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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evalué dos métodos de inoculacion de Pleurotus
ostreatus (ATCC 32783) en fermentacion en medio liquido con el propésito de implementarse

en fermentacion en medio s6lido para la produccion de enzimas lacasas.

La fermentacion en medio liquido se llevo a cabo durante 20 dias. Se utilizaron dos tipos de
inoculacion: “pellets” y suspension de micelio. Los parametros evaluados fueron perfil de pH,
concentracion de proteina soluble, concentracion de azlcar, biomasa y actividad de lacasas
utilizando 2,6-dimetoxifenol (DMP) como sustrato.

Se observd poca variacion al pH inicial del medio en ambos métodos de inoculacién, la
concentracion de proteina total soluble fue mayor en suspension de micelio (0.171 g/L)
respecto al obtenido en “pellets” (0.071 g/L). También, se presentd mayor actividad
enzimatica lacasa en suspension de micelio (14555 U/ L) que en “pellets” (12435 U/L). El
consumo total de azlcar en ambos sistemas se observd a las 480 horas y el crecimiento

cinético fue similar en los dos casos.

Una vez valorado el método de inoculacion en fermentacién liquida, se procedié a llevarlo a
cabo en fermentacion en medio sélido utilizando paja de trigo como sustrato biodegradable.
Inicialmente, se evaluo viabilidad y crecimiento del micelio del hongo en el sustrato. Después
se realizo la fermentacion en medio sélido durante 30 dias, en la que se caracterizo por medio
de la valoracion de rango de pH, concentracion de proteina soluble y actividad enzimatica con

las metodologias utilizadas en fermentacién liquida.

En la caracterizacion de la fermentacion se observo: disminucion del pH durante el proceso
de fermentacion, la mayor concentracion de proteina total soluble fue de (0.196 g/L) a las 240
horas de fermentacion y el valor maximo de actividad lacasa se present6 a las 432 horas (1880
U/L).
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1. INTRODUCCION

1.1 Fermentacion

La fermentacion en términos generales y desde el punto de vista bioquimico es definida como
el proceso en donde segun el organismo y sus condiciones de crecimiento la via de la
glucdlisis puede cumplir distintas funciones. En aquellos organismos que viven en condiciones
anaerobias sirve como la principal via productora de energia por catabolismo de carbohidratos
dando por resultado la formacion de productos metaboélicos especificos (etanol, &cido lactico y
glicerol). En condiciones aerobias, la accion combinada de la glucdlisis y el ciclo del &cido
citrico provoca una oxidacion completa de los carbonos de una hexosa para formar bidxido de
carbono acompafiado de energia. Existen otras vias de fermentacién, de la cual cada una
aporta un producto final especifico, que en su mayoria son variantes de la via glucolitica
(Bohinsky 1991).

Desde el punto de vista biotecnoldégico la fermentacién es el proceso bioldgico
mediante el cual determinados sustratos que constituyen el medio de cultivo son
transformados por accién microbiana por metabolitos y biomasa. Los metabolitos obtenidos
mediante este proceso que incluyen a aminoacidos, nucleétidos, vitaminas, &cidos organicos,
enzimas, antibidticos, toxinas, alcaloides (&cido lisérgico), pigmentos, entre otros, son de

interés humano justificando su produccion a nivel industrial (Fletcher 1984).

Para que se pueda llevar a cabo dicha transformacion es precisa la intervencion de
organismos con capacidad biologica de metabolizar el medio enriquecido (constituido
principalmente por carbohidratos, proteinas, sales minerales, etc.) quien a su vez funge como
medio de crecimiento. La variacion de concentracion del microorganismo en el medio esta
intimamente relacionada con la formacion de productos y el consumo de sustratos en el medio

en donde se desarrolla (Fletcher 1984).



Existen factores intrinsecos y extrinsecos que repercuten en el crecimiento del
microorganismo Yy la obtencién de producto en el medio de cultivo. Los factores intrinsecos
estdn relacionados a la dotacién genética del organismo, asi como los mecanismos de
regulacion metabdlica del mismo. El agente extrinseco esta relacionado con los factores

fisicos y quimicos involucrados en el proceso de fermentacion (Fletcher 1984).

Asi pues, los componentes quimicos inmersos en los medios de fermentacion
representan los factores de naturaleza quimica encargados principalmente de proveer los
requerimientos nutricionales para el desarrollo o crecimiento del organismo. También,
participan factores fisicos como la temperatura, pH, agitacion, aireacion y otras variables
fisicas de manipulacién que permiten en conjunto la optimizacion y estandarizacion de medios

de cultivo idéneos para llevar a cabo la fermentacion (Fletcher 1984).

Las fermentaciones a escala industrial se llevan a cabo en un contenedor normalmente
de forma cilindrica y de estructura metalica conocido como fermentador o biorreactor. La
funcién principal de un biorreactor disefiado apropiadamente es la de proveer un medio
controlado para alcanzar el crecimiento y la formacion de productos éptimos en el sistema
empleado, este ultimo, bajo las condiciones fisicoquimicas del medio de cultivo, asi como las
de operacion, deben ser tales que aseguren la productividad maxima del proceso y la calidad
del producto (Scragg 1996).

Existen tres principales medios de cultivo en la industria de la fermentacion para la
obtencion de productos, estos son conocidos como fermentacion en medio liquido,
fermentacion en medio sélido y la ultima que involucra la combinacion de las anteriores
(Holker y cols. 2004)

1.2 Fermentacion en medio liquido

Gran parte de las fermentaciones industriales, han utilizado y desarrollado la fermentacion en

medio liquido o sumergida. Esta ha sido ampliamente utilizada en las industrias para la



produccion de antibidticos y otros metabolitos de origen microbiano, los aspectos fisioldgicos
y técnicos son bien entendidos debido a que estos sistemas son homogéneos desde el punto de

vista de la concentracion celular, nutrientes y productos (Holker y cols. 2004).

Los procesos de fermentacidén en medio liquido incluyen una gran variedad de procesos
microbioldgicos que proveen ventajas en la industria biotecnoldgica, entre los cuales se
encuentra el factor de agitacion, permitiendo que el microorganismo este en contacto directo
con los requerimientos nutrimentales y a su vez la biomasa este rodeada completamente por el
medio de cultivo liquido. Otras ventajas de este sistema de fermentacidn se destacan la fécil
recuperacion de los metabolitos (Viniegra-Gonzalez 1997), mayor control de factores fisicos
como el pH, temperatura y actividad de agua (Viniegra-Gonzalez 1997). También, permite
cuantificar de forma directa la biomasa producida durante el proceso (Diaz-Godinez y cols.
2001; Viniegra-Gonzélez y cols. 2003).

Sin embargo, en sistemas de fermentacion sélida éstos aspectos se ven afectados dada por la

heterogeneidad y consistencia del sistema (Doelle y cols. 1992).

1.3 Fermentacion en medio so6lido

La fermentacion en medio s6lido es uno de los procesos bioguimicos mas antiguos, existen de
manera natural desde el comienzo de la vida y ha sido empleada en algunos paises del
Sudeste Asiatico, Africa y América Central desde hace siglos para la elaboracion de
alimentos. Ejemplos de estos productos son el Koji, obtenido por el cultivo del hongo
Aspergillus oryzae sobre cereales cocidos, el Shoyu, el Miso y el Ontjom (Hesseltine 1972).
En la actualidad, se utiliza para la produccién de bebidas alcohdlicas, pan, quesos, farmacos,

antibioticos, hormonas, entre otros.

A finales del siglo XIX surgieron diversas concepciones de fermentacién. Inicialmente
se empled el término de fermentacion en estado solido a todas las fermentaciones donde el
sustrato no es liquido (Hesseltine 1972). Posteriormente, se propuso que en las fermentaciones

en estado solido el sustrato no se encuentra disuelto ni en suspension en un gran volumen de
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agua (Raimbault 1980), otros autores plantearon la definicion de fermentacion sélida como un
método de cultivo de microorganismos sobre y/o dentro de particulas sélidas (Mudgett 1986,
Durand y cols. 1988).

Asi pues, la concepcion que se apega a este trabajo de investigacion es aquella en la
cual la fermentacién en estado solido es un proceso microbioldgico que ocurre cominmente
en la superficie de materiales solidos que tienen la propiedad de absorber y contener agua, con

nutrimentos solubles (Viniegra 1997).

