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RESUMEN

Los procesos eficientes para degradar por via enzimatica los desechos
lignoceluldsicos posibilitan nuevas aplicaciones industriales con un impacto
ambiental, econdmico y social muy positivo y cuya viabilidad depende en gran
medida de la actividad de las enzimas celulasas empleadas. La presente
investigacion se realiz6 para determinar mediante pruebas cualitativas y
cuantitativas la actividad de las enzimas celuloliticas de cuatro cepas de
hongos nativos de Costa Rica.

La actividad enzimatica relativa (U/mg) de tres de los hongos mostré una
tendencia decreciente durante seis dias de cultivo en medio liquido con
celulosa microcristalina como Unica fuente de carbono. Lo anterior se debe
probablemente a limitaciones del método de cuantificaciéon de enzima mas que
a un descenso de la actividad enzimatica absoluta. La actividad relativa mas
alta registrada fue de 1,024 U/mg, un resultado prometedor que justifica la
necesidad de realizar estudios posteriores, dirigidos en especial a la
optimizacion de condiciones de cultivo y el crecimiento en sustratos

lignoceluldsicos, para lograr descubrir el verdadero potencial del hongo.

Descriptores: Celulasas, lignocelulésicos, hidrdlisis, actividad enzimatica,

medio Mandels, proteina soluble
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INTRODUCCION

A la tasa actual de consumo de los recursos naturales, y en vista de la demanda
creciente de alimentos y energia, la necesidad de utilizar fuentes alternativas de
energia se convierte en una urgencia. Si estos recursos son renovables, las ventajas
son superiores pues su utilizacion no condiciona la disponibilidad de los recursos
empleados en el futuro. Entre las alternativas mas destacadas, se encuentran la
energia solar, edlica y geotérmica, junto con el hidrogeno, las células de combustible
y la biomasa (NREL, 2006). Con respecto a la biomasa, esta constituye una fuente
renovable cuya esencia es la fotosintesis, mediante la cual se produce materia
vegetal constantemente. La celulosa, el componente principal de esta materia, es el
polimero mas abundante de la biosfera. Cada afio, las plantas, hongos, algas y
algunas animales, sintetizan 70 x 10° toneladas (Herr et al, 1978). Es considerada la
fuente organica mas abundante de alimento, combustible y quimicos y la mayoria de

su potencial depende de ser hidrolizada a glucosa.

En la naturaleza, la degradacién de la celulosa ocurre por accion de las celulasas,
un conjunto de enzimas que actuan sinergisticamente para desorganizar y romper el
extenso polimero. Son pocos los organismos que poseen estas enzimas y la
capacidad de metabolizar la celulosa y usarla para alimentarse. Entre ellos, los
hongos se destacan por la rapida colonizaciéon de sustratos, la secrecién de las
enzimas al medio, la eficiente remocién de productos de hidrdlisis y la diversidad de
sus sistemas celuloliticos. Sobre los hongos se han realizado variedad de estudios
para comprender mejor su proceso de hidrolisis enzimatica de celulosa e intentar

usarlo para fines industriales.

Actualmente las enzimas celuloliticas se utilizan en las industrias de alimentos,
papel y textiles en procesos donde degradan sustratos purificados o pretratados.
Existe un marcado interés por el desarrollo de procesos que permitan emplearlas
para la degradacion de materiales y desechos lignoceluldsicos, con el fin de obtener
glucosa y otros azucares fermentables. La hidrélisis enzimatica de la celulosa

presente en los tallos, hojas y variedad de residuos agricolas presenta enormes



ventajas y oportunidades. Actualmente, debido en gran parte al elevado precio del
barril de crudo, una de las principales aplicaciones de la glucosa que se produciria
es la fermentacion para producir etanol, cuyo principal uso seria como aditivo a la
gasolina o biocombustible por si mismo. La hidrdlisis enzimatica aplicada a la
produccion de biocombustible permitiria reemplazar el maiz o la remolacha que se
utilizan actualmente como materia prima por desechos agricolas o plantas sin valor
nutritivo ni comercial. De esta forma, los residuos agricolas pasarian de ser un
desecho que se acumula y provoca problemas de contaminacion a ser una materia

prima para un producto con alto valor agregado.

