; Ullah y cols. 2000; Cullen y Kersten 2004). Este grupo de enzimas tiene multiples
aplicaciones tanto biotecnoldgicas, como en el drea de la biorremediacion, se han realizado
multiples estudios para evaluar y caracterizar sistemas eficientes para la produccion de dichas
enzimas. De esta manera, en este trabajo se evalué la actividad enzimatica en distintos
sistemas de produccion como lo son, la fermentacion en medio liquido (FL), fermentacion en
medio solido (Fs) sobre espuma de poliuretano (PUF), asi como su desarrollo sobre paja de

trigo donde se evaluaron distintos tamaiios del cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus.



I.I. MARCO TEORICO

1.1.1. Lignina
La lignina, después de la celulosa, es el mayor componente de la materia vegetal y la forma
més abundante de material aromético en la biosfera. La madera y otros tejidos vasculares
contienen alrededor del 20-30% de lignina (Lin y cols. 1992). La mayor parte de ésta se
encuentra dentro de las paredes celulares, entremezclada con la hemicelulosa y formando una
matriz que rodea las ordenadas microfibrillas de celulosa. Este compuesto provee de rigidez a
las plantas superiores ya que actiia como pegamento entre las fibras de celulosa formando la
lamina media (Fig. 1) (Kirk y cols. 1987). Estas caracteristicas le confieren la capacidad de
hacer més dificil el acceso a los carbohidratos facilmente degradables (celulosa, hemicelulosa)

de la hidrolisis enzimatica microbiana (Fritsche y cols. 1999).

Larmena meda

- Pared secundana

Figura 1. Representacion esquemdtica de la pared celular vegetal. Se muestran cuatro niveles,
aumentando de a hacia e. a) Corte transversal de una fibra de madera mostrando la ldmina media y

la pared celular primaria y secundaria. b) Seccién transversal de una porcién de la pared secundaria



con macrofibrillas. ¢c) Un manojo de microfibrillas. d) Los filamentos micelares. e) Corte transversal de

una micela, mostrando la composicion ultra estructural: la lignina, hemicelulosa y celulosa.

El espacio entre las fibras vegetales (lamina media), macrofibrillas, microfibrillas y los
filamentos micelares estd ocupado por lignina (Hiittermann y cols. 2001). Este biopolimero
contiene alrededor de 10-20% de grupos hidroxilo fenélicos lo cual le confieren rigidez a la
pared celular de las plantas, asi como la capacidad para protegerlas del ataque de organismos

patogenos (Lin y cols. 1992). Una estructura quimica parcial representativa se muestra en la

figura 2.
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Figura 2. Estructura parcial de la lignina (Davila y cols. 2006).



1.2, Microorganismos degradadores de la lignina

Al ser la lignina un heteropolimero muy recalcitrante, solamente es mineralizado
(transformado hasta diéxido de carbono y agua) en forma limitada por algunas bacterias y
extensivamente por un grupo de hongos (Kirk y cols. 1987). Dentro de este grupo de hongos
degradadores de la lignina se encuentran los denominados hongos de pudricién blanca (Have y
cols. 2001). Estos hongos son los Ginicos organismos capaces de despolimerizar y mineralizar
la lignina, permitiendo de esta forma el acceso a los carbohidratos que estan embebidos en la
matriz de lignina y hemicelulosa (Crawford 1981; Hammel 1997). Este proceso se lleva a
cabo, a través de un sistema degradativo no especifico y complejo formado por enzimas
extracelulares, metabolitos de bajo peso molecular Y especies activas de oxigeno capaces de

atacar al polimero (Schoemaker 1990).

I.3.  Caracteristicas de los hongos

Los hongos, tradicionalmente se han definido con base en sus Caracteristicas, como
organismos eucarioticos, productores de esporas, sin clorofila, con nutricién heterétrofa por
absorcion, capaces de reproducirse sexual y/o asexualmente, cuyos filamentos usualmente son
estructuras somaticas ramificadas conocidas como hifas y tipicamente son rodeadas por una

pared celular rigida (Guzmén y cols. 1993; Alexopoulos y cols. 1996).

1.4.  Hongos de pudricion de la madera

Los hongos presentan gran variedad de formas de vida, y cada uno con caracteristicas
diferentes asi como la manera de degradar la madera. Estan clasificados en tres tipos, de
pudricion oscura, blanda y blanca.

El ataque enzimatico del hongo debilita la madera degradando la celulosa y la lignina de las

paredes celulares y sustrayendo la lignina entre células.



1.4.1. Hongos de pudricion oscura

Solo el 6% de los hongos de pudricién conocidos actualmente ocasionan la pudricion oscura.
Esta pudricion es causada por hongos basidiomicetos principalmente, lleva este nombre
porque al degradar los carbohidratos y polimeros (celulosa y hemicelulosa) presentes en la

madera, esta adquiere un color oscuro y una consistencia quebradiza (Schwarze y cols. 2000).

1.4.2. Hongos de pudricion blanda

La pudricion blanda la causan, generalmente, los hongos descomponedores de la familia de los
ascomicetos, aunque algunos basidiomicetos pueden causar una pudricion similar a la
pudricion blanda. Los hongos causantes de pudricion blanda usan un tipo de ataque similar al
utilizado por los causantes de pudricion marron; se degrada preferentemente la celulosa. Los
hongos de pudricion blanda atacan la celulosa de las paredes celulares y forman a menudo
cavidades microscopicas en la pared secundaria celular (Schwarze y cols. 2000). La pudricién
blanda aparece de color paja en fases avanzadas y puede ser dificil distinguirla de la pudricion

blanca.

1.4.3. Hongos de pudricion blanca

En este grupo se encuentran principalmente basidiomicetos y ascomicetos. EI nombre de
pudricion blanca se deriva de la apariencia blanquecina de la madera al remover la lignina,

celulosa y hemicelulosa (Schwarze y cols. 2000).

Son organismos aerobios obligados, su nutricion es por medio de la combustién bioldgica de
la madera y materiales asociados, usando oxigeno molecular como aceptor terminal de
clectrones. La via metabolica de produccion de energia interna es a partir de la glucdlisis en el

citoplasma y ciclo de Krebs en la mitocondria que es la misma que la mayoria de los
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organismos aerobicos (Kirk y Cullens 1998). Las hifas invaden rapidamente las células de la
madera y permanecen en la pared del lumen, secretan enzimas y metabolitos que provocan la
despolimerizacion de la hemicelulosa, celulosa y la fragmentacion de la lignina.

Presentan dos patrones de descomposicion, la pudricion simultinea donde la celulosa,
hemicelulosa y lignina, son removidas simultineamente y la deslignificacion, en la cual la
lignina es removida antes de la hemicelulosa y celulosa. Los hongos de pudricion blanca
rompen la lignina por un proceso oxidativo por medio de fenol-oxidasas que son formadas y
liberadas por la hifa, tales como las lacasas, MnP, LiP, tirosinasas y peroxidasas (Schwarze y

cols. 2000).

Los hongos basidiomicetos de pudricion blanca como Pleurotus. ostreatus producen enzimas
involucradas en la degradacion de la lignina en su habitat natural (lacasas, MnP y no LiP)
(Stajic y cols. 2006; Cohen y cols. 2002). Estos hongos tienen la capacidad de degradar
sustancias como dioxinas, bifenilos policlorinados (PCBs), hidrocarburos policiclicos
aromdticos, plaguicidas clorados y organofosfatados, entre otras (Robinson y cols. 2001). La
accion de estos hongos se basa en la no especificidad del sistema enzimatico para
depolimerizar y mineralizar la lignina (Moeller y cols. 2003). La degradacion de la lignina esta
estrechamente relacionada con factores ambientales (pH, temperatura, grado de humedad) y

con el organismo involucrado en dicha degradacion (Palmieri y cols. 1997).

1.5. Género Pleurotus

Dada la amplia variedad de hongos y su complejidad estructural, fisiologica y morfologica, ha
sido necesario clasificarlos segun sus caracteristicas mas intrinsecas. A través del tiempo. De
manera general, se considera que las especies del género Pleurotus poseen cuerpos fructiferos
con un pileo liso o algo escamoso hacia el centro, en forma de embudo, de pétalo de flor o de
concha de ostra, con himend6foro lamelado y de consistencia tipicamente carnosa o correosa;
de colores que van desde el grisaceo, café y hasta rosados; carecen de estipite (sésiles) o bien
este es lateral o excéntrico y corto aunque a veces puede ser mediano o largo; sus ldminas son

poco o nada unidas entre si en la base, generalmente decurrentes o en algunos casos



subdecurrentes; su carne es blanda y correosa con olor y sabor agradables (Zadrazil, 1974 ;

Garcia y cols. 1998; Herrera y Ulloa, 1998). En la figura nimero 3 se presentan las

caracteristicas estructurales de Pleurotus.

Figura 3. Pleurotus ostreatus y sus partes. A) El estipite o pie, mientras que en B) hace

referencia a pileo o sombrero mientras que C) himenéforo o laminas.

Las especies de Pleurotus tienen capacidad de secretar diversas oxidasas y fenoloxidasas lo
que les permiten crecer en sustratos que contienen lignina y compuestos fenolicos (Fan y cols.
2003). Al utilizar un sistema que exalte la capacidad que poseen los hongos para degradar
compuestos aromaticos complejos, como parte de su metabolismo natural, ha permitido que
sean usados es la degradacion de diversos compuestos xenobidticos, incluyendo los colorantes

sintéticos usados en la industria. Muchos basidiomicetos y ascomicetos han sido usados en la



decoloracion de colorantes. Esto puede deberse a que los filamentos fiingicos, son menos

sensibles a variaciones en temperatura, pH, nutrientes y aireacion (Pant y cols. 2007).