También, ésta definicidn abarca a aquellos procesos donde el soporte o sustrato sélido
puede ser biodegradable como el bagazo de cafia (Trejo y cols. 1991, Solis y cols. 1993,
Acufa y col.1995), la pulpa de café (Antier y cols. 1993) y celulosa, o inerte como el
poliuretano (Romero y cols. 2000; Diaz-Godinez y cols. 2001; Téllez-Téllez y cols. 2008) y la
amberlita (Christen y cols.1993)

Actualmente, se sabe que las aplicaciones biotecnologicas de la fermentacion en medio
solido a escala de laboratorio proporcionan ciertas ventajas, tales como alta productividad,
estabilidad de productos, baja represién catabdlica, cultivo de microorganismos especializados
para sustratos insolubles en agua o soportes solidos, entre otros (Holker y cols. 2004).

Los siguientes aspectos se tienen considerados como ventajas de fermentacion sélida
(Doelle y cols. 1992):
- Los medios de cultivo son generalmente subproductos agricolas que presentan un alto
contenido de los nutrientes necesarios.
- La baja actividad del agua es de gran ayuda para evitar las contaminaciones, especialmente
de bacterias y levaduras.
- La concentracion natural del sustrato permite utilizar reactores mas pequefios en
comparacion con los utilizados en otro tipo de fermentacion. Tienen mayor productividad

volumétrica.
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- La aireacion forzada es facilitada por la porosidad del soporte, lo que permite una alta
transferencia de oxigeno al microorganismo.

- Pueden emplearse, frecuentemente conidios como inoculo en los procesos de crecimiento de
hongos, lo cual disminuye los costos y las manipulaciones en la preparacién del indculo.

- Los procesos se consideran generalmente como tecnologias limpias.

Entre las principales desventajas se encuentran:

- Su aplicacion se limita a microorganismos que crecen en bajos contenidos de humedad.

- La extraccion del calor metabolico puede ser un problema, sobre todo cuando se trabaja a
gran escala y no se controla el proceso.

- La naturaleza sélida del sustrato conlleva problemas al medir los parametros de la
fermentacion tales como el pH, la temperatura, el contenido de humedad y la concentracién de
sustrato y productos.

- Aspectos como el disefio de reactores y el escalado estan poco caracterizados.

- El tiempo de fermentacion es mayor debido a que generalmente se utilizan microorganismos

que presentan bajas velocidades especificas de crecimiento.

Otros aspectos importantes a considerar en la FMS son las condiciones ambientales,
tales como la humedad, la actividad del agua, el pH, la temperatura, la concentracion y

disponibilidad del sustrato, la aireacion, el tamafio de particulas y la forma de inoculacién.

El porcentaje de humedad en la fermentacion sélida varia entre 30 y 80% (Oriol y cols.
1988), que dependen basicamente del sustrato y del microorganismo a utilizar. Esta variable
generalmente se optimiza en los sistemas de fermentacion solida (Kim y cols. 1985, Rodriguez
y cols. 1986) en la actualidad se sabe que no es solo la cantidad de agua presente en el sistema
la que ejerce influencia sobre la eficiencia del proceso, sino el caracter de las interacciones

entre el agua y el medio sélido a utilizar.
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Un parametro que afecta el desarrollo en los procesos de fermentacion en estado
solido, asi como en los cultivos sumergidos, es el pH. Sin embargo, en el caso de la
fermentacion sélida, es complicado llevar un control debido a la ausencia de instrumentos

capaces de medir el pH en la capa de liquido que rodea el sélido (Mitchell y cols. 2002).

Ademas, el mezclado de material s6lido es un proceso complejo por lo que se dificulta
el control de esta variable durante el desarrollo de la fermentacion. Estos conocimientos han
sido utilizados por algunos investigadores para formular un medio de cultivo que permita
mantener, de manera natural, el pH en un intervalo deseado durante el proceso. Asi por
ejemplo, algunos investigadores propusieron para el crecimiento de Aspergillus niger en
harina de yuca una mezcla de sulfato de amonio - urea de 3 a 2 (calculado en base al
nitrégeno) y se logré mantener el pH durante el proceso en el intervalo de 5 a 6.2, favorable

para el crecimiento del microorganismo (Raimbault y Alazard 1980).

La temperatura en la fermentacién solida, se considera una variable critica debido a la
alta concentracion de sustrato por unidad de volumen y a la baja conductividad térmica del
sistema heterogéneo sélido - liquido - gas, lo que favorece la acumulacion del calor
metabolico en el sistema so6lido y aumento de la temperatura del cultivo (Bernard y cols.
1992).

De igual forma que en los cultivos sumergidos, la concentracién de sustrato ejerce
influencia sobre el desarrollo del microorganismo, se piensa que los efectos de limitacion sean
mayores en las fermentaciones sélidas, debido a la baja velocidad de difusion de los nutrientes

en la fase liquida (Moore y cols. 1983).

En la mayoria de los procesos de fermentacion solida y sumergida participan
microorganismos aerobios. La aireacion es considerada un factor elemental para el desarrollo
del proceso. La aireacién en las fermentaciones sélidas se presenta de manera mas accesible
que las fermentaciones sumergidas, debido a que la superficie de contacto es mayor entre el

aire y el liquido que se encuentra absorbido en las particulas (Viniegra y cols. 2003).
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Asimismo, otro factor que interviene en los procesos de fermentacion en medio solido
lo representa el tipo de indculo y la forma de inoculacion. En la literatura se reconoce el uso
de dos tipos fundamentales de inoculo en la produccion de hongos, tanto a nivel de laboratorio
como industrial: micelio (Moore y Prior 1993, Jenkins y cols.1998) o esporas (Doménech
2000).

Las principales ventajas del uso de micelio como indculo son una mejor competitividad
del hongo, una reduccion de la posible colonizacién del sustrato por microorganismos
contaminantes y la colonizacion més répida debido a que se reducen los tiempos de
incubacion. Ademas, en diferentes trabajos se reporta el uso de suspensiones de esporas
(Bosch y cols. 1995, Dorta y cols. 1996, Booth y Shanks 1998), destacandose su principal

ventaja en la reduccion de los costos en la etapa de propagacién del microorganismo.

Actualmente, existe un interés significante por utilizar técnicas de fermentacion en
medio solido para producir una variedad de metabolitos, como las enzimas, a pesar de que en

su mayoria la produccién de éstas se realice mediante fermentacion liquida.

En el ambito industrial se le da aplicacién a la fermentacion en medio solido para la
produccion de enzimas de uso en la tecnologia de alimentos, diagnostico clinico, analisis
quimico y produccion de metabolitos de interés industrial (Diaz 1997). Por ejemplo,
aflatoxinas (Gonzalez y Tomasini 1996), enzimas bacterianas (Babu y Satayanarayana 1996),

enzimas celulésicas (Nigam y Singh 1996).

De manera particular, las enzimas lacasas se emplean en la industria biotecnoldgica,
quimica, farmacéutica, entre otras. Estos metabolitos se excretan por diversos organismos,
entre los cuales encontramos a los del reino fungi, entre ellos algunas especies de Pleurotus,
esenciales para la degradacion de lignina a través de un proceso oxidativo por medio de

fenoloxidasas que son formadas y liberadas por la hifa (Schwarze y cols. 2000).
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1.4 Género Pleurotus

El género Pleurotus pertenece a un grupo cosmopolita de hongos con alto valor
nutricional, propiedades terapeuticas y diversas aplicaciones medioambientales y
biotecnoldgicas, comprende especies de tonalidades blancas, amarillas, rosadas, gris o de
colores oscuros. Ademas, se puede encontrar en forma de embudo, pétalo de flor o concha de

ostra (Martinez y cols. 1991).

El desarrollo o crecimiento de estas especies son sobre troncos, ramas o arboles
muertos y algunas veces se encuentra en el suelo sobre raices podridas, por lo que se
consideran saprotrofos. También pueden crecer en sustratos que contienen lignina y celulosa
para su cultivo, ya que posee un sistema selectivo de degradacion de lignina y hemicelulosa
(Coheny cols. 2001).

El cultivo de Pleurotus spp. puede extenderse a diferentes regiones del pais como una
actividad econdémica, ya que cuenta con factores que favorecen su cultivo; entre los mas
importantes se encuentran el clima, la materia prima disponible e infraestructura y un amplio
mercado. En la produccién de este hongo se utilizan y reciclan mas de 280,000 toneladas de
subproductos agroindustriales, acelerando con esto su biodegradacion y reciclaje en la

naturaleza (Martinez 2000).