Para lograr que los procesos de hidrélisis enzimatica de celulosa y las aplicaciones
subsecuentes sean alternativas viables, se requiere, entre otras cosas, de hongos
con complejos celuloliticos de elevada actividad. Gracias a la enorme biodiversidad
y el clima tropical, Costa Rica constituye una fuente potencial de estos organismos.
Este proyecto de investigacion pretende evaluar la capacidad celulolitica de varios
hongos nativos de Costa Rica con el objetivo de encontrar aquellos

microorganismos que constituyen la esencia de proyectos industriales viables.



REVISION DE LITERATURA

Caracteristicas de la celulosa

La celulosa es un componente esencial de la materia vegetal. Constituye el
componente principal de la pared celular y provee fuerza mecanica y resistencia a la
degradacion quimica y biolégica. En la pared también estan presentes otros
compuestos en menor proporcion como hemicelulosas, compuestos pécticos,
proteinas y lignina. La celulosa es un polimero no ramificado, formado por moléculas
de D-glucosa, unidas entre si por enlaces glicosidicos 3-1,4 para formar unidades
repetitivas de celobiosa. Las unidades de celobiosa, al enrollarse, forman las micro
fibrillas que constituyen una red impregnada por una matriz de hemicelulosa. Las
cadenas de celulosa pueden tener entre 2000 y 2500 residuos de glucosa, sin
embargo la longitud, asi como el nimero y organizaciéon de las cadenas, es muy

variable segun el tipo de organismo (Flores, 1999).

La celulosa puede encontrarse en forma de cadenas totalmente extendidas, de tal
manera que cada residuo de glucosa presenta un giro de 180° con respecto al
residuo de al lado en la cadena. En la forma extendida las cadenas pueden formar
cintas que se empaquetan lado a lado con una red de enlaces de hidrégeno dentro y

entre ellas. (Mathews et al, 2002).

Debido a los enlaces -1,4, la celulosa es un polimero de muy alta estabilidad
quimica y bioldgica. Las enzimas que degradan facilmente las uniones a-1,6 del
almidén son ineficaces contra la celulosa. Asi, la celulosa constituye una fuente
generosa de glucosa que muy pocos seres vivos logran aprovechar. Sin embargo,
existe un conjunto de diversos organismos capaces de degradarla. Los rumiantes
logran aprovechar la glucosa presente en la celulosa de los pastos gracias a las
bacterias simbiontes que habitan sus aparatos digestivos; las termitas, debido a que
sus intestinos albergan protozoos capaces de degradar la celulosa; las setas que
crecen en troncos caidos, en funcién de sus propias enzimas que secretan al
exterior (Mathews et al, 2002).



Degradacion enzimética de celulosa

Los microorganismos generalmente degradan la celulosa cristalina a celodextrinas y
finalmente a glucosa por medio de un complejo celulolitico. EI complejo, conocido
de forma simplista como celulasa, en realidad estd compuesto por tres tipos de
enzimas: endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas. Las endoglucanasas,
también conocidas como endo- 3-1,4-glucan glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4) son
glucanasas de accion aleatoria que dividen las cadenas de celulosa de las
secciones menos ordenadas de las fibras para producir secciones susceptibles al
ataque de las exoglucanasas. Al actuar sobre derivados solubles de la celulosa los
principales productos de su accién son la celobiosa y la celotriosa. Estos
compuestos son hidrolizados en un grado superior hasta glucosa por ciertas

endoglucanasas.

Las exoglucanasas hidrolizan las celulodextrinas comenzando en su extremo. Una
de estas enzimas, la exo- 3-1,4-glucan glucohidrolasa, va desprendiendo unidades
de glucosa del extremo no reductor de los glucanos. Esta accion es especialmente
pronunciada en las pequenas cadenas que resultan de la accion del ataque de las
endoglucanasas. Otro tipo de exoglucanasas, las exo-B-glucan celobiohidrolasas
(EC 3.2.1.91) remueven unidades de celobiosa de los extremos no reductores de las
cadenas, incluyendo aquellas de mayor longitud todavia adheridas a la matriz de

celulosa cristalina.