1.5.1. Ciclo de vida

Al conjunto de hifas ramificadas de los hongos se le conoce como micelio, mismo que puede
encontrarse en forma monocariotica (un solo nicleo) o dicariética (dos nicleos). En el caso de
los basidiomicetos, bajo condiciones fisiologicas y ambientales especificas, el micelio
dicariotico comienza a formar estructuras reproductoras denominadas cuerpos fructiferos
(también llamados carpdforos, espordforos o basidiocarpos) y este proceso es acompaiiado por
la transcripcion de genes especificos que producen abundante 4cido ribonucleico mensajero
(ARNm) (Futoshi y cols. 2004).En el ciclo de vida de estos organismos, se presentan tres

fendmenos importantes (Moore-Landecker, 1996; Herrera y Ulloa, 1998):

*Plasmogamia o anastomosis: Fusién de dos células del micelio que se aparean, a
través de la cual los niicleos de dos cepas coexisten en un citoplasma comuan.
*Cariogamia: Fusion de los niicleos.

*Meiosis: Division nuclear en la cual el nimero de cromosomas es reducido del estado

diploide al estado haploide.

Como se muestra en la Figura 4, la fase haploide se presenta cuando existe un niimero n de
cromosomas y las células o grupos de células en este estado se denominan haplontes. La fase
diploide se obtiene cuando hay un niimero 2n de cromosomas y las células o grupos de células
en este estado se llaman diplontes. En algunos basidiomicetos como en el caso de Pleurotus, la
cariogamia no se lleva a cabo de manera inmediata a la plasmogamia de tal forma que se
produce una fase dicaridtica o dicariofase en la cual, se obtiene una célula denomina
dicariocito o dicariote misma que posee dos nicleos con diferentes factores de

incompatibilidad y cada uno de ellos se conoce como dicarion (Herrera y Ulloa, 1998).
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Figura 4. Ciclo sexual de Pleurotus (Tomado de Maldonado-Astudillo2007)

La fase dicaridtica es prerrequisito para que se lleve a cabo la reproduccion sexual del hongo
aunque el micelio puede permanecer en estado vegetativo de manera ilimitada y normalmente
solo en este estado del desarrollo se pueden formar células especializadas como los basidios
que son las estructuras en las cuales se lleva a cabo la cariogamia dando comienzo a la fase
diploide la cual esta limitada a una generacion nuclear simple y que inmediatamente después

da paso al proceso de meiosis (Koltin y cols. 1972). De manera general, durante el ciclo



biologico de Pleurotus, se presentan tres fases del desarrollo micelial correspondientes a los
tipos primario, secundario y terciario. El micelio primario se forma a partir de la germinacion
de una basidiospora y esta constituido por hifas en estado haploide cuyo tnico nicleo en cada
compartimiento celular se encuentra separado por una estructura denominada septo o doliporo.
El micelio secundario por su parte consta de células binucleadas o dicarioticas, deriva del
micelio primario y se caracteriza por la presencia de fibulas [estructuras que permiten la
migracion nuclear entre hifas en proceso continuo de elongacion] y finalmente, el micelio
terciario se origina a partir del micelio secundario, se encuentra organizado en tejidos
especializados que forman los cuerpos fructiferos y es el tipo de micelio caracteristico en la
reproduccion sexual de este basidiomiceto (Koltin y cols. 1972; Guzman y cols. 1993; Herrera
y Ulloa 1998). En la Figura 5 se puede apreciar el ciclo de vida de las especies pertenecientes
al género Pleurotus mediante el cual, la germinacién de una basidiospora produce el desarrollo
de hifas filamentosas monocarioticas y haploides quienes al ramificarse conforman al micelio.
mismo que continfia creciendo de forma monocaridtica hasta que pueda realizarse la
plasmogamia con otro micelio contiguo que sea sexualmente compatible. Después de que
ambas c€lulas se fusionan, el septo o doliporo (que permanecia cerrado para evitar el
intercambio intracelular) se abre para que pueda ocurrir la migracion nuclear Y posteriormente
la formacion del micelio secundario dicaridtico mediante la division conjugada simultdnea de
los dos nicleos iniciales y la distribucién de los pares de niicleos hermanos compatibles o
dicariones en las células hijas. Una vez formado el cuerpo fructifero, a partir del micelio
indiferenciado generado por crecimiento vegetativo, se llevan a cabo los procesos de
cariogamia y meiosis. Como producto de este Giltimo, se obtienen niicleos haploides (quienes
poseen de manera aislada un factor de incompatibilidad), que emigran a una tétrada de esporas
formadas en la parte externa del basidio y una vez alli, son liberados durante el proceso de
esporulacion del basidiocarpo maduro. Si encuentran condiciones ambientales apropiadas,
estas basidiosporas germinan produciendo micelio monocaridtico y comienzan nuevamente el

ciclo (Larraya y cols. 1999; Ramirez y cols. 2000; Valencia-del Toro, 2002).
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Figura 5. Ciclo de vida de Pleurotus spp. (Tomado de: Valencia-del Toro, 2002)

1.5.2. Enzimas ligninoliticas

Durante los setenta, se descubrio la accion de diversas enzimas extracelulares capaces de
realizar la ruptura oxidativa de anillos aromaticos, en presencia de peroxido de hidrogeno. El
sistema ligninolitico de los hongos de pudricion blanca como Pleurotus ostreatus.
Phanerochaete chrysosporium y Trametes versicolor, ha sido ampliamente estudiado en la
recuperacion de efluentes provenientes de la industria papelera, textil, quimica, etc., este
sistema enzimatico estd constituido principalmente por Mn-P, LiP y LAC (Herrera-Mora y
cols. 2004; Rothschild y cols. 1999; Ullah y cols. 2000). Entre los basidiomicetos mas
estudiados productores de peroxidasas extracelulares se encuentra Phanerochaete

chrysosporium (Aitken y cols. 1989).



Al ser las enzimas expresadas por los hongos como un proceso idioféasico, el cual esta ligado a
la limitacion de carbono y/o nitrégeno o sulfato en el medio y su sintesis es particularmente
activa con altas tensiones de oxigeno (Dosoretz y cols. 1990; Michel y cols. 1991; Rothschild
y cols.1995; Rothschild y cols. 1999; Schlosser y cols. 1997). Estas enzimas ligninoliticas
pueden actuar separadas o en cooperacion, dependiendo si el hongo es capaz de producir una o

mas (Davila y cols. 2006).

1.5.3. Sitios de unién a sustrato de las peroxidasas.

Las peroxidasas catalizan la oxidacion de una gran variedad de sustratos. Estos van desde
metaloproteinas (como el citocromo ¢) o polimeros de gran tamafio (como la lignina) hasta
pequefias moléculas aromdticas (sustrato de peroxidasas de plantas y hongos) o iones
inorganicos (como el Mn?* sustrato de peroxidasas producidas por los hongos ligninoliticos).
La especificidad de estas enzimas frente a los diferentes sustratos depende de dos factores.
Potencial de reduccion de las diferentes formas activas de la enzima (Compuestos 1 y II) con
respecto al potencial de reduccion de los sustratos: esta propiedad esta determinada por la
capacidad de la enzima para estabilizar los elevados estados de oxidacion del hierro durante el
ciclo catalitico, que se debe tanto al fuerte cardcter anidnico del quinto ligando del hierro
(histidina proximal) como a la naturaleza hidrofilica de los residuos del lado distal del hemo y
a las interacciones electrostaticas en el interior de la molécula (Banci, 1997).

Propiedades estructurales de la proteina, que determinan los sitios de union a los sustratos: esta
especificidad estd probablemente modulada por algunos cambios en la superficie de las
peroxidasas y por sustituciones en un pequefio nimero de aminoécidos, sin llegar a provocar
un cambio significativo a nivel de la estructura secundaria y del plegamiento global de la

proteina (Li y Poulos, 1994; Poulos y cols. 1995).

Mientras que para otras hemoproteina, como los citocromos P450, hay estudios
cristalograficos sobre la unién proteina-sustrato, en el caso de las peroxidasas dicha

interaccion ha sido determinada mediante rayos-X solamente en tres ocasiones: en la union



entre citocromo C y citocromo CP (Pelletier y Kraut, 1992), en la unién del Mn®*" a la MnP
(Sundaramoorthy y cols. 1994) y mdas recientemente en la uniéon del BHA (4cido
benzohidroxdmico) a la peroxidasa de rdbano, (Henriksen y cols. 1998). En el primer caso
parece ser que las interacciones hidrofobicas y de Van der Waals son las fuerzas dominantes
que mantienen unido el complejo citocromo c¢-CcP, mientras que en la MnP la esfera de
coordinacion del Mn?" se mantiene gracias a la formacién de un complejo entre el Mn®* y una
serie de residuos acidos de la proteina. En el caso de la HRP se ha observado la existencia de
un bolsillo hidrofobico que rodea el anillo aromatico del sustrato en el canal del hemo. En lo
que se refiere a la union de las peroxidasas a otros sustratos aromadticos, la falta de datos
estructurales imposibilita la identificacion de los sitios de union, aunque se han realizado
diversas aproximaciones. Asi, para la LiP se han construido modelos en los que se reflejan
posibles sitios de unioén para el alcohol veratrilico (3,4-dimetoxibencilico) (Poulos y cols.
1993), que es un sustrato tipo de esta enzima y actiia como mediador en la degradacion del
polimero de lignina. También se han determinado posibles sitios de unidén, que incluyen
residuos de fenilalanina, en base a estudios de 111-NMR (Banci y cols. 1993). Incluso se han
realizado estudios de mutagénesis dirigida con la 11RP analizando posteriormente la proteina

recombinante por ‘H-NMR (Veitch y cols. 1995).