Asi pues, puede ser cultivado sobre sustratos preparados con materiales celulésicos,
como fragmentos de papel, aserrin de pino y encino, o con paja de gramineas y harina de
frijol, al que se le adicionan algunas sales minerales como carbonato y sulfato de calcio;
también es cultivado en tocones o troncos de arboles muertos y en una variedad de
desperdicios agricolas ligninoceluldsicos como paja de trigo, olotes y rastrojo de maiz, bagazo
de cafia de azUcar o de café, los cuales contienen aproximadamente 60-70% de celulosa y 15%
de lignina. Esto sucede debido a que tienen la capacidad de desdoblar a la lignina y celulosa
sin que sea necesario efectuar una fermentacion previa u otro tipo complicado de preparacion

quimica o biologica (Herrera y Ulloa 1998).
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Un aspecto importante de la mayoria de las especies de Pleurotus es la variada
aplicacion de las enzimas que participan en el sistema de degradacion de la lignina, como en la
bioconversion de desechos agricolas para alimento de animales y otros productos alimenticios,
asi como una alternativa Util en procesos de biorremediacion de organocontaminantes,

compuestos xenobidticos e industriales.

De manera particular, Pleurotus ostreatus ha mostrado cierta habilidad en la
degradacion y mineralizacion de compuestos quimicos toxicos, tales como hidrocarburos

aromaticos policiclicos (PAHS), atrazina, organofosforos y desechos liquidos (Pointing 2001).

P. ostreatus es un hongo basidiomiceto, conocido cominmente como ostra, de gran
importancia economica, gastronémica y medicinal. Es industrialmente producido como
alimento humano (el tercer hongo mas cultivado a nivel mundial después de Agaricus
bisporus y Lentinula edodes). Generalmente, se emplea en la bioconversion de desperdicios
agricolas, como fuente de enzimas y compuestos quimicos para la industria y aplicaciones
médicas, como un agente en la biorremediacion y en la produccion de fertilizantes organicos
(Pefas y cols. 2002).

Los hongos basidiomicetos de pudricion blanca como Pleurotus ostreatus producen
enzimas involucradas en la degradacion de la lignina en su hébitat natural. La lignina es el
segundo biopolimero mayormente abundante en la biosfera después de la celulosa, compuesto
por subunidades de fenil-propano interconectados por diferentes enlaces carbono-carbono y
carbono-oxigeno-carbono (Giardina y col. 1995). Ademas, confiere rigidez, impermeabilidad
y proteccion a ataque microbiano en la madera y algunas plantas, por lo que involucra un

sistema complejo para su degradacion.
Leonowicz y cols. (1999) reportaron la estructura de la lignina basandose en estudios
de resonancia magnética nuclear realizados en 1974 por Nimz y Glasser a partir de lignina de

angiosperma (Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica de la lignina (Leonowicz y cols. 1999)

La degradacion de la lignina depende de las condiciones ambientales (pH, temperatura,
grado de humedad) y de la especie de hongo involucrado (Palmieri y cols. 1997).

Los hogos del género Pleurotus han sido estudiados en afios recientes en donde se han
identificado, descrito y caracterizado tres enzimas que participan en el sistema ligninolitico
util en proceso de biorremediacion de contaminantes. A saber, Manganeso peroxidasa (MnP),
versatil peroxidasa (VP) y Lacasa (Sannia y cols. 1991, Hatakka 1994, Asada y cols. 1995,
Tuor y cols. 1995, Giardina y cols. 1996, Camarero y cols. 1999, Cohen y cols. 2001).

La habilidad del micelio de Pleurotus para crecer sobre materiales ligninocelulésicos,
como la paja de trigo, se ha atribuido a la secrecion de enzimas, principalmente lacasas, de las
cuales se producen isoenzimas citoplasmaticas o extracelulares, de vital importancia en el

sistema ligninolitico de estos hongos (Rajarathnam 1989).
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1.5 Enzimas Lacasas

Las enzimas lacasas forman parte del grupo de las fenoloxidasas, catalizan reacciones de
degradacion de la lignina, son producidas es su mayoria por hongos de pudricién blanca
(Guillen y cols. 2000), aunque también son producidas por bacterias, insectos y plantas
(Galhaup y cols. 2002). Se ha descrito que son glicoproteinas extracelulares que contienen
cobre y un peso molecular de 60000 y 80000 (Gianfreda y cols. 1999).

Las lacasas (bencenodiol: oxigeno oxido-reductasas EC 1.10.3.2) pertenecen a un
grupo de enzimas que catalizan la oxidacién de un gran nimero de compuestos fenolicos y
aminas aromaticas usando oxigeno como aceptor de electrones, que es reducido a agua
(Muhoz-Guillén y cols. 1997) y simultaneamente trabajan en la oxidacion de un electron de
diversos sustratos aromaticos (Thurston 1994), lo que le confiere la caracteristica de oxidar un
amplio rango de sustratos que incluye polifenoles, monofenoles metoxisustituidos, aminas

aromaticas y otros compuestos aromaticos de facil oxidacion (Ramirez y cols. 2003).

Las lacasa fungicas catalizan sobre una amplia gama de sustratos con caracteristicas
quimicas similares al p-difenol y se conocen reacciones de polimerizacion, depolimerizacion,
metilacion y dimetilacion de compuestos fendlicos. Algunos ejemplos de estos sustratos son
los difenoles como la hidroquinona, catecol, guayacol, 2,6-dimetoxifenol, p-difenildiamina y
siringaldazina (Harkin y cols.1974). Esta propiedad se aprovecha en procesos de
biorremediacion para las oxidacién de contaminantes analogos a los sustratos de algunos
principios activos de insecticidas, colorantes, herbicidas, fungicidas, entre otros (Eggert y cols.
1998).

Se han encontrado diversas aplicaciones de las lacasas en el area de la biotecnologia,
como el tratamiento de efluentes de fabricas de pulpa de papel o de otras industrias que
contienen cloroligninas o compuestos fendlicos (Abadulla y cols. 2000), mejoramiento en la

calidad nutritiva de alimento para rumiantes, degrada una amplia gamma de compuestos
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xenobidticos empleados en los sectores agricolas e industriales (Bumpus y Aust 1987, Bogan
y Lamar 1996, Jolivalt 1999, Chander 2004).

2. ANTECEDENTES

La actividad de las enzimas lacasas fue descrita por primera vez en la savia del arbol Rhus
vernicifera (Yoshida 1883). El estudio de estas enzimas describe que se presentan en diversas
isoformas con diferentes propiedades fisicoquimicas como peso molecular, puntos
isoeléctricos y contenido de carbohidratos, que dependen de la especie de hongo y de las
condiciones de desarrollo (Eggert y cols. 1998).Generalmente, han mostrado que son
glicoproteinas, con punto isoeléctrico (pl) y pH acidos. (Heinzkill y cols. 1998).

Las lacasas, se clasifican dentro del grupo de enzimas denominadas azul cobre oxidasas, las
cuales se caracterizan por tener cuatro 4tomos cupricos (Cu?*/molécula) utilizando al cobre
como cofactor (Giardina 1999). Asi pues, dada esta caracteristica, se ha descrito que pueden
ser inducidas por medios ricos en nitrogeno (D’Souza y cols. 1999) y cobre (Palmieri y cols.
2000).

Gran parte de los estudios hechos sobre enzimas lacasas han identificado a organismos
excretores, condiciones enzimaticas y fisicoquimicas Optimas, afinidad hacia sustratos e
identificacion de isoformas presentes, entre otras caracteristicas, con la finalidad, en su
mayoria de identificar las condiciones propicias para la obtencion de estas enzimas. Tinoco y
cols. (2001) purificaron y compararon ocho isoformas lacasas, de las cuales seis fueron de
diferentes cepas de Pleurotus ostreatus, una de Coriolopsis gallica y otra de Trametes
versicolor. En este estudio reportaron diferencias significativas entre las lacasas con respecto a
la afinidad de la enzima (Km) por los sustratos (siringaldazina, ABTS y guayacol)
independientemente de la cepa y la especie. Todas las cepas de P. ostreatus mostraron un pH
optimo de actividad de 5.0 empleando siringaldazina como sustrato, asi como una temperatura

de méxima actividad entre 30 y 40°C de C. gallicay T. versicolor.
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Actualmente, el estudio de la produccion de enzimas fungicas se realizan tanto en
fermentaciones liquidas como en fermentacion en medio sélido ya sea en sustratos
biodegradables como en sustratos inertes. Panus tigrinus fue estudiado utilizando un medio
formulado con desecho de agua de los molinos que procesan la oliva, suplementado con 0.5 %
de sucrosa y 0.1 % de extracto de levadura en fermentacién en medio liquido bajo
condiciones de agitacion (250,500 y 750 rpm) vy aireacién (0.5, 1.0 y 1.5 vvm). La
fermentacion en medio solido se realizé empleando tallo de maiz picado y humedecido al 65%
con el desecho acuoso de oliva, igualmente bajo condiciones de agitacion y aireacion. Se
observo el efecto de la agitacion altos niveles de actividad lacasa y manganeso peroxidasa en
fermentacion liquida 4600 + 98 U/L a los 13 dias de fermentacion a 250 rpm y 410 £+ 22 en el
dia 7, respectivamente. También, el efecto de aireacion en fermentacion liquida para actividad
maxima de lacasa fue de 3900 + 50 U/L en el noveno dia y de 360 + 20 U/L para manganeso
peroxidasa a 1.0 vvm para ambas enzimas. En relacion a la actividad lacasa obtenida bajo
condiciones de fermentacion solida, la maxima observada fue de 1309 + 20 U/L en el noveno
dia con un indice del 5 % de CO,y 3% para manganeso perdxidasa y un valor maximo de
292 + 12 U/L el dia 13 (Fenice y cols. 2002).