Las B-glucosidasas (EC 3.2.1.21) actuan sobre la celobiosa y en menor grado sobre
otros oligosacaridos B-1,4 para producir glucosa. Su accion parece limitada a

sustratos solubles. (Trimifio, 1982)

La celulosa y hemicelulosa pueden ser hidrolizadas a carbohidratos simples ya sea
por tratamientos acidos a variadas temperaturas y presiones o por procesos
enzimaticos. Los tratamientos acidos que degradan la celulosa son demasiado
fuertes para la hemicelulosa, por lo que la degradacion generalmente es secuencial
e inicia con un tratamiento mas suave primero para convertir la hemicelulosa en

xilosa. La celulosa residual puede luego ser convertida en glucosa. La neutralizacion



0 recuperacion del acido contribuye a los otros costos significativos en tales

operaciones (Johannesen, 1991).

La via enzimatica es técnicamente factible y muy prometedora, pero actualmente no
lo suficientemente eficiente como para que la produccién de grandes cantidades de
glucosa sea econdmicamente viable. Desde hace varios afios y hoy en dia se lleva a
cabo investigacion significativa sobre la estructura y funcion de las enzimas para
lograr mejorar su actividad, asi como intentos de manipulacion genética disefiados

para producir copiosas cantidades de la enzima

Aplicaciones industriales de la hidrélisis de celulosa y sus productos

Desde las investigaciones tempranas sobre la hidrélisis enzimatica de celulosa,
llevadas a cabo en los anos setenta, varios investigadores han sefialado las
principales dificultades técnicas y econdmicas que implica el proceso. Una
investigacion llevada a cabo por Mandels y Andreotti para explorar las principales
limitaciones y problemas de la fermentacion para producir celulasas en gran
cantidad sefiala como las principales dificultades la disponibilidad limitada de
sustratos apropiados, la necesidad de pretratamientos costosos y los altos costos de
la enzima (Mandels y Andreotti, 1978). En los casi treinta afios que han transcurrido

desde entonces, las primeras dos limitaciones han sido las mejor superadas.

El alto costo de la produccién de enzimas continta siendo un factor limitante para su
aplicacion industrial en la produccién de azucares solubles. Un caso concreto, el de
los hongos del género Trichoderma, ejemplifica adecuadamente las dificultades.
Debido a que su sistema de celulasas es deficiente en celobioasa, se produce la
acumulacion del disacarido celobiosa, el cual produce represiéon e inhibicion de las
enzimas por producto final y la consecuente limitante sobre la sintesis y actividad de

las enzimas (Zaldivar et al, 2001).

Para lograr que la produccion de glucosa a partir de celulosa mediante hidrdlisis
enzimatica sea un proceso econdmicamente viable, se han definido lineas
prioritarias de investigacion y accién. Con respecto al mejoramiento de la actividad

enzimatica, se estima que la influencia sobre ciertos factores clave puede contribuir



a un aumento de la actividad enzimatica de cinco a 15 veces el nivel actual. Para

alcanzar esta meta se propone:

1. Mejorar la termoestabilidad del complejo enzimatico: a una temperatura elevada
ocurre un aumento exponencial de la actividad enzimatica, por lo que este factor

posee el mayor potencial para mejorar el proceso.

2. Disminuir las uniones enzima-sustrato no productivas (unién a lignina, por
ejemplo) para evitar que la concentracion efectiva de las enzimas se vea disminuida

por estas interacciones, en las cuales no ocurre hidrélisis de celulosa.

3. Aumentar la constante catalitica de la celulasa, mediante una mejor sinergia entre

los componentes del complejo celulolitico.

4. Minimizar la inhibiciéon por retroalimentacion, lo que permitiria mayor flexibilidad
en el diseio de procesos y el uso de materia prima mas barata para producir
celulasas. Los mayores inhibidores de la celulasa son la celobiosa, la glucosa y

subproductos del pretratamiento de los sustratos.