1.5.4. Manganeso Peroxidasa.

Como se describio anteriormente, la principal reaccion catalizada por la MnP es la oxidacion
del Mn 2* a Mn*" por el H2O: (Glenn y cols. 1986). El Mn** es un oxidante con una vida
media muy corta en medios acuosos (Archibald y Fridovich, 1982). Sin embargo, los hongos
de podredumbre blanca secretan metabolitos aromaticos (como el alcohol veratrilico y el
anisaldehido) y alifaticos al mismo tiempo que las enzimas ligninoliticas, incluyendo acidos
dicarboxilicos que actuan eficientemente como quelantes de iones metalicos como el Mn3~
(Kirk y Farreli, 1987; Kuan y Tien, 1993). Estos quelantes, entre los que se encuentran el

oxalato, no compiten con la enzima por el Mn>* debido a que presentan una constante de unién



muy baja por él. Sin embargo, unen el Mn’+ facilitando su disociacion de la enzima y lo
estabilizan en solucion acuosa con un potencial redox elevado (0.9-1.2).

Tras la estabilizacion del Mn** producido por la MnP, éste puede difundir en el medio de
reaccion llegando a zonas donde la enzima no puede acceder. La desventaja que presenta el
Mn*" quelado como agente ligninolitico con respecto a la LiP es su bajo poder oxidante en
condiciones fisiologicas. La pareja MnP/Mn oxida solamente las unidades fenolicas de la
lignina que son minoritarias en la composicion global de este polimero, y es capaz de oxidar
las unidades no fendlicas. Sin embargo, se ha comprobado que la MnP es capaz de llevar a
cabo una despolimerizacion de la lignina in vitro (Wariishi y cols. 1991b), tal como se habia
demostrado para la LiP. Por otro lado, en un estudio sobre la degradacion de la lignina en
condiciones naturales por Pleurotus pulmonarius, un hongo que no produce LiP, se ha podido
comprobar como la adicién de Mn estimula fuertemente la mineralizacion de la lignina
(Camarero y cols. 1996). El mecanismo de accion del Mn3~ sobre modelos fendlicos es via
formacion de un radical fenoxilo que posteriormente evoluciona dando lugar a una serie de
productos de reaccién parecidos a los obtenidos tras la oxidacion por la LP. Se ha comprobado
que se producen rupturas Ca-CPB sobre compuestos de tipo diaril propano (Wariishi y cols.
1989).

a) Rupturas alquilfenil y oxidaciones Ca. Para explicar algunos de los resultados expuestos
anteriormente, algunos autores han propuesto que ademds de poder oxidar compuestos
fenolicos a través de la accion del Mn**, la MnP también puede oxidar compuestos aromaticos
no fenolicos a través de ciertos intermediarios entre los que se encuentran radicales derivados
de tioles y lipidos insaturados. En presencia de agentes reductores, como los tioles (GSH,
DTT, DTE,), el Mn** puede conducir a la oxidacién de compuestos aromaticos no fenélicos
(Wariishi y cols. 1989).

b) El mecanismo seguido, a diferencia del de la LiP, no implica la formacion de un radical
catiénico. EI Mn*" producido por la MnP oxida los tioles a radicales tiilo y éstos a
continuacién pueden sustraer un electron del Ca de un compuesto aromatico no fenélico. La
degradacion oxidativa de compuestos modelo de lignina (fendlicos y no fendlicos) y lignina

sintética también se ha observado en reacciones en las se produce la peroxidacion de lipidos



insaturados en presencia de MnP y ausencia de H202 (Bao y cols. 1994). Parece ser que el
mecanismo comienza con la autoxidacion de los lipidos insaturados, generiandose los
hidroperoxidos correspondientes. La reduccion de éstos por parte de la MnP en presencia de
Mn** daria lugar a radicales peroxilo de los 4cidos grasos, responsables en Gltima instancia de
la oxidacion de la lignina o compuestos relacionados. Los radicales de los lipidos formados
por mediacién de la MnP son relativamente estables, con una vida media de segundos, y
suficientemente pequefios como para poder entrar por los poros de la madera donde enzimas

como la LiP no puede penetrar.

1.5.5. Versitil peroxidasa

La VP, es diferente de la MnP y LiP de Phanerochaete chysosporium, es capaz de oxidar
MnP** a MnP*" y catalizar reacciones sobre sustratos aromaticos en ausencia de MnP?*
(Davila & Vasquez 2006). Ademas se encontrd que posee una alta afinidad hacia el MnP?",
hidroquinonas y colorantes. También es capaz de oxidar al alcohol veratrilico (a veratril
aldehido), dimetoxibenceno y dimeros de lignina, aunque con menor afinidad que la LiP. El
ciclo catalitico de la VP combina los ciclos de la LiP y la MnP. Sus caracteristicas basicas son
comunes a la mayoria de la peroxidasas. Sin embargo, la VP es tnica ya que es capaz de
oxidar sustratos aromaticos como el alcohol veratrilico (AV) a su correspondiente radical AV,
el MnP?" a MnP?" y sustratos que la LiP solo oxida en presencia de alcohol veratrilico. El ciclo
de la VP incluye la sustraccion de dos electrones de la enzima en estado basal por el peréxido
de hidrogeno para producir el compuesto IBAB (C-IBAB), que contiene un oxo-Fe IV=0 y un
radical cationico en la porfirina. La reduccion en dos reacciones de un electrén produce el
compuesto IIBAB (C-1IBAB), que contiene un oxo-Fe IV=0. Y después, la forma basal de la
enzima,

El ciclo también incluye el compuesto IBBB (C-IBBB), que contiene un oxo-Fe IV=0 y un
radical triptofano (Trp+) y el IIBBB (C-IIBBB), que contiene un Fe Il y un Trpe involucrado
en la oxidacion de AV y otros compuestos aromdticos de alto potencial redox (C-IBBB y C-

[IBBB estin en equilibrio con C-IBAB y C-IIBAB, respectivamente). El porcentaje de las



formas A y B en las dos reacciones puede ser variable y su participacion en la catalisis
dependera de los sustratos disponibles. En otras palabras, los compuestos IBAB y IIBAB
predominaran durante la oxidacién de MnP2+, mientras que un porcentaje del Trpe sera
necesario durante la oxidacion de AV.

Es importante mencionar que esta enzima oxida directamente hidroquinonas y fenoles
sustituidos, los cuales no son oxidados eficientemente por la LiP o la MnP en ausencia de
veratril alcohol 0 MnP2+, respectivamente. Incluso oxida colorantes de alto potencial redox,
los cuales solo son catalizados por la LiP en presencia de alcohol veratrilico. Para esta enzima,
los pH 6ptimos para la oxidacion de MnP2+ Y sustratos aromaticos son diferentes. Para la
oxidacién de MnP2+ el pH Optimo es de 5, mientras que para los compuestos aromaticos y
colorantes es 3. Estos pardmetros son similares a los de MnP y LiP, respectivamente.

Son dos los sitios de unién a sustrato en las VPs de Pleurotus eryngii, y Bjerkander adusia.
Uno exclusivo para el MnP2+ cerca del grupo hemo, y otro para los sustratos aromaticos en
donde tiene un papel fundamental un triptéfano superficial. El flujo de electrones desde el
triptéfano y el grupo hemo se ha demostrado en la VP de P eryngii y se determiné para la VP
de B.adusta. Estudios bioquimicos muestran la existencia de una inhibicion no competitiva
entre la oxidacion de MnP2+ y los sustratos orgénicos, como colorantes de alto potencial
redox e hidrocarburos aromaticos. Estos resultados apoyan la idea de la existencia de dos sitios
de oxidacion con afinidades distintas, que no se ven afectados por la presencia del sustrato
alterno que actia como inhibidor (Davila & Vasquez 2006). La accion de estas enzimas
peroxidasas, requieren la presencia de H20;, como cofactor. Este es producido por enzimas
generadoras de peréxido, como la alcohol veratril oxidasa (AVO), y la glioxal-oxidasa. La
AAOQ, es una flavo enzima extracelular, la cual cataliza la oxidacion de alcoholes aromaticos a
los aldehidos correspondientes. Fl aceptor final de electrones es el oxigeno molecular, lo cual

deja como producto H20,. (Cohen, et al., 2002)




1.5.6. Alcohol veratril oxidasa (AVO)

La alcohol veratril oxidasa (EC 1.1.3.7) es una flavo proteina extracelular, su peso molecular
se sitia alrededor de 58 y 78 kDa, estas variaciones son debidas fundamentalmente a distintos
grados de glicosilacion (Ferreira 2004). Antes de describirse el papel de las peroxidasas en la
degradacion de la lignina ya se habia observado en Phanerochaete chrysosporium su
capacidad para producir HOy, y la probable implicacion de este compuesto en la degradacion
de la lignina (Faison y Kirk, 1983; Koenigs, 1974). Inicialmente se pensé que el HO»
requerido por las peroxidasas para degradar la lignina era producido por oxidasas
intracelulares como la glucosa oxidasa (EC 1.1.3.4) y metanol oxidasa (EC 1.1.3.13) (Kelley y
Reddy, 1986; Nishida y Eriksson, 1987), pero el transporte del Ff202 al medio extracelular es
complicado dado su fuerte cardcter oxidante. Los estudios posteriores se centraron en oxidasas
extracelulares como la glioxal oxidasa (EC 1.1.3.-) de Phanerochaete chrysosporium (Kersten
y Kirk, 1987), una metaloenzima que oxida aldehidos alifaticos como el glioxal, y la AVO.
Esta enzima es una flavoenzima que genera H202 dentro de un sistema ciclico de éxido-
reduccién de metabolitos aromaticos sintetizados por el hongo, incluyendo el p-anisaldehido
(4-metoxibencilico), (Guillén y cols., 1994; Guillén y Evans, 1994; Gutiérrez y cols., 1994).
Ademads de ser el co-sustrato de las peroxidasas ligninoliticas, el H,0, podria participar en la
degradacion de la lignina a través de la generacion de otras especies activas de oxigeno. Entre
éstas se encuentra el OH, fuerte oxidante que podria estar implicado en el ataque inicial a la
lignina cuando las enzimas ligninoliticas no pueden penetrar en la pared celular debido a su
compacta arquitectura molecular descrita anteriormente (Backa e/ al., 1993; Evans e/ al., 1994:
Guillén e al., 2000). También ha sido descrito que AVO evita la repolimerizacion de los

productos liberados durante la biodegradacion de la lignina (Marzullo e/ al., 1995).