Asimismo, De Souza y cols. (2002) trabajaron con P. pulmonarius crecido sobre paja
de trigo, como sustrato biodegradable, donde la maxima produccion de lacasas del extracto
crudo enzimatico fue de 8600 U/g de sustrato a los cinco dias de crecimiento. Posteriormente,
purificaron la principal isoenzima que se presentd en estas condiciones de crecimiento de P.
pulmonarius, y determinaron los parametros cinéticos utilizando siringaldazina, ABTS y

guayacol como sustratos (De Souza Yy Peralta 2003).

A su vez, Ramirez y cols. (2003) reportaron la produccion de enzimas lacasas de
Pleurotus ostreatus obtenida por fermentacion en medio solido y fermentacion en medio
liquido utilizando paja de trigo y vinaza como sustrato solido. La actividad de lacasas en

fermentacion solida (20 U/L) fue dos veces mayor comparada con la obtenida en medio
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liguido (10 U/L).Ademas, se produjeron tres y dos isoformas por fermentacion solida y
fermentacion liquida respectivamente.

Ademas, hay reportes sobre enzimas puras de lacasas extracelulares producidas por
hongos de pudricion blanca, en estudios realizados en fermentacion solida, en el que se mostro
el efecto del extracto enzimatico, de varias cepas del genero Pleurotus que presentaron
actividad intracelular y extracelular sobre diversos sustratos, encontrando diferente nimero de
isoformas obtenidas en cada cepa, las diferencias encontradas en el valor de la actividad
dependieron de la cantidad de enzima en cada extracto enzimatico. Se observéd que el ABTS
fue el sustrato en el que se obtuvo mayor actividad de lacasas, seguido de o-tolidina,
siringaldazina, 2,6 dimetoxifenol y sobre el sustrato que menor actividad se detectd fue p-

anisidina (Téllez-Téllez y cols. 2005).

En otro estudio, la produccidén de lacasas fue comparado por dos cepas modificadas de
Aspergillus niger (C28eco3 y C28eco03-13) con el gen IV de lacasas obtenida de Trametes
versicolors, se llevo a cabo en fermentacion en medio solido y fermentacion en medio liquido
utilizando glucosa y maltodextrin en diferentes concentraciones. La produccién enzimatica fue
mayor con glucosa como fuente de carbono. Sin embargo, la represion de lacasas fue evidente
en fermentacion sélida después de incremento de glucosa de 10 a 50¢/L. En contraste, en
fermentacion liquida con glucosa a 50g/L permiti6 la produccién de una elevada actividad
lacasa para la cepa C28eco3 (362 U/L) y para C28ec03-13 (592 U/L) (Téllez-Jurado 2005).

Tambien, Mirjana (2006) reporto que Pleurotus eryngii, P. ostreatus y P. pulmonaris
produjeron lacasas bajo condiciones de fermentacion en medio solido y liquido. La
inoculacion en ambos sistemas de fermentacion fue realizada con una suspension de micelio
homogeneizado en medio liquido, la suspension se realiz6 mediante un homogeneizador a
10,000 rpm. Los altos niveles de actividad lacasa fueron encontrados en P. eryngii en
fermentacion solida empleando cascara de mandarina como sustrato, asi como en P. ostreatus

bajo fermentacién liquida.
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Hay estudios de produccién de enzimas lacasas bajo la presencia de inductores en
fermentacion liquida y solida. En un estudio, la induccidn de cobre en los medios de cultivo,
en condiciones de fermentacion soélida utilizando mazorca de maiz como sustrato
biodegradable, Pleurotus pulmonarius incremento ampliamente la produccion enzima lacasa y
a su vez se identifico un efecto inverso a éste. Por un lado, se observd que de 270 U/L
obtenidas en el control, fueron suficiente 2.5 mM de sulfato de cobre para que incrementara el
nivel de lacasa a 1420 U/L. Por otro, la inhibicion de crecimiento en el cultivo se presento por

la presencia de iones de cobre 15.0 mM Cu®* (Kirst y cols. 2006).

Asimismo, Phanerochaete chrysosporium NCIM 1197 fue empleado para la
produccién de lacasas utilizando fermentacion solida con paja de trigo como sustrato. La
méaxima actividad de lacasa fue de 48.89+1.82 U/L en el quinto dia de fermentacion. Por otro
lado en cultivo liquido estético (a escala de laboratorio) fue de 30.21+1.66 y de 22.56+1.22
U/L en el mismo tiempo de fermentacion. También se obtuvo el peso molecular de una lacasa
parcialmente purificada (62 KDa). La presencia de dos isoformas de lacasas en los casos
mencionados se evidencid por medio de Native Page. La adicion de inductores solo acelerd la
produccion de lacasas y no en todos los casos se expreso la isoforma purificada (Gnanamani y
cols. 2006).

En otro estudio, se comprobd que P. ostreatus es capaz de producir lacasas en medio
liquido, se utilizé al sulfato ctprico como inductor de lacasas y se observo que la presencia en
pequefias concentraciones de este compuesto es suficiente para la expresion y mayor actividad
de la enzima. El complejo enzimético producido durante las fermentaciones en medio liquido,
fue capaz de oxidar diversos sustratos caracteristicos de las lacasas (p-nisidina, ABTS,
siringaldazina, y o-tolidina), asi como diversos colorantes de la industria, con lo cual se abren
amplias posibilidades de estudio gracias al potencial de decoloracion y detoxificacion por los
hongos de pudricion blanca, tal como lo muestran los estudios de la lacasa y que se han

enfocado a su aplicabilidad en la industria (Juarez 2006).
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Existen algunos estudios en relacion a la degradacion de compuestos fendlicos como
los PAHs por P. ostreatus, donde se muestran la eficiencia metabdlica del hongo para la
degradacion y en algunos casos la mineralizacion de diversos compuestos fenolicos
pertenecientes a los PAHs o sus analogos a traves de la oxidacion del anillo fenolico en su
estructura quimica (Bezaleel y cols 1996, Wolter y cols. 1997). También, se ha comparado la
habilidad de degradacion de PAHSs y produccion de enzimas ligninoliticas en aceite de algunos
hongos como P. chrisosoporium, P. ostreatus y T. versicolor. En este estudio se observé que
la produccion de MnP y Lacasa fue similar para P. ostreatus y T. versicolor, en comparacion

de P. chrisosoporium la produccion de éstas enzimas fue muy baja (Novotny y cols. 1999)

En otro estudio, se evalud la actividad enzimatica y actividad especifica de xilanasas,
celulasas y lacasas de Trametes sp. EUMI, Pleurotus ostreatus IE8 y Aspergillus niger
AD96.4 a los 14 y 19 dias de fermentacion sélida en bagazo de cafia de azUcar. Se observé que
Trametes sp. mostré mayor actividad xilanasa (141.77 Ul.g"*MS) y celulasa (9.04 Ul.g*MS).
La mayor actividad lacasa fue expresada por P. ostreatus (15.54 Ul.g*MS) a los 14 dias de
fermentacion, mayor en comparacion a los 19 dias de fermentacion (11.75 UL.g*MS),
Aspergillus niger mostr6 en este estudio menor actividad enzimética en ambos tiempos de

fermentacion para las tres enzimas evaluadas. (Méarquez y cols. 2007).