Con respecto al proceso de produccion, las variables sobre las cuales se puede
influir para disminuir el costo de produccidon de la enzima son el volumen del
fermentador y el factor de llenado, el tipo de materia prima, la tasa de expresion de

la proteina y el tiempo de fermentacién (Hettenhaus, Glassner; 1997).

Asi como los principales problemas y limitaciones de la conversion enzimatica de
celulosa fueron detectados desde hace mas de 30 afios, también se sugirieron las
pautas para obtener cepas fungicas celuloliticas con una mayor actividad. En las
etapas mas tempranas de esta busqueda de cepas fungicas que logren mayor
rendimiento y una tasa de degradacién mas rapida, Herr y colaboradores (Herr et al,
1958) sugirieron en un estudio dos vias principales: la mutacién y manipulacion
genética directa y la bioprospeccion. Estas opciones se mantienen hoy en dia como

las principales vertientes en la busqueda de mejores hongos degradadores.



Los azucares fermentables que se produzcan mediante la hidrolisis de celulosa
pueden ser aprovechados en variedad de aplicaciones. Una de las mas atractivas,
en gran parte debido a los altos precios de la gasolina, es la fermentacion de los
carbohidratos simples para producir etanol y usarlo como combustible. Desde las
primeras décadas del siglo IX se conoce que cuando los desechos maderables eran
tratados con un acido fuerte se podia obtener una solucion de azucares
fermentables. Este principio se aplic6 comercialmente en 1900, cuando también se
descubrié que el acido sulfurico convertia la celulosa de la madera en dextrosa.
Desde entonces varios procesos han producido rendimientos de 16 a 40 galones de

etanol 100% por tonelada de madera seca (Johannesen, 1991).

Una vez que los azucares se encuentran en solucion se posibilita el crecimiento de
los microorganismos que llevan a cabo la fermentacion. Los azucares de cinco
carbonos como la xilosa son fermentados por las levaduras Pachysolen tannophilus
o Pichia stipitis, pero a niveles que no alientan su conversion a etanol. La glucosa es
fermentada mayoritariamente por la levadura Saccharomyces cerevisiae y la
bacteria Xymomonas mobilis, en un proceso conocido exhaustivamente y aplicado a
gran escala en la industria de las bebidas alcohdlicas. Los procesos de fermentacion
ocurren de forma separada por lo que dificultan el aprovechamiento de todos los
materiales biomasicos. Debido a que la celulosa es la fuente de azicares mas
barata, la capacidad de usar este material influiria significativamente en los costos

de produccion del etanol. (Johannesen, 1991)

La primera aplicacion de las enzimas a la hidrdlisis de material lignoceluldsico en un
proceso para producir etanol fue simplemente para reemplazar el paso de hidrélisis
acida. Esto se conoce como hidrélisis y fermentacién separadas (HFS). Una
modificacion importante al proceso de hidrdlisis enzimatica de biomasa fue la
introduccion de la sacarificacion y fermentacion simultanea (SFS), la cual ha sido
mejorada recientemente para incluir la cofermentacién de multiples azucares. En el
proceso de SFS se combinan la celulasa y los microorganismos fermentadores; al

irse produciendo los azucares simples estos la convierten en etanol (DOE, 2003)



OBJETIVOS

General

« Determinar mediante pruebas cualitativas y cuantitativas la actividad de las
enzimas celuloliticas producidas por cuatro cepas de hongos nativos de Costa

Rica.

Especificos

» Realizar una gira de campo para obtener muestras de hongos que se

encuentren creciendo sobre sustratos lignocelulésicos.

- Evaluar cualitativamente la capacidad de crecimiento de las cepas en un medio
minimo con celulosa como uUnica fuente de carbono, segun la aclaraciéon del

medio y el desarrollo de micelio.

« Medir la actividad enziméatica de las cepas que presenten mayor degradacion de
celulosa en medio liquido, mediante pruebas para cuantificacién de proteina

soluble e insoluble y de degradacién de carbohidratos complejos.