Estas proteinas pueden llevar como cofactores flavin-adenin mononucleotido (FMN) o flavin
adenin dinucleétido (FAD). Estos grupos prostéticos son esenciales para su actividad
enzimética, salvo algunas excepciones como la hidroxinitrilo liasa (EC 4.1.2. 10), en la que no

se sabe que el FAD esté implicado en reacciones redox, sugiriéndose que desempeiia un papel



estructural (Dreveny y cols., 2001; Ghisla y Massey, 1989; Jorns, 1979). El ciclo catalitico de
las flavoenzimas lo componen dos reacciones: una primera reaccion de reduccion, donde la
flavina es reducida por un compuesto donador de electrones, y una segunda reaccion de
oxidacién donde la flavina reducida es reoxidada, transfiriendo los electrones a un compuesto
aceptor y completando asi su ciclo. La parte reactiva de la flavina (7.8-
dimetilbenzo[g]pteridina-2,4(3H, 10H)-diona) es el anillo de isoaloxazina. Esta es una
molécula anfiptica formada por la fusion de un dimetilbenzeno (parte hidrofobica) con un
anillo de pteridina (para hidrofilica). Su reduccion es reversible e implica una serie de cambios
quimicos en el anillo de flavina que afectan a las posiciones N1, C4 y N5. La reduccion puede
ser en uno dos pasos, dependiendo si se transfieren dos electrones o un electron
respectivamente. El potencial redox de la flavina libre es de unos —200 milivoltios (mV), pero
en las flavoenzimas puede variar en un rango entre -400 mV y +60 mV dependiendo del

entorno amino acidico (Ghisla y Massey, 1989).

AVO es definida como una Deshidrogenasas/Oxidasas este tipo de flavoenzimas catalizan un
amplio rango de reacciones de oxidacion, tales como la oxidacion de alcoholes o aminas, y
otras mas complejas como la oxidacion selectiva de alcaloides en plantas (Kutchan y Dittrich,
1995). Estas reacciones se caracterizan por tener dos sustratos: un dador de electrones (sustrato
propiamente dicho) y el oxigeno molecular (aceptor de electrones). En la oxidacion del
sustrato se produce la ruptura de un enlace C-H, transfiriéndose los dos electrones al anillo de
flavina. La flavina reducida es reoxidada mediante la reduccion del 0; a H2Ozsin formacion

aparente de intermediarios estables (Massey, 1994):



1.5.7. Lacasas (LAC)

Inicialmente se pensé que las lacasas desempeiiaban un papel esencial en la degradacion de la
lignina ya que su presencia constituye una caracteristica tipica de todos los hongos de
podredumbre blanca (capaces de mineralizar la lignina transformando la madera en un material
blanco enriquecido en celulosa) estas enzimas son glicoproteinas con pesos moleculares muy
amplios (Heinzkill y cols. 1998, Tlecuitl-Beristain y cols. 2008) y temperaturas Optimas entre
50 y 70°C (Morozova y cols. 2007), sin embargo, es posible encontrar enzimas termoestables
como la lacasa de Pycnoporus sanguineus, con un tiempo de inactivacion de 3 horas a 75°C
(Litthauer y cols. 2007). Se han clasificado dentro del grupo de oxidasas de cobre azul. La
molécula de lacasa, usualmente contiene cuatro atomos de cobre, distribuidos en tres sitios
redox (Gianfreda y cols. 1999) Su punto isoeléctrico varia entre 2.6 y 4.5 y presentan actividad
en un amplio rango de pH, entre 2.0 y 8.5 aunque el méximo reportado se encuentra entre 3.0 y
5.0 (Leonowicz y cols. 2001, Morozova y cols. 2007). Poseen potenciales de oxido-reduccion
entre 0.5 y 0.8 eV. Catalizan la oxidacion de compuestos fendlicos y no fendlicos,

mineralizando un rango amplio de colorantes sintéticos.

1.5.8. Estructura de lacasas

La lacasa es una glicoproteina que contiene, por lo general, entre dos y cuatro atomos de cobre
aunque algunas contienen tres o seis atomos, como es el caso de lacasas producidas por Rhus
vernicifera y Rhus succedanca que contienen cuatro y seis atomos de cobre respectivamente
(Reihammar y Oda, 1979). Los 4tomos de cobre que contiene la lacasa son: Cu tipo 1 (T1), Cu
tipo 2 (T2) y dos iones Cu tipo 3 (T3). En sus estados oxidados los cobres T1 y T2 exhiben
sefiales especificas en espectros de resonancia paramagnética de electrones (EPR). Por el
contrario, los dos iones cobre T3 no son paramagnéticos. El cobre T1 en su estado oxidado
absorbe fuertemente la luz a 610 nm (Andreasson y Reinhammar., 1979) El peso molecular de
las lacasas extracelulares esta entre 60 a 80 KDa del cual del 15 al 20% son carbohidratos

(Thurston, 1994); que incluyen a la hexoseamina, glucosa, manosa, galactosa, fructosa y



arabinosa (Yaropolov y cols. 1994). Es una fenol oxidasa que debe su nombre a que fue
descubierta, hace mas de un siglo, en el arbol japonés de la laca: Rhus vernicifera (Yoshida, H.
1883). Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en las plantas superiores, diversas

clases de hongos y algunas bacterias (Gianfreda, y cols. 1999).

Varios trabajos han sostenido la hipétesis de que las familias de lacasa pueden tener diferentes

papeles en el ciclo de vida del organismo (Solé y cols. 2008).

1.6. Importancia biotecnolégica de la produccion de hongos comestibles

El cultivo de hongos comestibles es una industria biotecnol6gica en continuo proceso de
expansion y que poco a poco va cobrando mayor importancia en el dmbito econdémico de
muchos paises. Hasta 1980, las cuatro especies de hongos comestibles mds importantes por su
cultivo eran Agaricus bisporus (champifion), Pleurotus spp. (Seta, ostra), Lentinula edodes
(Shiitake) y Volvariella volvicea. Desde entonces el género Agaricus ha sido el hongo
comestible mas cultivado y consumido en Europa, Norteamérica y México. Por su parte,
Lentinula edodes es producido en su mayor parte en Japon, Volvariella en paises asiaticos y
Pleurotus en México y Sudamérica (Chang, 1999). En lo que se refiere a los hongos del género
Pleurotus, han incrementado su popularidad mundial en los dltimos afios, debido a su
habilidad para crecer en un amplio intervalo de temperaturas (22-28°C) y su capacidad para
utilizar como sustrato diversos materiales ricos en lignina y celulosa tales como rastrojo de
maiz, paja de cereales (Bonatti y cols. 2004), papel (Baysal y cols. 2003), pulpa de café
(Salmones y cols. 2005), viruta de madera (Pérez y Mata, 2005), residuos vegetales asi como
desechos ligninoceluldsicos de la industria alimenticia (Cohen y cols. 2002; Shashirekha y
cols. 2002); para la preparacion y acondicionamiento de estos sustratos, se han utilizado varias
técnicas tales como la inmersion en agua caliente, pasteurizacion, esterilizacioén con inyeccion

de vapor, composteo, etc. ( Valencia-del Toro, 2003).



1.7. Fermentacion

Se ha definido fermentacion como al cambio quimico sufrido por ciertas sustancias organicas a
causa de enzimas microbianas, generalmente con desprendimiento de gases. El término deriva
del verbo latin fervere, ebullicion. La apariencia de ebullicion se debe a la produccion de
burbujas de diéxido de carbono, causado por el catabolismo anaerdbico de los aziicares
presentes en el extracto. Desde el punto de vista bioquimico, la fermentacion es aquel conjunto
de reacciones catabodlicas productoras de ATP en las cuales moléculas orgénicas actian como

donadores primarios de electrones y como aceptores finales de los mismos (Lehninger, 1979).

La definicion de fermentacion solida (FMS) es un proceso natural, mediante el cual se da
continuidad a importantes ciclos vitales, dentro de los cuales se destacan los de
descomposicion de la materia organica mediante hongos y levaduras, los cuales tiene una gran
habilidad para asimilar residuos ligninoceluldsicos (Kondo, 1996; Zadrazil y cols.1996).
Viniegra-Gonzalez (1997). Plantea que “es un proceso microbiologico que ocurre cominmente
en la superficie de materiales solidos que tienen la propiedad de absorber y contener agua, con
o sin nutrientes solubles”, haciendo énfasis en que esta definicion abarca a procesos donde el
soporte solido es inerte y los sustratos que utiliza el microorganismo pueden ser sustancias
solubles en agua. Mientras que Bellon-Maure y col (2003). Hacen énfasis en que el sélido
puede incluir al sustrato o ser soporte solamente.