Respecto al uso de soporte inerte en las fermentaciones sélidas para el estudio de
enzimas ligninoliticas como las lacasas, (Téllez-Téllez y cols. 2008) estudiaron la produccién
de enzimas lacasas por Pleurotus ostreatus bajo condiciones de fermentacion liquida y sélida
empleando espuma de poliuretano como sustrato inerte. 13000 U/L de lacasa se obtuvo bajo
cultivo en fermentacién liquida con una produccion de biomasa de 5.6 g/L. Por el contrario,
bajo condiciones de fermentacion sélida se observd menor actividad de enzima lacasa 2430
U/L 'y una maxima produccion de biomasa de 4.5 g/L En relacion a las isoformas

identificadas en cada sistema, éstas fueron cuatro y tres respectivamente.
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En relacion a estudios realizados empleando micelio de hongo homogeneizado en
sustrato sélido para la produccion de enzimas ligninoliticas Ordaz (2008) estudio el efecto de
la temperatura en la produccion y productividad de celulasas, xilanasas y lacasas de Trametes
sp EUM1 con rastrojo de maiz como sustrato, para la inoculacion emplearon viales que
contenian agua, perlas de ebullicion y discos de agar con micelio del hongo, para obtener la
suspension homogénea, el contenido del vial se agit6 a maxima velocidad en un agitador
mecanico durante 1 minuto a temperatura ambiente y en condiciones de esterilidad. Respecto
al efecto de temperatura se observd que los niveles y la productividad de enzimas
ligninoceluloticas se incrementaron drasticamente al modificarse la temperatura de 30 a 40 °C.
La temperatura de 40°C fue la idonea para la produccion de celulasas y xilanasas, mientras

que la temperatura de 35°C fue mejor para lacasas.

A pesar de que existen estudios en los que se establezca la presencia de lacasas
producidas en sistemas de fermentacion en medio liquido y medios solido de origen natural o
biodegradable como lo es la paja de trigo, utilizando a P. ostreatus como organismo
productor, en su mayoria emplean procesos metodoldgicos que favorecen la caracterizacion
del sistema utilizado, a través del enriquecimiento del sustrato, presencia de inductores, en
algunos casos el factor de agitacion, aireacién, modificacion genética y método de

inoculacion.

3. JUSTIFICACION

Mediante trabajos realizados en fermentacion solida se conoce que este sistema
favorece el desarrollo de organismos fangicos para la produccion de enzimas, metabolitos y
esporas. Los conocimientos biolégicos obtenidos acerca de los organismos productores, asi
como los medios tecnoldgicos y cientificos, ofrecen diversas opciones para obtener estos

productos de manera mas cercana al medio ambiente en el que se encuentran.
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Las enzimas lacasas son excretadas por una variedad de hongos de pudricion blanca en
los que se encuentra Pleurotus ostreatus. La informacion sobre los factores que estimulan la
excrecion de estas enzimas es limitado. Algunos trabajos sugieren que la presencia de
inductores y las condiciones ambientales son determinantes en la biosintesis de estos
compuestos. Los factores que han mostrado importancia en el incremento de la produccion de
enzimas son el pH, temperatura de desarrollo del microorganismo, tipo y cantidad de

nutrimentos, asi como el tamafio y edad celular del inoculo.

En el caso de Pleurotus ostreatus, la propagacién micelial sobre placa ha sido
favorecida, por lo que en la mayoria de estudios con este hongo en fermentacion sumergida la
inoculacion se realiza por adicion de trozos de micelio o pellets, los cuales, gracias a la

agitacion del sistema existe en contacto persistente con todo el medio de cultivo.

Este tipo de inoculaciéon sugiere una amplia heterogeneidad cuando se aplica en
sistemas de fermentacion soélida estimulando puntos de agregacion micelial durante los
tiempos de fermentacion, lo cual no es representativo del fenémeno de produccién de enzimas
por fermentacion sélida, por lo que para disminuir la heterogeneidad de invasion micelial,
produccion de biomasa y por consecuencia la degradacion del sustrato y produccion de
enzimas se propone en este trabajo preparar una suspensioén de micelio por fragmentacion
mecéanica como método de inoculacion en fermentacion solida, evaluando su viabilidad en
fermentacidn sumergida comparando los parametros cinéticos con una fermentacion inoculada

con trozos de micelio.

4. HIPOTESIS

La inoculacion con “suspensién de micelio” de Pleurotus ostreatus obtenida por
fragmentacion mecanica presentara la misma viabilidad que el inoculo por “pellets”, teniendo

como ventaja una mayor homogeneidad en la invasion micelial del sustrato solido.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

- Evaluar la viabilidad de una suspension de micelio de Pleurotus ostreatus obtenida por

fragmentacion mecéanica como indculo en fermentacién para la produccion de lacasas.
5.2 Objetivos especificos

1. Comparar los parametros cinéticos de crecimiento de P. ostreatus en fermentacion

sumergida para la produccion de lacasas utilizando dos tipos de inoculacion.

2. Desarrollar una fermentacion solida para la produccion de lacasas inoculando con

suspension de micelio obtenido por fragmentacién mecanica.
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6. MATERIALES Y METODOS

En la figura 2 se muestra el diagrama para la produccion de lacasas por fermentacion liquida

y sélida.

Pleurotus ostreatus
(ATCC 32783)

A 4

Obtencion del indculo
(Desarrollado en agar extracto de malta por 7 dias)

A 4

Produccién de lacasas e Inoculacién
Estandarizacion en fermentacion liquida

4 A 4

- 3 fragmentos de - Su_spe_nsién de
micelio de 4 mm. de micelio.
didmetro

Caracterizacion de la fermentacion:

- Concentracién de proteina extracelular: Método de Bradford
- Actividad de lacasas

- pH del extracto enzimatico

- Azlcares Reductores: Método de DNS

- Biomasa: Diferencia de peso seco.

Produccién de lacasas

A

(Fermentacion en medio
solido)

Estandarizacion del método de
obtencion del extracto crudo
enzimatico por lixiviacion del sustrato.
-Técnica de filtracion.

A 4

Caracterizacion de la fermentacion:

- Viabilidad y crecimiento del hongo

- pH del extracto enzimatico

- Concentracion de proteina extracelular:
Método de Bradford

- Actividad de lacasas

Figura 2. Diagrama de la metodologia.
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6.1 Cepa

Se utiliz6 la cepa de Pleurotus ostreatus 32783 de la American Type Culture Collection
(ATCC Maryland, U.S.A). El indculo para la fermentacion se obtuvo mediante la propagacion
de la cepa a 25°C durante 7 dias en agar extracto de malta (EMA) y extracto de paja. Este se
prepar6 con 100g de paja de trigo en un litro de agua, la mezcla se calenté a 80 °C durante una
hora, el lixiviado se filtr6 con algodon y papel filtro Whatman numero 1 y por ultimo se
empled como solvente para la preparacion del medio EMA. Una vez obtenida la cepa se

mantuvo en almacenamiento a 4°C.

6.2 Fermentacion en medio liquido

Con la finalidad de establecer una técnica de inoculacion util en fermentacion en medio sélido,
se llevaron a cabo simultaneamente dos sistemas de fermentacion liquida (durante 20 dias)

empleando “pellets” y suspension de micelio como métodos de inoculacion.

Ambas fermentaciones se realizaron en matraces Erlenmeyer de 125 mL que contenian 50 mL
de medio de cultivo, cuya composicion se describe en la tabla 1.Se evalu6 durante el proceso
pH, contenido de proteina soluble, consumo de azlcares por el método de 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) vy actividad enzimética del extracto crudo enzimatico (ECE), asi como biomasa por
diferencia de peso seco.

Tabla 1. Composicién del medio para la fermentacion sumergida.

Componente Concentracion en g/L
Extracto de levadura 5

Glucosa 10
K2HPO, 0.4

ZnS0O4 7H,0 0.001
KH,PO, 0.6

FeSO, 7H,0 0.05
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MnSO4 H,0 0.05
MgSQO, 7H,0 0.5
CuSQOq4 5H,0 0.25
El pH se ajust6 a un valor de 6.0, con NaOH 0.1 M.

6.3 Inoculacion

Se utilizaron dos técnicas de inoculacién en fermentacién liquida. En la primer técnica
“pellets” se tomaron fragmentos de 4 mm de diametro de micelio (con el minimo contenido de
agar) tomado de la periferia de la colonia de P. ostreatus y posteriormente se inocularon los

matraces (3 fragmentos por cada matraz) que contenian el medio liquido.

Asimismo, en la segunda técnica “suspension de micelio” se tomaron fragmentos de
4mm de diametro de micelio tomado de la periferia de la colonia de P. ostreatus (el numero de
fragmentos totales para la suspension se determind mediante del numero de matraces a
inocular, por cada matraz se ocuparon 3 fragmentos) libres de agar, que se colocaron en una
solucion Twin al .02 % y con la ayuda de un agitador metalico se fragmento el micelio hasta
obtener una suspension lo mas homogénea posible. Posteriormente, se inocularon los matraces
con 1 mL de la suspension antes mencionada. La preparacion de la suspension y la inoculacion

en ambos casos se produjeron bajo condiciones de esterilidad.