MATERIALES Y METODOS

Obtencién y preparacion de muestras

Se realizdé una visita al Bosque de la Hoja, en San Rafael de Heredia, para
recolectar muestras de crecimientos fungicos en sustratos lignoceluldsicos. Se
recolectaron 15 muestras de fragmentos de madera en descomposicién y de tierra
con hojarasca. Las muestras se colocaron en bolsas plasticas numeradas desde
BH-1 hasta BH-15 y se guardaron en el congelador durante dos dias.
Posteriormente se pulverizaron y homogenizaron con un procesador de alimentos.
Aquellas con alto contenido de humedad se colocaron en la estufa a 50° C para
desecar y poder ser pulverizadas. También se usaron como muestras algunos
crecimientos fungicos que crecieron como contaminacion en las placas sin inocular

(identificados con una “C”, en lugar de “BH".)

Purificacion de crecimientos y primera evaluacion cualitativa

Se agregd 1g de muestra procesada a placas Petri con medio Mandels semisoélido
(Anexo 1). Las placas, sin sellar, se colocaron en una incubadora a la temperatura
ambiente del cuarto limpio (22° C promedio), en oscuridad. Durante dos semanas se
realizaron evaluaciones periddicas y se identificaron 25 morfotipos, los cuales se
repicaron en placas de agar papa dextrosa (APD) pH 5,5 para ser purificados. Se
identificaron con el niumero de la muestra seguido por el numero de morfotipo (ej.
5.1, 12.2, C 3.1) Posteriormente se seleccionaron 13 morfotipos, claramente
distinguibles unos de otros, para evaluar cualitativamente su capacidad de
metabolizar la celulosa. Usando un asa micoldgica modificada (Anexo 2), se tomod
una seccion de micelio y se inoculd en placas con medio Mandels semisélido. Se
realizaron evaluaciones periddicas de crecimiento y aclaracion del medio durante 9
dias. Se seleccionaron 10 hongos para evaluar cuantitativamente su actividad

enzimatica.

Cultivo en medio liquido con agitacion y segunda evaluacion cualitativa
En Erlenmeyers de 125ml se colocé 70ml de medio Mandels liquido con 10% de
celulosa microcristalina. Usando el asa micolégica modificada se tomé el fragmento

de micelio no esporulado que sirvié de indculo. Los recipientes se taparon con

-] Comentario [HM1]: pongo

composicion? menciono g solo
tiene celulosa fuente carbono?




algoddn y se colocaron en un agitador orbital, carente de regulacién de temperatura,
durante 6 dias, a una velocidad aproximada de 130 rpm, expuestos a la luz y a una
temperatura ambiental promedio de 20°. Se realiz6é un primer cultivo con 10 hongos
y otro posterior con los cuatro hongos que presentaron mayor crecimiento y
degradacion de la celulosa. Este segundo cultivo se llevo a cabo por triplicado; de
los tres frascos de cada crecimiento, uno se tomé a los dos dias para separar y

almacenar su contenido, otro a los cuatro dias y otro al final del cultivo a los 6 dias.

Separacion del sobrenadante y el micelio

El contenido de los Erlenmeyers se trasvaso a recipientes conicos y se centrifugd
durante 30 minutos a 5300 rpm y 20° C en una centrifuga IEM Multi RF.
Posteriormente se filtr6 el sobrenadante a través de prefiltros de fibra de vidrio
Schleichen & Schnell con ayuda de una bomba de vacio. El sobrenadante se
trasvaso en tubos Falcon de 50ml y se mantuvo en refrigeracion a -20° C. El micelio
con los residuos de celulosa se mantuvo en los recipientes cénicos y se colocd en la

estufa a 45° C durante 18 horas.