La fermentacion en estado liquido (FEL) o fermentacion sumergida (FS) hace referencia a
aquella en donde hay por lo menos la misma concentracion de agua y de sustrato soélido
(nutrientes) en el proceso, es decir que hay una solucion (Rodriguez-Couto, S. et al. 2006).
Estos nutrientes deben ser preferiblemente liquidos o solubles en agua o en su defecto que se
encuentren en suspension. Es el tipo de fermentacion mas utilizado en la industria debido a
que es sencillo, pueden controlarse muchas mas variables que en la fermentacion en estado
solido (FES) y el producto final es mucho més facil de recuperar (Crueger & Crueger. 1993).
En esta clase de fermentacion los microorganismos se desarrollan flotando en el volumen del

medio de cultivo, en el caso de los hongos miceliales (mohos), éstos pueden formar pequeiias



esferas de micelio (pellets) cuando hay agitacién, de otra forma, crecen en la superficie. El
desarrollo del microorganismo se presenta de forma tipica, dando origen a una fase de latencia
0 acoplamiento, una de crecimiento (fase logaritmica), una fase estacionaria y la ultima, la fase
de muerte. La FEL también puede dividirse en varios tipos, por lote, continua y alimentada
entre otras, segin la entrada y salida de sustrato y producto, respectivamente (Crueger &

Crueger. 1993).

2. ANTECEDENTES

D’Souza y cols. (1999) realizaron estudios comparativos sobre la produccién de enzimas
degradativas de la lignina de Ganoderma lucidum en donde variaron las concentraciones
iniciales de nitrégeno desde 2.4 mM hasta 24 mM, en presencia de sustratos naturales como
aserrin de pino o roble, ademas de glucosa y celulosa como fuente de carbono. Donde se
evalud la actividad lacasa utilizando 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)
(ABTS) como sustrato, una unidad enzimatica internacional (UI) fue definida coma la
formacién de un pmol de producto en un segundo en las condiciones dadas. Los resultados
mostraron que las lacasas de Ganoderma lucidum son las {inicas que presentaron actividad a
diferencia de las LiP y MnP. Los valores de actividad lacasa después de siete dias fueron altas
(50 UVL aproximadamente) cuando la concentracion de nitrogeno fue alta comparada con
concentraciones bajas de nitrégeno la actividad lacasa fue muy baja (<10 UI/L).Lo que
demuestra que las lacasas de Ganoderma lucidum no son inhibidas en medios ricos de

nitrogeno con glucosa como fuente de carbono, de lo contrario fue estimulada.

En un estudio realizado sobre el extracto extracelular de dos cepas de Pleurotus ostreatus
(ATCC-38537 y ATCC-58052) desarrolladas en fermentacion sumergida, Degollado-Estrada
(2008) demostré que no es suficiente contar con un organismo de pudricion blanca para
garantizar la produccion de lacasas, sino que también es necesario encontrar la mejor cepa
productora. Muchos reportes describen que la produccion de enzimas ligninoliticas depende

fuertemente de la cepa, sustrato y las condiciones de cultivo (Stajic y cols. 2006).



Al ser la lacasa una enzima con la capacidad de ser utilizada en la biorremediacion, se sabe
que la produccion estd influenciada por un gran niimero de factores ambientales (Téllez-Téllez
y cols. 2008). Se sabe que de igual manera existen inductores capaces de favorecer o
incrementar la produccion de dichas enzimas (Gémez-Dorado y cols. 2005). Las isoenzimas de
lacasas extracelulares producidas por Pleurotus ostreatus son varias, son enzimas especificas y
pueden oxidar una amplia gama de sustratos estructuralmente diferentes (Tlecuitl-Beristain y

cols. 2008).

Estudio de las lacasas se ha realizado para conocer a los organismos productores asi como sus
propiedades fisicoquimicas, con fines de caracterizacion, para utilizarlas en procesos

biotecnoldgicos, de biorremediacion, entre muchos otros.

Téllez-Téllez y cols. (2008), evaluaron el crecimiento y la produccion de lacasas de Pleurotus
ostreatus en fermentacion liquida y en fermentacion solida. Dando a conocer que el
crecimiento de Pleurotus ostreatus fue mayor en la fermentacion liquida que en la
fermentacion solida, mostrando una mayor generacion de biomasa y una mayor actividad
enzimatica. El consumo de glucosa fue mas rapido en la fermentacion sdlida que en la
fermentacion liquida. Los zimogramas revelaron que en cultivos crecidos en fermentacion
liquida mostraron mas de 4 isoformas durante el transcurso del experimento. Por otro lado,
Los cultivos crecidos en fermentacion solida mostraron 1 isoforma en la fase log, 2 o
posiblemente 3 en la fase exponencial y 2 en la fase estacionaria.

Desde la década pasada, muchos estudios acerca de la aplicacion de la FS han sido enfocados
en proporcionar valor adicional a los residuos agroindustriales; ciertos procesos han sido
desarrollados para mejorar el contenido de proteina en residuos de frutas ricos en almidon,
produccion de enzimas y sintesis de metabolitos (Pandey 2003). En general, en esos procesos
las fuentes de nutrientes son simultaneamente el soporte fisico para crecimiento microbiano.

Por lo tanto, la degradacion del sustrato depende de las propiedades fisicas de los materiales



incluyendo la naturaleza cristalina o amorfa, drea accesible, area superficial, porosidad y

principalmente el tamafio de particula (Pandey 2003, Viniegra-Gonzalez y cols. 2003).

Ha sido reportado un incremento en la produccion de lacasas extracelulares en muchas
especies de hongos de pudricion blanca que pueden crecer en sustratos naturales para el cultivo
de Pleurotus ostreatus. Los materiales mas cominmente utilizados como fuente de carbono
incluyen paja de trigo, de avena, de centeno, de sorgo, y de algodon virutas de madera y
cortezas, subproductos del algodon, tallos de plantas de maiz, plantas y desperdicios de café,
hojas de ¢, cdscara de mani, harina de soya, cascara de semillas de girasol, desperdicios de
yuca, agave, residuos de la industria papelera (periddicos, cartones), hojas de platano, fibra de
coco, hojas de limon, tallos de menta, bagazo de cafia, entre otros (Stamets, 2003). También se
pueden realizar cultivos sobre bloques o troncos sintéticos. Las ventajas principales de utilizar
los sustratos antes mencionados en lugar de la produccién en troncos naturales, es que el

tiempo se acorta y la eficiencia aumenta.

Ramirez y cols. (2003) caracterizaron y evaluaron diferentes métodos de purificacion y
separacion cromatografica de un caldo rico en enzima lacasa, producida por una variedad del
basidiomiceto Pleurotus ostreatus. Se llevaron a cabo dos procesos de produccion, a) FES
(Fermentacion en Estado Sélido); b) fermentacion en sumergido. El proceso de FES se baso en
la produccién de un extracto de caldo crudo rico en enzima lacasa a partir del crecimiento
micelial sobre salvado con vinaza en relacion 1:1 w/v duran te 20 dias. Se obtuvo un caldo
crudo con una actividad promedio de 20 U/ml. En el caso del proceso de fermentacion en
sumergido, se trabajé con el medio reportado por Hublick y Schinner (2000) con algunas
modificaciones, y se obtuvo un crecimiento del hongo en forma de pellets, en un periodo de 15
dias, con actividad promedio de 10 U/mL en el caldo crudo. Las isoenzimas aisladas en los
procesos cromatograficos se caracterizaron de acuerdo a sus propiedades moleculares y
cinéticas, se determiné su peso molecular por electroforesis de placa vertical (SDS-PAGE) y

sus parametros cin€ticos, por ejemplo estabilidad, en un rango de temperatura y pH.



Mientras que Sarkar y cols. (1996) realizaron la caracterizacion molecular y bioquimica de
MnP producidas por Pleurotus eryngii en un medio con glucosa y peptona comparando los
genes con los de Phanerochaete chrysosporium observando que son diferentes

molecularmente.

Por otro lado Quintero y cols. (2006) evaluaron la capacidad para producir las enzimas
ligninoliticas manganeso peroxidasa (MnP) y lignin peroxidasa (LiP) en cultivos de los hongos
Bjerkandera adusta y Phanerochaete chrysosporium sobre tres materiales lignoceluldsicos:
viruta de madera, carozo de maiz y compost de jardineria. De estos materiales, la viruta de
madera permitié alcanzar los mayores titulos de la enzima MnP, con valores de 5,0 U/g de
material seco cuando se cultiva con Bj. adusta y de 1,3 Ul/g de material seco con
Phanerochaete chrysosporium, mientras que con carozo de maiz se obtienen las mejores

actividades de LiP.

Silva y cols. (2007) Realizaron la extraccion de MnP producida por Lentinula edodes,
realizando la extraccion en buffer de citratos con tres diferentes pHs, donde observaron que el

mayor parametro de actividad enzimética fue obtenido en el pH de 5.

Martinez-Salgdo y cols. (2005) estudiaron el efecto de una fuente de carbono (glucosa) y una
de nitrogeno (nitrato de amonio) en el hongo Trametes versicolor en un biorreactor de lecho
fluidizado, con adicion al medio de cultivo de 0.02% (v/v) de Tween 80, 12 ppm de MnSO4 y
1 mM de CuSO4.