La fermentacion se llevo a cabo a 25°C, con agitacion orbital de 120 rpm. Todas las

operaciones se realizaron en condiciones estériles. Se tomaron muestras cada 24 horas.

6.4 Obtencion del extracto crudo enzimatico

El extracto crudo enzimatico (ECE) se considero al caldo de fermentacion obtenido en cada
muestreo de la fermentacién liquida por filtracion a través de papel Watman No. 1. Los

extractos se mantuvieron en refrigeracion a 4°C.
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6.5 Determinacion de pH

Se determind el pH del extracto crudo enzimatico por potenciometria. El anélisis se realizo

con un potencidometro Conductronic Pc 45.
6.6 Determinacion de la concentracion de proteina soluble

La proteina total soluble se determind en el extracto crudo enzimatico, por el método de
Bradford (1976) que se realiz6 de la siguiente manera: a 100 pL de extracto crudo enzimatico
se le adicionaron 200 pL del reactivo de Bradford, el volumen se ajustd a 1 mL con agua
destilada y se leyo la absorbancia a 595 nm. Se utilizé albumina sérica bovina como proteina
estandar (Diaz y cols. 2001).

6.7 Cuantificacion de azUcares residuales.

Para determinar la concentracion de azlcares residuales a lo largo de la fermentacion, se
evaluaron los azUlcares reductores de acuerdo con la técnica de DNS, se tomaron 50 pl de
ECE, posteriormente se adicionaron 2000 ul o 2 ml del reactivo acido dinitro salicilico, el

volumen se ajusté a 3 ml con agua destilada y la absorbancia se leyé a 575 nm (Miller 1959).

6.8 Determinacién de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica de lacasas se determind en el extracto crudo enzimatico en cada punto
de la fermentacion siguiendo una cinética de reaccion durante 1 minuto a 39°C en una Celda
Peltier del espectrofotometro Jemway 6405 Uv/Vis a una longitud de onda de 468 nm,
utilizando 2,6-dimetoxifenol (DMP) [0.1M] como sustrato. La mezcla de reaccion contiene
900 uL de sustrato ([2mM] de DMP en buffer de fosfatos [0.1M] pH 6.5) y 100 puL de ECE.

Para la cuantificacion de enzimas lacasas se emplearon unidades arbitrarias de medicion, en la

que una unidad de actividad de lacasas (U) se consider6 como la cantidad de enzima que

provocd un incremento de una unidad de absorbancia por minuto en la mezcla de reaccion.
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6.9 Determinacién de Biomasa por diferencia de peso seco.

La biomasa obtenida en el proceso de filtracion se separd y se deshidratd en horno a 60°C

durante 24 horas, posterior a este tiempo se pesO y se reportd el peso seco obtenido en cada

punto de fermentacién (Diaz-Godinez y cols. 2001, Tlecuitl-Beristain y cols. 2003).

6.10 Determinacion de los parametros de crecimiento de Pleurotus ostreatus y produccion

lacasa

La evolucién de la biomasa X = X & fue ajustada por la ecuacién logistica (1) por

de

la

minimizacién del error cuadratico con la herramienta Solver de la hoja electronica de Excel

(Microsoft) (Diaz-Godinez y cols. 2001; Tlecuitl-Beristain y cols. 2003).

dX X
s ;{1— ]x .................... (1)

donde p es la velocidad especifica de crecimiento, Xmax €s el valor de biomasa maxima o de

X =X
equilibrioy C = % con X=X.

0o
También, se calcul6 la productividad observada en el pico maximo de actividad (Pro= Emax/

tiempo de fermentacion).
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6.11 Andlisis Estadistico

Se realiz6 una comparacion de curvas de crecimiento de P. ostreatus por fermentacion liquida
inoculadas con suspension de micelio y “pellets” a través de un analisis de Xi?. Asimismo se
compararon los pardmetros cinéticos de crecimiento mediante la prueba de

T-Student.

6.12 Fermentacion en medio so6lido

Primero, se llevd a cabo una fermentacion de prueba en medio sélido, durante 20 dias,
empleando paja de trigo como sustrato, con la finalidad de observar viabilidad y crecimiento

del hongo con la aplicacion de la “suspensién de micelio” como método de inoculacién.

Después, una vez realizada la fermentacion de prueba, se realizd fermentacion en
medio solido, durante 30 dias, bajo las mismas condiciones de la fermentacion antes

mencionada y posteriormente caracterizarla.

Cada fermentacion en medio solido se efectuaron en cristalizadores de 340 mL que
contenian 70 g de paja himeda (aprox. 70 % de humedad). Para obtener el porcentaje de
humedad, la paja que se utilizd se sumergio en agua durante 12 horas, se tom6 una muestra de
paja y se peso, este dato fue considerado como el 100 % de humedad. Después, se eliminé el
agua empleada y se procedié a escurrir la paja; continuando con el proceso de pesado hasta
obtener mediante calculos matematicos el porcentaje de humedad requerido. Posteriormente se

esterilizaron los cristalizadores con la paja himeda a 121°C durante 20 minutos.

6.13 Inoculacién de la fermentacion en medio sélido

Para inocular los cristalizadores que contenian la paja de trigo, se empled el método de
inoculacion por “suspension de micelio” ensayado en fermentacion liquida. A cada

cristalizador se inoculd 1 mL de la suspension de micelio bajo condiciones estériles y se
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mantuvieron en incubacion a 25°C. Las muestras se tomaron cada 24 horas y se hizo por

triplicado en cada punto de la fermentacion.

6.14 Obtencidn del extracto enzimatico

Para la obtencién del Extracto Crudo Enzimatico (ECE) a cada muestra se le adicioné 150 mL
de agua destilada, se mantuvo durante 30 min. con agitacion orbital a 230 rpm. Después, la
solucion se filtr6 en un embudo de porcelana empleando tela de gasa para recuperar el
material sélido. El filtrado se centrifugd a 15000 rpm durante 5 min. a 4°C. El sobrenadante se
decantd y este ultimo fue considerado como extracto crudo enzimaético, el cual se conservé en

refrigeracion a 4 °C.

6.15 Caracterizacién de la fermentacion en medio sélido

La caracterizacion de la fermentacion en medio sélido se llevd a cabo mediante la obtencion
de pH, el anélisis de concentracion de proteina soluble y actividad enzimatica lacasa con los

métodos descritos en fermentacion liquida.

7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion de la fermentacion liquida
7.1.1 Perfil de pH

Los rangos de pH obtenidos durante el proceso de fermentacion liquida inoculada por ambos
métodos (“pellets” y “suspension de micelio”) es poco variable al pH inicial del medio de
fermentacion empleado, en el caso de inoculacion por “pellets” los valores de pH se mostraron
mas estables que los inoculados por suspension de micelio. En la figura 3 se muestra el perfil
de pH durante el proceso de fermentacion liquida inoculada por “suspension de micelio” (6.0 -
6.7) e inoculada por “pellets” (6.0 - 6.3).
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Figura 3. Perfil de pH obtenido de P. ostreatus inoculado por “suspension de micelio” (-<-) y
“pellets” (-=-) en fermentacion liquida.

7.1.2 Concentracion de proteina soluble

En relacion a la determinacion de concentracion de proteina soluble, la fermentacion en medio
liquido inoculada por suspensién de micelio presentd mayor cantidad de proteina total soluble,
observada en tiempos mas reducidos que en comparacion de la fermentacion inoculada por
pellets.

La figura 4 muestra la grafica de concentracion de proteina soluble obtenida por
fermentacion liquida, en la que se utilizaron ambos métodos de inoculacion. Con el método de
“suspension de micelio” se observa la maxima concentracion de proteina soluble a las 168
horas (0.171 g/L), posteriormente desciende la concentracion hasta encontrar otro incremento
a las 312 horas con un valor de (0.138 g/L) concentracion de proteina soluble.

En relacion a “pellets” como método de inoculacion. Se observa que la concentracién
de proteina incrementa conforme avanza el tiempo de inoculacién, encontrando la maxima

concentracion (0.071 g/L) a las 384 horas.
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Figura 4. Concentracion de proteina soluble obtenida por fermentacion liquida con inoculacion
por “suspension de micelio” (-<--) y “pellets” (-=-).