Andlisis del contenido de proteina soluble

Se utilizé la variante “micro” del método de Bradford para el anadlisis de proteinas
solubles. En tubos de ensayo se colocd una alicuota de 0,5ml de solucion
enzimatica y se adicioné 5ml de reactivo cromogénico. El contenido del tubo se
mezclé brevemente en un mezclador Vortex y se dejé reposar por dos minutos. Para
medir la absorbancia de la mezcla se usé un espectrofotometro digital Spectronic
20; se leyo a 595nm contra un blanco reactivo que contenia 0,5ml de NaOH 0,33M

en vez de proteina.

Andlisis del contenido de proteina insoluble

Para lograr extraer la proteina del micelio sélido se siguié el procedimiento de triple
extraccion de Peitersen. Se pesé 100ml de micelio seco y macerado, se coloco en
un tubo de ensayo y se agregé 10ml de NaOH 1M. El tubo se tap6 y se colocd en
bafno maria por 10 minutos a 100° C, para luego centrifugar por cinco minutos a
temperatura ambiente y maxima velocidad en una centrifuga clinica. El

sobrenadante se coloco en una probeta y al sélido remanente se le agreg6é 5ml de
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NaOH 1ml. Se repitié el ciclo de calentamiento y centrifugacion y el sobrenadante se
agrego junto con el del primer ciclo. La ultima repeticion se llevé a cabo usando 5ml
de agua destilada y el sobrenadante se agrega a los dos anteriores.

De la mezcla de sobrenadantes se tomé una alicuota de 0,5ml para cuantificar la
proteina soluble por el método de Bradford, de la misma forma que se indicé

anteriormente.

Prueba de papel de filtro y cuantificacion de azlcares reductores mediante DNS

El procedimiento utilizado fue el descrito por Ghose. En un tubo de ensayo de
16x100 se colocd una tira de papel filtro Whatman N°1 de 6cm x 1cm enrollada y se
agregdé 1ml de amortiguador de citrato 0,05M pH 4.8, y 0,5ml de solucidon
enzimatica. Cada tubo se tapd con una bolincha de vidrio y se colocaron en bafio
maria a 50° C durante 1 hora. Transcurrido el periodo de incubacion, se agregé 3ml
de acido dinitrosalicilico (DNS) y 1ml de solucién de glucosa 40ug/ml y se incubd a
100° C durante 5 minutos. Para determinar la concentracion de azucares reductores
(considerados como glucosa), se leyo la absorbancia en un espectrofotometro digital

Spectronic 20 a 550nm contra un blanco con agua en vez de soluciéon enzimatica.
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RESULTADOS

Evaluacién y purificacion de crecimientos

De las 15 muestras de tierra y hojarazca recolectadas, se identificaron 21
crecimientos fungicos. Debido a que las muestras pulverizadas se inocularon en
medio Mandels, con celulosa microcristalina como unica fuente de carbono, existe la
certeza de que estos 20 crecimientos poseen capacidad celulolitica. También se
seleccionaron 4 hongos que crecieron como contaminacion en las placas de medio

Mandels almacenadas en refrigeracion.

Luego de dos semanas de incubacion, se procedio a aislar cada crecimiento fungico
en agar papa dextrosa (APD) pH 5,5. Se seleccionaron 13 crecimientos para llevar a
cabo las primeras pruebas, segun el criterio de escoger aquellos que representaran

una morfologia definida y distinta a las demas.

Los 13 hongos seleccionados se inocularon en placas con medio Mandels
semisolido. Durante 9 dias se observd su crecimiento micelial y el grado de
degradacion de celulosa, interpretado como la aclaracion del medio de cultivo. En
los Cuadros 1 y 2 aparecen los hongos ordenados en categorias segun sus

resultados en las pruebas cualitativas (ver también Anexos 2 y 3).
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Cuadro 1. Crecimiento de los hongos en medio Mandels semisdlido luego de 9 dias

de incubacion a 22° C y en oscuridad.