Vernero y cols. (2010) evaluaron el potencial de distintos residuos forestales como sustrato
para el cultivo del hongo Pleurotus ostreatus. Para ello, se analizaron la composicion quimica
de estos residuos, antes y después de la etapa de cosecha, y midieron distintas variables
fenologicas y morfoldgicas asi como el rendimiento y la calidad de los cuerpos fructiferos de
Pleurotus ostreatus tras la cosecha. Donde fijaron cuatro tratamientos: astillas de alamo,

astillas de eucalipto, mezcla de paja de trigo y eucalipto, y paja de trigo como testigo. Los



resultados obtenidos indicaron que todos los sustratos, principalmente paja de trigo y mezcla
paja de trigo mas eucalipto son aptos para el cultivo de Pleurotus ostreatus. El nivel proteico
de este hongo fue elevado en todos los sustratos y la relacion carbono/nitrogeno de los mismos

disminuy6 después de cosecha.



3. Justificacion

Las oxidasas obtenidas a partir de sistemas fermentativos de Pleurotus ostreatus tiene una
importante relevancia ya que estas enzimas forman un complejo multienzimatico con la
capacidad de degradar la lignina, esto les confiere un importante valor tanto econémico como
ecoldgico, por esta razon es importante evaluar los diferentes sistemas de produccion tanto en
medio liquido como en medio sélido asi como un soporte biodegradable y otro que no lo es, y
de esta manera evaluar la produccion en los sistemas antes mencionados. Para generar
conocimiento bdsico con respecto a la produccion y actividad enzimdtica y asi conocer la

aplicacion de tecnologias en procesos de produccion.

4. Hipotesis

Se observard que cada sistema de fermentacion favorece la produccion de una enzima en

particular



5. OBJETIVOS

5.1.  General

Evaluar la actividad intra- y extracelular de LAC, AVO, VP y MnP de Pleurotus ostreatus
desarrollado en fermentacion sumergida y en fermentacion solida sobre espuma de poliuretano

asi como del cuerpo fructifero producido sobre paja de trigo.

5.2.  Particulares

Evaluar la actividad intracelular de LAC, AVO, VP y MnP presentes en cuerpo fructifero de

Pleurotus ostreatus desarrollado en fermentacion solida utilizando paja de trigo como soporte.

Evaluar la actividad intra- y extra-celular de LAC, AVO, VP y MnP presentes en fermentacion

solida utilizando espuma de poliuretano como soporte inerte.

Evaluar la actividad intra- y extra-celular de LAC, AVO, VP y MnP presentes en fermentacion

sumergida.

Determinar los patrones zimograficos de las enzimas LAC, y MnP obtenidas en todas las

condiciones de crecimiento del hongo.



6. METODOLOGIA

6.1.  Microorganismo.

Se utiliz6 la cepa de Pleurotus ostreatus 32783 de la American Type Culture Collection
(Maryland, USA). Se reactivé en agar dextrosa-papa (PDA) y extracto de paja, a una

temperatura de 25 °C durante siete dias.

6.1.1. Fermentacion solida (FS) en espuma de poliuretano (PUF) y sobre paja de

trigo.

Se preparé un medio que contenia (en g por litro): glucosa, 10; extracto de levadura, 5:
KH>POq4, 0.6; MgSO4-7H20, 0.5; K>HPOq, 0.4: CuSO04-5H20, 0.25; FeSO4-7H20, 0.05:
MnSO4-H20, 0.05; ZnSO4-7H-0, 0.001 (Juirez-Herndndez 2006). El pH que se utilizé fue de
6.5 para el desarrollo del organismo. El inoculo para cada matraz de fermentacion fue de 3
fragmentos de micelio (4mm de didmetro) tomados de la periferia de una colonia crecida sobre
agar extracto de malta a 25 °C durante 7 dias. La FS se llevé a cabo en un matraces de 250 ml
conteniendo 1 g de espuma de poliuretano (PUF; 17 kg/m®) en cubos (0.5 x 0.5 x 0.5 cm)
(Diaz-Godinez y cols. 2001) como soporte inerte impregnado con 30 ml del medio de cultivo
estéril. Previamente, los cubos fueron lavados dos veces con agua destilada, secados en horno
a 60 °C por 24 h, y después se esterilizaron en autoclave a 120 °C por 15 min. Los cultivos

fueron incubados por 21 dias a 25 °C.

Para la produccion de cuerpos fructiferos, la cepa de Pleurotus ostreatus, se sembré sobre paja
de trigo con un tamafio de particula entre 5 a 7 cm. La paja se pasteurizo previamente a una
temperatura de 85 °C por una hora. Se sembré en bolsas de nylon, en cada bolsa se alternaron

capas de indculo (0.5 kg) y de paja (5 kg), se compactaron ligeramente y se incubaron en



ausencia total de luz por un periodo de quince dias, después de ese periodo, las bolsas se

trasladaron al cuarto de produccion en presencia de luz. Se regaron hasta obtener tres cortes.

6.1.2. Fermentacion liquida (FL)

Se ralizo por triplicado en matraces Erlenmeyer de 125 ml con 50 ml del medio antes descrito
en la fermentacion solida sobre PUF. Los matraces se incubaron a 25 °C con agitacion orbital
a 120 rpm. Se tomaron muestras cada 24 h hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento

del hongo.

6.2.  Obtencion del extracto enzimatico y cuantificacion de biomasa en FL y FS

El extracto enzimédtico (EE) del cuerpo fructifero se obtuvo por lisis celular con un macerador
de tejidos. Se obtuvieron 7 ECE. Se tomaron 3 tamaiios de cuerpo fructifero, de 3 (A), 7(B) y
15 (C) cm de diametro, separando el pileo (P) del estipite (E), nombrando a cada extracto
como PA, EA, PB, EB, CA, CB, respectivamente, asi como también del ECE obtenido por
lixiviacion de la paja invadida de micelio llamada EL (10 g de paja invadida de micelio en 50

mL de agua, agitada por 30 min).

El EE de los cultivos crecidos bajo condiciones de FS se obtuvo por lixiviacion de los cubos
de PUF después del crecimiento del hongo. Los cubos de PUF fueron lavados tres veces con
agua destilada para remover todos los remanentes del EE y después fueron secados en horno a

60 °C por 24 h. X se determinard por diferencia de peso (Diaz-Godinez y cols. 2001).

El EE de la fermentacion sumergida se le considera al caldo de fermentacion obtenido en cada
muestreo de la fermentacion, y después de la filtracion con papel Watman No. | vy
posteriormente a través de filtros con tamaiio de poro de 0.2 pm. Los EE se mantuvieron en

refrigeracion a 4°C hasta su uso posterior. La biomasa (X) producida se separ6 por filtracion y



se secO en horno a 60°C durante 24 h; y se reportara el peso seco (Tlecuitl-Beristain y cols.

2008).

6.3. Cuantificacion de enzima (LAC)

La actividad de lacasas se determind en cada ECE, utilizando como sustrato 2,6-dimetoxifenol
(DMP). La mezcla de reaccion se realizdé con 900 ul. de DMP 2 mM, en buffer de fosfatos
0.IM y pH de 6.5, 4.5de buffer de acetatos y 1000 pL. de ECE. La actividad se determiné por
incremento de absorbancia a 468 nm de mezcla de reaccion, en una celda “Peltier a 40 °C
durante un minuto (Téllez-Téllez y cols. 2008). Una unidad de actividad (U) de lacasa se
consider6 como la cantidad de enzima que provoca un incremento de una unidad de
absorbancia por la LAC reportado por mL o gramo de biomasa seca X. Esto formando una
semiquinona lo que provoca la coloracion, también, los dos grupos metoxi pueden ser

oxidados, lo cual permite que se lleve a cabo la polimerizacion.

6.4. Cuantificacion enzimitica de manganeso peroxidasas.

La actividad enzimatica de MnP se adapté de la metodologia descrita por Kuwahara y cols.
(1984). La mezcla de reaccion se realizé con 100 pL de rojo fenol al 0.1%. 100 uL de lactato
de sodio 250 mM, 200 pL de albumina sérica bovina al 0.5 %, 50 pL de MgS0O42 mM, 50 pL
de H202 80 mM, 450 pL de buftfer de succinato de sodio 20 mM a pH 4.0 y 50 uL de EEE. Se
emple6 como blanco toda la mezcla de reaccion sustituyendo los 50 pL el MgSO4 2 mM por
50 pL de H20. La reaccion se mantuvo en incubacion 1 hora a 35 °C, posteriormente se leyo a
una longitud de onda de 610 nm. Una unidad de actividad de MnP (U) se consideré como la
cantidad de enzima necesaria que provoca un incremento de una unidad de absorbancia por

min.



6. Cuantificacion enzimatica de alcohol veratril oxidasa

La actividad enzimatica de AVO se determiné agregando 375 pl de buffer de tartrato de sodio
0.33 M a pH 3, 125 pl de alcohol veratrilico 70 mM, 400 pl de agua y 100 pl de muestra. Se
ley6 a una longitud de onda de 310 nm después de 30 minutos de incubacioén a 40 °C. Una
unidad de actividad de AVO (U) se considera como la cantidad de enzima que provoca un

incremento de una unidad de absorbencia por min.

6.6. Cuantificacion de la enzima Versitil peroxidasa

La actividad VP se midié mediante la oxidacion de alcohol veratrilico 2 mM en buffer de

tartrato de sodio a pH 3.0 (900 pL) en presencia de H,O0,a 4 mM (50 pL) y el ECE (50 pL).

La reaccion se mantuvo en incubacion 30 minutos a 30 °C y posteriormente se leyd a una
longitud de onda de 310 nm. Una unidad de actividad de VP (U) se consideré como la
cantidad de enzima necesaria que provoca un incremento de una unidad de absorbancia por

minuto. Se empleé como blanco toda la mezcla de reaccion sustituyendo los 50 pL. H,O, por

50 pL de H20.