7.1.3 Concentracion de azucar

El consumo de azucar observado en ambas fermentaciones se presenta de manera analoga
durante el proceso de fermentacion, lo que sugiere que la fuente de carbono en el sistema esta
siendo aprovechada por el organismo y lleve a cabo las funciones necesarias para su
crecimiento y sobrevivencia. Este comportamiento se puede observar en la figura 5 en donde

se utiliz6 “suspension de micelio” y “pellets” como método de inoculacién.
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Figura 5. Consumo de azUcar de Pleurotus ostreatus en fermentacién liquida por “suspension
de micelio” (-<-) y “pellets” (-=-) como método de inoculacion.

7.1.4 Actividad Enzimatica

La actividad volumétrica enzimética de lacasas obtenida por fermentacion sumergida
utilizando “suspension” de micelio y “pellets” como método de inoculacién se observa en la
figura 6. Respecto al primer método mencionado, se observan dos puntos predominantes de
actividad, una a las 240 horas con un valor de actividad de 14075 U/L y otro punto mayor de
14555 U/L a las 264 horas, posterior a este tiempo la actividad desciende en las siguientes
horas de incubacion.

Asimismo en la misma gréafica de actividad volumétrica enzimética de lacasas en el
segundo método de inoculacion, se distingue un maximo valor de 12435 U/L a las 312 horas,

posterior a este punto la actividad disminuye y no se observan puntos cercanos al maximo
obtenido.
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Figura 6. Actividad de lacasas de P. ostreatus inoculados por “suspensién de micelio” (-¢-) y
“pellets” (-=-) en fermentacion sumergida.

7.1.4.1 Actividad Especifica

Se determind la actividad especifica de biomasa (a) y proteina (b) Fig. 7, La actividad
especifica de biomasa en suspension de micelio se mantuvo baja durante las primeras 96 h de
fermentacion. A partir de este tiempo los valores de actividad especifica se incrementaron
hasta encontrar la maxima actividad (5062.95 U/gX) a las 240 h. En la inoculacion por
“pellets” la maxima actividad fue de 2294.28 U/gX a las 312 h. En relacion a la actividad
especifica de proteina el punto maximo de actividad (141081.46 U/g de proteina) en la
inoculacion por suspension de micelio fue a las 264 h y en la inoculacion por pellets se

observo un punto mayor de actividad (183219.20 U/g de proteina) a las 312 horas.
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Figura 7. Actividad especifica de lacasas con respecto a biomasa (a) y a proteina (b) de P.

ostreatus inoculados por suspension de micelio (<) y “pellets” (-®-) en fermentacion
sumergida.

7.1.5 Biomasa

Con respecto a la cinética de crecimiento, los resultados obtenidos de ambas fermentaciones

demuestran que el organismo y las condiciones en las que se llevaron a cabo son adecuados
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para su desarrollo, ya que ambos presentan fase de adaptacién, asi como de crecimiento

exponencial en los tiempos observados durante el proceso.

La figura 8 muestra las graficas de produccion de biomasa por fermentacion liquida
empleando “suspension de micelio” (a) y “pellets” (b) como método de inoculacion, se
observa que en ambos casos la fase de adaptacion transcurre desde el tiempo inicial de la
fermentacion hasta las 96 horas aproximadamente y a partir de este punto continla la fase
exponencial de crecimiento a las 384 horas.
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Figura 8. Curvas de crecimiento de Pleurotus ostreatus en fermentacion liquida inoculada por
suspension de micelio (a) y “pellets” (b).
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7.1.6 Pardmetros cinéticos de crecimiento

La biomasa mé&xima obtenida en “suspension de micelio” fue de 5.87 + 0.13 g/L a las 480
horas. La velocidad especifica de crecimiento (u) fue de 0.015 + 0.001 h™. Se obtuvo un
coeficiente de correlacion de 0.98 entre los datos experimentales y el modelo matematico. En
relacion a la fermentacion inoculada por “pellets” la biomasa méxima fue de 5.98 + 18 g/L a
las 480 horas. La velocidad especifica de crecimiento (p) fue de 0.016 + 0.001 h™*, con un
coeficiente de correlacion de 0.96 entre los datos experimentales y el modelo matematico. El
crecimiento observado de Pleurotus ostreatus en fermentacién liquida, bajo los parametros de
biomasa y (1) no se encontraron diferencias significativas en los dos sistemas de inoculacion
utilizados (p>0.05), por lo que en ambos casos, el modelo permite describir el desarrollo de la

biomasa bajo las condiciones experimentales con un alto grado de confianza.

Por otro lado, respecto a los resultados de Productividad de lacasas obtenidos en la
inoculacién por “suspension de micelio” fue de 7.2£0.2 U/L h y por “pellets” de 4.0+0.5 U/L

h, mostrando diferencia significativa entre ellas p<0.05.

7.2 Caracterizacion del la fermentacién en medio sélido

7.2.1 Viabilidad y Actividad Enzimatica

En la fermentacion de prueba llevada a cabo durante 20 dias se pudo observar que el
crecimiento del hongo en el sustrato fue viable durante el proceso, mismo que se observa En la
figura 9, donde se observa crecimiento e invasion de micelio sobre la paja de trigo como

sustrato biodegradable.
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Figura 9. Crecimiento e invasion de micelio de Pleurotus ostreatus inoculado por suspension
de micelio en fermentacion en medio sélido.

También se analizo actividad volumétrica enzimética en los extractos obtenidos de las
muestras de esta fermentacion. En la figura 10 se muestra la actividad volumétrica enzimatica
de lacasas producida por fermentacion sélida utilizando paja de trigo como sustrato. Se
observa un notable incremento de actividad (1180 U/L) a partir de las 192 horas, hasta
alcanzar un maximo de 1610 U/L a las 384 horas, los puntos de fermentacion observados en

los tiempos posteriores presentan menor actividad enzimatica.

Actividad U/g sustrato

H T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Tiempo de fermentacién (horas)

Figura 10. Actividad de lacasas de P. ostreatus producida por fermentacién sélida.

En las muestras de las que se obtuvieron un primer extracto crudo enzimatico, se repitio la

operacion de obtencion del mismo con la finalidad de verificar si en la primer extraccion se
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logré hacer un arrastre efectivo de proteina extracelular presente, se evalio nuevamente la

actividad enzimatica del extracto.

En la figura 11 muestra la grafica de la actividad volumétrica lacasa durante la fermentacion,
los puntos de actividad enzimatica corresponden aproximadamente a la mitad de los

observados en la primera extraccion.
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Figura 11. Actividad de lacasas de P. ostreatus producida por fermentacién sélida.

A continuaciéon se muestran los resultados obtenidos de la fermentacién en medio sélido
llevados a cabo durante 30 dias utilizando paja de trigo como sustrato y “suspensiéon de

micelio” como método de inoculacion.

7.2.2 Perfil de pH

La figura 12 muestra el rango de pH dado durante el proceso de fermentacién en medio
solido, se puede observar que el pH disminuye durante el proceso de fermentacion partiendo

de un valor de pH de 7.3 hasta finalizar con un pH de 4.7 a las 720 horas.
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Figura 12. Perfil de pH de P. ostreatus obtenido por fermentacion en medio sélido.
7.2.3 Concentracion de proteina soluble en fermentacion sélida

La figura 13 muestra la grafica que representa la concentracién de proteina soluble obtenida
por fermentacidn sélida, se observa que hay un incremento de proteina soluble en los primeros
tiempos de fermentacion hasta alcanzar una maxima concentracién de 0.196 g/L a las 240

horas.
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Figura 13. Concentracion de proteina soluble de P. ostreatus obtenida por fermentacion en
medio solido.
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7.2.4 Actividad Enzimatica

En relacion a la actividad enzimatica, en la figura 14 se muestra los valores de
actividad volumétrica de lacasa durante la fermentacion, en el que se distingue un punto

maximo de actividad de 1880 U/L a las 432 horas de incubacion.
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Figura 14. Actividad de lacasas de P. ostreatus producida por fermentacién sélida.

8. DISCUSIONES

Dada la heterogeneidad que presenta la fermentacion en medio sélido originada por la
naturaleza del sustrato y en la busqueda de un método de inoculacion diferente al empleado en
sistemas liquidos, generalmente realizado por “pellets”, se trabajo en la implementacion de un
método de inoculacion por fraccién mecanica de micelio “suspension de micelio” ensayados
ambos métodos en fermentacion liquida y “suspension de micelio en fermentacion solida.