Hongo Grado de crecimiento Descripcion del criterio

c21

5.1 Placa totalmente cubierta por micelio o
4.2 Excelente esporas, desarrollo de estructuras notables,
3.1 micelio denso

12.1

C3.1

8.1 ) ) o

101 Notable cI?Iaca parcialmente cubierta, micelios poco

ensos

11.3

C4.2

12.2
ca1 Pobre Crecimiento limitado a la periferia del indculo
C13

Fuente: Laboratorio de Investigacién en Bioguimica, 2006

Cuadro 2. Grado de aclaracion del medio Mandels semisodlido luego de 9 dias de

incubacion a 22° C y en oscuridad.

Hongo Grado de aclaracion Descripcidn del criterio
5.1 Excelente Medio totalmente traslucido
C4.2
C41 Al colocar las placas sobre una manta azul se
’ Notable aprecia este color, a diferencia del caso de la
1.3 placa control.
8.1
12.2
C13
4.2
C 3.1 . . .
Diferencia de opacidad con respecto a la placa
Pobre O :
C21 control casi imperceptible
12.1
10.1
3.1

Fuente: Laboratorio de Investigacion en Bioquimica, 2006
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Cultivo en medio liquido con agitacién

Para el primer cultivo en medio liquido se incluyeron 10 hongos, los cuales fueron
analizados a los dos, cuatro y seis dias para observar el crecimiento de micelio y el
grado de degradacion de celulosa. En el Cuadro 3 se presentan las observaciones

realizadas durante el transcurso del cultivo.

Cuadro 3. Crecimiento de los hongos y aclaracion del medio liquido luego de seis
dias de cultivo con agitacion, a una temperatura no controlada cercana a 22° C y

exposicion a la luz.

Hongo Dia Crecimiento  Aclaracion Hongo Dia Crecimiento  Aclaracion
2 2

3.1 4 12.2 4 + X
6 + 6 ++ XX
2 2 +

4.2 4 + X C13 4 + X
6 ++ X 6 ++ X
2 2 + X

5.1 4 Cc21 4 ++ XX
6 + X 6 ++ XX
2 + 2

8.1 4 ++ X C3.1 4
6 ++ X 6 + X
2 + X 2

12.1 4 ++ XX C4.2 4 +
6 ++ XX 6 + X

Pobre: micelio muy escaso
+ Notable: se observa pequefia bolita de micelio o algunas separadas

++ Excelente: presencia de gran masa de micelio o muchas bolitas separadas

Pobre: diferencia con frasco control apenas perceptible
X Notable: se observa descenso en turbidez

XX Excelente: medio traslicido como el agua

Se resalta en sombreado los resultados de los hongos escogidos por su buen desempefio

Fuente: Laboratorio de Investigacion en Bioguimica, 2006
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El segundo cultivo se realiz6 con los cuatro mejores crecimientos: “4.2”, “12.1”,
“12.2” y “C 2.1”7. A los dos, cuatro y seis dias se separ6 uno de los tres frascos de
cada crecimiento para analizar el desarrollo de micelio, la aclaracién del medio
liqguido y posteriormente centrifugar su contenido y separar el sobrenadante. El
Cuadro 4 presenta el orden relativo de los hongos, cada dia que se analizaron,
segun su crecimiento y grado de aclaracion del medio liquido (ver Anexo 4 con

fotografias de los cuatro frascos en los diferentes periodos de muestreo).

Cuadro 4. Crecimiento y aclaracion del medio de los cuatro mejores degradadores,
luego de seis dias de cultivo en medio liquido con agitacion, a una temperatura no

controlada cercana a los 22° C y exposicion a la luz.

Hongo Dia Crecimiento ' Aclaracion 2
2 D

4.2 4 B B
6 C D
2 B A

121 4 C C
6 A A
2 C D

12.2 4 D D
6 B C
2 A B

C21 4 A A
6 C B

"2 A B,C y D indican el orden decreciente de crecimiento y
aclaracion

Fuente: Laboratorio de Investigacion en Bioquimica, 2006

Pruebas cuantitativas

Los sobrenadantes de los cultivos se utilizaron como soluciéon enzimatica para
realizar pruebas cuantitativas que permitieran medir y relacionar la concentracion de
proteina soluble, insoluble y azucares reductores liberados de papel filtro. Con los
datos obtenidos de estas pruebas (Anexos 5y 6) se procedio a calcular la actividad