6.7. Zimografia y geles de electroforesis LAC.

La actividad lacasa se evalud in situ a través de zimogramas. Se utilizo la técnica previamente
reportada (Téllez-Téllez, 2008). Se utilizard un sistema de electroforesis mini-protean Il
(BioRad) y se aplicaran 150 V por 1-1.25 h. Después de la electroforesis, los geles se lavaron
con agua desionizada en un agitador orbital (20-30 rpm) durante 1-2 horas, el agua se cambio
cada 30 min para eliminar el SDS. Por dltimo, los geles seran incubados a temperatura

ambiente en 2-6 Dimetoxifenol para lacasas.



6.8. Zimografia de MnP

La actividad de MnP se evaluard in situ a través de zimogramas. Se modifico la técnica
previamente reportada (Téllez-Téllez, 2008). Se utilizo un sistema de electroforesis mini-
protean Il (BioRad) y se aplicaron 150 V por 1-1.25 h. Después de la electroforesis, se
realizaron 2 lavados de 5 min de los geles con agua destilada, posteriormente se equilibraron
durante 5 min con un buffer de acetato de sodio 0.1 M (pH 4.5), la solucién de visualizacion se
elabor6 con alfa naftol (0.1 mg ml), H202 (0.05 mM) y MnCl2+4H20 (0.1 M) disueltos en
buffer de acetato de sodio 0.1M (pH 4.5), incubados a 25°C hasta la aparicién de bandas de

color café obscuro.



7. RESULTADOS

7.1. Fermentacion solida sobre paja de trigo para produccion de cuerpos

fructiferos

7.1.1. Oxidasas extracelulares de Pleurotus ostreatus desarrollado sobre paja de trigo

En la tabla 1 podemos observar la actividad enzimética de oxidasas extracelulares de
Pleurotus ostreatus presentes en los extractos de paja sobre los que fue desarrollado.
Destacando que en esta tabla no se hace una comparacion entre las distintas enzimas evaluadas
solo se presentan los resultados obtenidos de la cuantificacién por espectrofotometria.

La unica diferencia expresada de esta evaluacion radica en el origen del ECE ya que uno fue
obtenido del proceso de regado para el desarrollo del hongo (lixiviado) y el otro fue obtenido

de la técnica previamente descrita (paja).

Tabla 1. Actividad enzimatica de oxidasas extracelulares de Pleurotus ostreatus

ECE ENZIMAS

LAC U/gSs MnP Ul/gSs AVO Ul/gSs VP Ul/gSs
Paja 4.520 + 0.002 0,002 £ 0.0007 0.1840 +£0.0007  1,82E-06 + 0.0007
Lixiviado | 0.0001 +£0.0007 2.1E-07 £0.007 4,05E-06 + 0.001 0.218 +0.005




7.1.2. Actividad enzimatica LAC intracelulares fructifero de Pleurotus ostreatus
desarrollado sobre paja de trigo

En la figura 6 muestra los valores de lacasa intracelulares en unidades por gramo de biomasa

seca (U/gXs) del cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus durante diferentes estadios de

desarrollo. El valor méximo reportado se encuentra en el Primordio (187,15 U/gXs) seguido

del cuerpo fructifero de tamario 8.9 en la estructura perteneciente al pie.
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Figura 6. Lacasas de cuerpo fructifero Pleurotus ostreatus



7.1.3. Actividad enzimitica MnP intracelulares de cuerpo fructifero de Pleurotus
ostreatus desarrollado sobre paja de trigo

En la figura 7. Podemos observar la actividad enzimatica intracelular de Mn-p expresada en

U/gXs. Donde el valor maximo se presenta en el estipite de 3.8 cm de aproximadamente 0.07

U/gXs.
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Figura 7. Actividad enzimdtica MnP del cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus




7.1.4. Actividad enzimatica AVO intracelulares de cuerpo fructifero de Pleurotus
ostreatus desarrollado sobre paja de trigo

De los valores de activad enzimética el mayor se encuentra en los primordios con

aproximadamente 1 U/gXs, seguida del pileo del cuerpo fructifero de 1.6 cm de diametro esta

enzima se encuentra presente durante todos los distintos tamafios del cuerpo fructifero de

Pleurotus.

o o o X
= (o] o s} > N

Actividad enzimatica AVO (U/gXs)
o
Mo

Etapa de desarrollo del cuerpo fructifero !

Figura 8. Actividad enzimatica AVO del cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus

7.1.5. Actividad enzimitica VP intracelulares de cuerpo fructifero de Pleurotus

ostreatus desarrollado sobre paja de trigo



En la figura 9 se muestran los valores de VP donde los valores maximos se encuentran en el

sombrero de 10.6 cm.
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Figura 9. Actividad enzimatica versatil peroxidasas de cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus




7.2.  Fermentacion liquida de Pleurotus ostreatus

7.2.1. Perfil de pH de fermentacion liquida
Dentro de los resultados obtenidos de la FL observamos en la figura 10 que los valores de pH

se mantienen constantes a lo largo de los 22 dias de duracion
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Figura 10.pH FL de Pleurotus ostreatus



7.2.2. Biomasa de Pleurotus ostreatus en FL
En la figura 11 observamos que el valor méximo obtenido de la fermentacion es de 7.345 g por
litro de medio de cultivo esto obtenido a las 360 h de fermentacion para posteriormente dar

inicio a la fase estacionaria.
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Figura 11. Biomas de FL de Pleurotus ostreatus
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Figura 12. Lacasas de Pleurotus ostreatus desarrollado en matraces con medio liquido
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7.2.3. Actividad enzimatica de LAC extracelulares en FL
En la figura 12 observamos la actividad enzimatica de lacasas donde el valor maximo obtenido
fue cerca de las 300 horas de fermentacion.
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7.2.4. Actividad enzimatica de MnP extracelulares en FL
En la figura 13 existen dos puntos maximos de actividad enzimatica esto a las 120 y 240 horas

del tiempo de fermentacion.
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Figura 13. Manganeso peroxidasas de Pleurotus ostreatus desarrollado en matraces con medio

liquido



7.2.5. Actividad enziméitica de AVO extracelulares en FL
En la figura 14 podemos observar que estas enzimas estan presentes durante el tiempo de la
fermentacion obteniéndose el valor maximo a las 432 h con aproximadamente 40 unidades por

litro de medio de cultivo.
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Figura 14. Alcohol Veratril Oxidasas de Pleurotus ostreatus desarrollado en matraces con

medio liquido.



7.2.6. Actividad enzimatica de VP extracelulares en FL

En la figura 15 a las 312 h de fermentaci6n le valor maximo obtenido fue de aproximadamente

10 unidades internacionales por litro.
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Figura 15. Versdtil peroxidasa de Pleurotus ostreatus desarrollado en matraces con medio

liquido.




7.2.7. Actividad enzimitica de LAC intracelulares en FL
En la figura 16 el valor maximo obtenido fue de aproximadamente 200 unidades por gramo de

biomasa seca, esto a las 400 hora de fermentacion.
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Figura 16. Lacasas intracelulares de Pleurotus ostreatus desarrollado en matraces con medio
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7.2.8. Actividad enzimatica de MnP intracelulares en FL
La actividad maxima reportada es de aproximadamente 0.02 unidades internacionales por

gramo de biomasa seca esto en las primeras 100 horas del tiempo de fermentacion.
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Figura 17. Manganeso peroxidasas intracelulares de Pleurotus ostreatus desarrollado en

matraces con medio liquido.
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7.3.2. Biomas de Pleurotus ostreatus en fermentacion solida sobre PUF como sustrato

La figura 21 muestra la biomasa maxima de Pleurotus ostreatus desarrollado sobre espuma de
poliuretano donde la biomasa méaxima fue de 6.30 g/L. de medio de cultivo donde la p fue de
0.088 en esta grafica se observa un comportamiento atipico del desarrollo de esta cepa ya que

no es similar a resultados previamente reportados de la misma.
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Figura 21. Biomasa de Pleurotus ostreatus desarrollado en fermentacion solida sobre PUF.



7.2.10. Actividad enzimatica de VP intracelulares en FL
La actividad maxima se reporta a las 552 horas de fermentacion donde el valor obtenido es de

0.08 unidades internacionales por gramo de biomasa seca.
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Figura 19. Versatil peroxidasas intracelulares de Pleurotus ostreatus desarrollado en matraces

con medio liquido.



7.3.3. Actividad enzimitica LAC extracelulares de Pleurotus ostreatus en
fermentacion solida sobre PUF como sustrato
En la figura 22 los valores maximos obtenidos fueron a las 144 y 168 horas de fermentacion

= con valores de aproximadamente 13500 U/L.
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7.2.9. Actividad enzimatica de AVO intracelulares en FL
En la figura 18 podemos observar que para la enzima AVO los valores maximos obtenidos

fueron a las 384 y 432 horas de fermentacion.
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Figura 18. AVO intracelulares de Pleurotus ostreatus desarrollado en matraces con medio

liquido.



7.3.4. Actividad enzimatica MnP extracelulares de Pleurotus ostreatus en
fermentacion solida sobre PUF como sustrato

En la figura 23 podemos observar que el valor maximo reportado fue de 1.03 Ui/L, esto a las

480 h de cultivo.
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Figura 23. MnP extracelulares de Pleurotus ostreatus desarrollado en Fs con espuma de

poliuretano.