En la caracterizacion de la fermentacion liquida del sistema inoculado por ambos
métodos el rango obtenido de pH tuvo poca variacion, lo que sugiere que la fragmentacion de
micelio no causa efecto en relacion al pH inicial durante el proceso. En relacion a la cantidad
de proteina total soluble se destaca la fermentacion inoculada por “suspension de micelio” con

respecto al inoculado por “pellets”, ademds de que se obtuvo en tiempo mas cercano. Por otro
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lado, el consumo total de azlcar observado en ambos sistemas coinciden en el tiempo (480
horas), con la particularidad de que en el sistema inoculado por “suspension de micelio” existe
mayor consumo respecto al tiempo en relacion al inoculado por “pellets” durante el proceso.
También, la actividad enzimatica obtenida en “suspension de micelio” se observaron varios
puntos de actividad encontrando la maxima (14555U/L) en tiempos mas cercanos (264 horas)
a la de inoculacion por “pellets”, de la cual esta ultima se encontré en un solo un punto de
fermentacion, con un valor de 12435 U/L a las 312 horas. En comparacion con el trabajo
realizado por Téllez y cols. (2008) en donde se utilizd al mismo organismo productor de
enzima bajo condiciones de fermentacion liquida e inoculacion mediante discos de micelio la
actividad enzimatica observada fue de 13000 U/L, valor menor en relacion al inoculado por
“suspension de micelio”.

Con respecto a la cinética de crecimiento, tanto el sistema de inoculacion por “pellets”
como el de “suspension de micelio” presentaron fase de adaptacion y fase exponencial en
tiempos similares, la biomasa méxima en “suspension de micelio” fue de 5.87+ 0.13 g/L y en
pellets de 5.98 + 0.18 g/L, la taza especifica de crecimiento fueron de 0.015+ 0.001 y 0.016+
0.001 respectivamente, en ambos sistemas no se encontraron diferencias significativas en los
pardmetros de crecimiento, en relacion a la productividad se encontrdé que el sistema de
inoculacion por “suspension de micelio” en fermentacion liquida es mayor que en la
inoculacion por “pellets”.

Cabe mencionar que la fermentacion en medio liquido se llevo a cabo en base a una
parte de la metodologia, y condiciones propuestas por Juarez-Hernandez (2006) por lo que se
consideran algunos aspectos en relacion a los resultados (de la fermentacion liquida
empleando suspensién de micelio como inéculo) y los obtenidos por dicho autor (el cual
utilizd “pellets” como método de inoculacion), ademas de que también utilizd la cepa de

Pleurotus ostreatus 32783.

En cuanto a la cinética de crecimiento, ambas fermentaciones mostraron que la fase de
adaptacion durd aproximadamente hasta las 96 horas y de crecimiento exponencial hasta las
384 horas, encontrando una diferencia en cuanto a la produccion de biomasa maxima 10.43g/L

en el trabajo del autor antes mencionado y de 5.87 g/L en el presente trabajo. Asimismo se
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observé que el rango de pH en las fermentaciones realizadas fue de 6.0-6.2 y 6.0-6.7,
respectivamente. En relacion al consumo de azlcar en el proceso de fermentacion se pudo
observar que en este trabajo el consumo total de glucosa se presenta a las 480 horas de
fermentacion, y para el caso del trabajo de Juarez-Hernandez (2006) el tiempo de consumo
total fue a las 300 horas de fermentacion. Tanto en la concentracion de proteina soluble y
actividad enzimética se muestran diferencias de valores y tiempos dados durante las

fermentaciones mencionadas.

Respecto a la implementacion del método de inoculacién en fermentacion en medio
solido con sustrato biodegradable los resultados obtenidos en cuanto a la viabilidad y
crecimiento se presentaron de manera favorable durante el proceso, observando que la
invasion micelial es uniforme en la mayoria de la superficie del sustrato y no genera puntos o
focos de crecimiento en los sitios donde se colocan los discos o fragmentos de micelio en la
inoculacion por “pellets”. Lo que implica que el micelio del hongo a pesar de ser fragmentado
por manipulaciéon mecénica conserva la funcionalidad bioldgica suficiente para poder
desarrollarse en un medio en el cual impera heterogeneidad dada por la naturaleza del sustrato.
A su vez, en esta fermentacion de prueba, se evalud la presencia de actividad enzimaética
lacasa, mediante dos extracciones enzimaticas secuentes. Los resultados obtenidos muestran
actividad enzimatica en ambos extractos, la primera con mayor concentracion que la segunda,
lo que demuestra que no es suficiente una sola extraccién para el arrastre total de metabolitos

solubles en el sistema.

La caracterizacion del sistema de fermentacion, mediante la valoracion del rango de
pH evaluado en los extractos crudos enzimaticos mostré disminucion de este parametro
durante el proceso, en donde no se descarta la produccién de otros metabolitos que en este
caso particular acidifiquen el extracto obtenido. Asimismo, los datos aportados de la
concentracion de proteina total soluble involucran la produccion de moléculas de origen
proteico en el sistema, considerando la presencia de enzimas ligninoliticas como las lacasas,
las cuales fueron valoradas y se determiné el valor maximo de actividad (1880 U/L) a las 432

horas (18 dias), que en tiempos de fermentacion, coincide en picos de actividad observado en
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el estudio realizado por Marquez y cols. (2007) en donde se observa que la maxima
produccion de enzimas lacasas por P. ostreatus a los 14 dias (15,54 Ul g™) y a los 19 dias
(11,75 Ul g con la diferencia que en este trabajo se empleé a bagazo de cafia de azlcar
como sustrato biodegradable, inoculacion por discos de micelio y ABTS (2,2° Azino-bis 3
etilvenz-thiazoline-6-sulfonic acid). A diferencia del sistema de fermentacion liquida, la
cuantificacion de biomasa, como pardmetro fundamental de la cinética de crecimiento, es
dificil de realizar en fermentacion en medio solido, debido a la fuerte unién que existe entre el
micelio y el sustrato biodegradable. Para este tipo de dificultades se han propuesto diversos
métodos de cuantificacion de biomasa de manera indirecta ya sea por actividad metabolica,
determinacion de acido desoxirribonucleico, indice de respiracion, consumo de nutrientes o

analisis de constituyentes celulares como la glucosamina (Marcial y cols. 2006).

Hasta el momento son escasos los trabajos en fermentacion sélida que utilicen
suspension de micelio como método de inoculacion. En su mayoria aquellos que utilizan a P.
ostreatus como organismo productor de enzimas ligninoliticas lo hacen mediante discos de
micelio o “pellets” (Membrillo y cols. 2008), o con solucién de esporas cuando el organismo
conserva esta caracteristica como Aspergillus niger (Marquez y cols. 2007).Por lo tanto, se
considera que el método de inoculacién por suspensién de micelio ofrece una alternativa en
sistemas de fermentacidn sélida de origen natural o biodegradable con la perspectiva de
implementar las metodologias que favorezcan la produccion de metabolitos de interés

biotecnoldgico.
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9. CONCLUSIONES

Con el propdsito de implementar un sistema alternativo de inoculacién al de “pellets”,
comunmente utilizado en sistemas de fermentacion, para la produccion de enzimas lacasas por
P. ostreatus, se valord la inoculacion de micelio fragmentado como método de inoculacién en

fermentacion en medio liquido y medio solido.

En el sistema de fermentacion en medio liquido el método de inoculacién por “suspension de
micelio”, obtenida mediante fragmentacion mecanica, los parametros de cinética de
crecimiento y resultados obtenidos al caracterizar la fermentacion, se encontrd que este
procedimiento al igual que el inoculado por “pellets” provee viabilidad y crecimiento al

organismo empleado para la obtencion de metabolitos como las enzimas lacasas.

Asimismo, la implementacion de inoculacion de P. ostreatus por “suspension de micelio” bajo
condiciones de fermentacion en medio sélido con paja de trigo como sustrato biodegradable
presentd crecimiento de la misma manera que el inoculo por “pellets”, obteniendo como
ventaja, mayor homogeneidad en la invasion del micelio sobre el sustrato sélido, por lo que el
micelio conservé propiedades bioldgicas para desarrollarse bajo las condiciones de
fermentacion utilizadas, ademas de que no se observaron puntos de crecimiento en los sitios

de inoculacion que se presentan en la inoculacion por discos o “pellets”.

Asi pues, el método de inoculacion por “suspension de micelio” implementado en ambos
sistemas de fermentacion permitié en primer instancia el crecimiento del organismo empleado,
conservar la viabilidad del mismo bajo las condiciones empleadas en cada sistema y
finalmente la obtencion del metabolito de interés biotecnoldgico mencionado en el presente

trabajo de investigacion, la enzima lacasa.
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