7.3.5. Actividad enzimatica AVO extracelulares de Pleurotus ostreatus en
fermentacion solida sobre PUF como sustrato
A las 432 y 456 h de fermentacion se obtienen los valore maximos de AVO que se aproximan

mucho a 4 UI/L de medio de cultivo.
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Figura 24. AVO extracelulares de Pleurotus ostreatus desarrollado sobre PUF




7.3.6. Actividad enzimatica VP extracelulares de Pleurotus ostreatus en fermentacioén
solida sobre PUF como sustrato

En la figura 25 podemos observar que el valor maximo obtenido es aproximadamente a las

200 h de fermentacion donde son casi 6 unidades internacionales por litro de medio de cultivo

y de igual manera esta enzima se encuentra presente durante todo el tiempo de fermentacion.
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Figura 25. VP extracelulares de Pleurotus ostreatus desarrollado sobre PUF



7.3.7. Actividad enzimatica LAC intracelulares de Pleurotus ostreatus en

fermentacion solida sobre PUF como sustrato

En la figura 26 se observan los puntos maximos a las casi 200 h
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Figura 26. Lacasas intracelulares de Pleurotus ostreatus desarrollado sobre PUF como

sustrato.



7.3.8. Actividad enzimitica MnP intracelulares de Pleurotus ostreatus en

fermentacion solida desarrollado sobre PUF como sustrato
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Figura 27. MnP intracelulares de Pleurotus ostreatus desarrollado sobre PUF como sustrato.



7.3.9. Actividad enzimitica AVO intracelulares de Pleurotus ostreatus en

fermentacion solida sobre PUF como sustrato
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Figura 28. AVO intracelulares de Pleurotus ostreatus en fermentacion solida sobre PUF como

sustrato.



7.3.10. Actividad enzimatica VP intracelulares de Pleurotus ostreatus en fermentacion

solida sobre PUF como sustrato
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7.4.  Zimogramas de Pleurotus ostreatus

7.4.1. Zimogramas de lacasas del cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus

El Zimograma de cuerpo fructifero se muestra en la figura 14. Donde se observa una isoforma

presente en todos los distintos extractos obtenidos del cuerpo fructifero de Pleurotus ostreatus.

Figura 30. Zimograma de lacasas de cuerpo fructifero.



7.4.2. Zimogramas de lacasas extracelulares producidas en fermentacion liquida
La imagen 31 muestra el nimero de isoformas de lacasas presentes en los distintos tiempos de
fermentacion; donde podemos observar dos isoformas presentes durante los distintos tiempos y

como a partir del noveno dia se encuentra una tercera isoforma.

Figura 31. Zimograma de lacasas extracelulares producidas en fermentacion liquida.



7.4.3. Zimogramas de lacasas intracelulares producidas en fermentacion liquida

Las tres isoformas intracelulares se pueden observar en distintos tiempos de la fermentacion

como lo muestra la figura 32

Figura 32. Zimograma de lacasas intracelulares producidas en fermentacion liquida.



7.4.4. Zimogramas de lacasas extracelulares producidas en fermentacion solida
La figura 33 muestra las dos distintas isoformas de lacasas presentes durante el tiempo de

fermentacion.

Figura 33. Zimogramas de lacasas extracelulares producidas en fermentacion solida.



7.4.5. Zimogramas de lacasas intracelulares producidas en fermentacién sélida
La figura 34 muestra que a las 144 horas de fermentacion se podrian observar hasta 4

isoformas diferentes mientras que en el resto de los dias de fermentacion se identifican dos

diferentes pero constantes.

Figura 34. Zimogramas de lacasas intracelulares producidas en fermentacion sélida.




7.4.6. Zimogramas de MnP extracelulares producidas en fermentacion liquida

En la figura 16 podemos observar dos bandas presentes en la fermentacion de Pleurotus

ostreatus en medio liquido.
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Figura 35. Manganeso Peroxidasas extracelulares de Pleurotus ostreatus obtenidas de

fermentacion liquida




7.4.7. Zimogramas de MnP intracelulares en fermentacion s6lida

En la figura 36 se observa una isoforma diferente esto a las 120, 312 y 336 h. de fermentacion.

Figura 36. Manganeso Peroxidasas intracelulares de Pleurotus ostreatus obtenidas de FS




8. DISCUSION

La produccion de metabolitos tales como las enzimas se han evaluado en distintos sistemas de
fermentacion, presentando diferencias en la cinética enzimatica, como lo describe Téllez-
Téllez en 2008. Donde obtuvo una biomas de 5.6 g/L para la fermentacion sumergida (Fsm)
mientras que en la fermentacion solida (FS) sobre espuma de poliuretano fue de 4.5 g /L. Los
resultados obtenidos del presente trabajo de investigacion mostraron diferencias, donde se
obtuvo un rendimiento en biomasa de 7.3 g/L de la Fsm y de 5.1 g/L en la FS. La actividad
enzimatica de lacasa extracelulares obtenidas de los distintos sistemas de fermentacion
mostraron diferencias entre cada uno, siendo la FS la que presento valores de hasta 13000 U/L,
diferentes a los reportados en 2008 por Téllez-Téllez donde la actividad maxima obtenida fue
de 2430 U/L. Para la Fsm los valores maximos obtenidos fueron de 2666 U/L, similares a los
de Diaz Godinez R. en 2009.

En cuanto a la fermentacion sobre paja de trigo, la concentracion maxima reportada fue de
1.05 U/mL comparada con Cabrera y cols. quienes en 2011 desarrollaron a Pleurotus ostreatus
sobre fibra de Agave tequilana Weber como sustrato se obtuvo una actividad enzimatica
méaxima de 0.0454 U/mL a las 120 horas de cultivo. Las presentes diferencias y similitudes
estan ligadas a procesos idiofésicos, los cuales estan determinados por la limitacion de carbono
y/o nitrégeno o sulfato en ¢l medio y su sintesis particularmente activa con altas tensiones de
oxigeno (Dosoretz y cols. 1990; Michel y cols. 1991; Rothschild y cols.1995; Rothschild y
cols. 1999; Schlosser y cols. 1997).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron que la FS fueron 4.8 veces mayor a
los resultados obtenidos de la Fsm. Estas diferencias podrian deberse, al proceso de
reactivacion de la cepa, al tipo de fermentacion y que al desarrollar a Pleurotus ostreatus sobre
espuma de poliuretano este comenzé el proceso de fructificacion. Siendo esta ultima una
condicion atipica durante el desarrollo de este microorganismo. Mientras que la produccion de
enzimas extracelulares presentes en la paja de trigo presento diferencia fue substancial con

respecto a las producidas en la espuma de poliuretano ya que esta fue 3097.34 veces mayor.



En la produccion de las enzimas extracelulares manganeso peroxidasas la mayor produccion se
observo en la fermentacion en medio solido ya que fue 6.5 veces mayor a la produccion en
medio liquido. Mientras que para las enzimas intracelulares la mayor produccion fue en el
medio liquido esto por una ligera diferencias de 0.06 unidades con respecto a las producidas en
el medio solido y 2.8 veces mayor a las producidas intracelularmente en el cuerpo fructifero de

Pleurotus ostreatus.

Mientras que para la enzima alcohol veratril oxidasa en los distintos métodos de produccion se
puede observar diferencias ya que en la fermentacion solida existen hasta 4 veces menor
produccion con respecto a la fermentacion liquida, pero comparandola con la fermentacion
sobre paja de trigo fue de 217 veces mayor lo cual nos muestra que la produccion en medio
liquido el medio idoneo para la produccion de estos metabolitos. En el caso de las enzimas
intracelulares los valores fueron muy similares aunque comparandolos con los obtenidos del

cuerpo fructifero este fue mayor 1.4 veces con respecto a los anteriores.

Al evaluar la produccion de la enzima versatil peroxidasa se observo que la mayor produccion
extracelular fue en la fermentacion liquida con 1.7 veces més actividad que la fermentacion
solida y mucho mayor con respecto a la obtenida en paja de trigo. En el caso de las enzimas
intracelulares las diferencias entre la fermentacion liquida y sdlida sobre espuma de
poliuretano no es muy grande dado que s6lo es una unidad y con respecto a la producida en el
cuerpo fructifero esta demostré ser mayor a las dos mencionadas anteriormente esto con un
valor 1.7 veces mayor.

En el caso de la Zimografia las isoformas de lacasas presentes en los distintos sistemas de
produccion fueron multiples y variadas dos en el caso de la fermentacion solida con respecto a
la liquida que presento hasta tres diferentes esto en el caso de las enzimas extracelulares. Mas
si comparamos las presentes de manera intracelular podemos observar que en el caso de la

fermentacion solida existen hasta cuatro diferentes isoformas esto a las 120 horas de la



fermentacion mientras que la fermentacion liquida estan presentes tres diferentes isoformas en
los distintos tiempos de fermentacion.

En el caso de la Zimografia de las enzimas manganeso peroxidasas en la fermentacion liquida
se pueden observar dos distintas isoformas esto en 504 y 528 horas de la fermentacion.
Mientras que en el Zimograma de las enzimas intracelulares presentes en la fermentacion

solida es posible observar una isoforma a las 96 264 y 288 horas.




9. CONCLUSIONES

La mayor actividad intracelular de lacasas fue en el desarrollo del cuerpo fructifero esto
en comparacion con el micelio.

La mayor actividad intracelular de manganeso peroxidasa fue en el desarrollo del
cuerpo fructifero esto en comparacion con el micelio.

La mayor actividad intracelular de alcohol veratril oxidasa fue en el desarrollo del
cuerpo fructifero esto en comparacion con el micelio.

La mayor actividad intracelular de versétil peroxidasa fue en el desarrollo del cuerpo
fructifero esto en comparacion con el micelio.

La actividad extracelular de las distintas enzimas estd ligada al medio en el que se
desarrolla el microorganismo.

Las enzimas lacasas presentaron diferente numero de isoformas dependiendo del tipo
de fermentacion del que se obtuvo la enzima.

Las enzimas manganeso peroxidasas presentaron diferente nimero de isoformas

dependiendo del tipo y origen de las enzima.
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