enzimatica de cada uno de los cuatro hongos escogidos (Anexo 7).
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“4.2” es el unico hongo cuya actividad enzimatica presenta una tendencia
Unicamente creciente, a pesar de que en su punto maximo, a las 144 horas, la
actividad es la tercera menor de las actividades medidas. A partir de las 96 horas su
actividad se estabiliza cerca de las 0,6 U/mg. La Figura 1 muestra como a partir de
este mismo momento el aumento de la degradacién de papel filtro es levemente

mayor al aumento en la cantidad de proteina soluble.
A

1.200

1.000 -

0.800

0.600

0.400 -

0.200 o

0.000 /

40 52 64 76 88 100 112 124 136 148
Tiempo (h)

Concentraciéon (mg/ml)

Azred —o— Proteina soluble

B

Actividad enzimatica relativa

1.200
0.900 -

0.600 - -

0.300 +

Actividad (U/mg)

0.000 T T T T T T T T T
40 52 64 76 88 100 112 124 136 148

Tiempo (h)

Figura 1. Comparacién de las concentraciones de proteina soluble y de azucares
reductores producidos por el hongo “4.2” en cultivo liquido (A). Actividad enzimatica

relativa durante el cultivo (B).

Fuente: Laboratorio de Investigacion Bioguimica, 2006.

16



Los resultados de las pruebas de proteina y actividad en papel filtro de “12.1” (Fig.
2) corroboran el buen desarrollo y rapida aclaracion del medio que se observé en el
cultivo en medio liquido: a las 96 horas el medio se encontraba casi tan traslucido
como el agua y se observaba una gran masa de micelio. Es el hongo que alcanza la
maxima actividad enzimatica relativa (1,024 U/mg) y ademas el mayor promedio de

actividad en los tres muestreos.

A
1.200
E 1.000
(o]
£ 0.800 -
c
el
‘s 0.600
o
£ 0400
[8]
5
§ 0.200
OOOO T T T T T T T T T
40 52 64 76 88 100 112 124 136 148
Tiempo (h)
Azred —o— Proteina soluble

B

Actividad enzimatica relativa

1.200

Actividad (U/mg)
o o o
w o ©
o o o
o o o

0-000 T T T T T T T T T
40 52 64 76 88 100 112 124 136 148

Tiempo (h)

Figura 2. Comparacion de las concentraciones de proteina soluble y de azucares
reductores producidos por el hongo “12.1” en cultivo liquido (A). Actividad enzimatica
relativa durante el cultivo (B).

Fuente: Laboratorio de Investigacion Bioquimica, 2006.
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De los tres hongos que presentan una tendencia decreciente en su actividad
relativa, “12.2” muestra el descenso mas pronunciado. De cerca de 0,900 U/mg a las
48 horas pasa a poco mas de 0,350 luego de 144 horas (Fig. 3). También fue el
hongo que liberé al medio la mayor cantidad de proteina soluble, lo cual incide en

los resultados de actividad enzimatica relativa.

A
1.200
E 1.000 -
()}
£ 0.800
c
)
‘s 0.600 -
©
S 0.400 ——0
(&)
g /
o 0.200 /
0-000 T T T T T T T T T
40 52 64 76 88 100 112 124 136 148
Tiempo (h)
Azred —o— Proteina soluble
B
Actividad enzimatica relativa
1.200
E’ 0.900 |
3 \
T 0.600
3 T
>
= —
o 0.300
<
O-OOO T T T T T T T T T
40 52 64 76 88 100 112 124 136 148
Tiempo (h)

Figura 3. Comparacion de las concentraciones de proteina soluble y de azucares
reductores producidos por el hongo “12.2” en cultivo liquido (A). Actividad enzimatica

relativa durante el cultivo (B).

Fuente: Laboratorio de Investigacion Bioguimica, 2006.
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En el caso de “C 2.1”, se observa la tendencia decreciente menos pronunciada, con
una actividad que se mantiene entre las 0,800 y los 0,600 U/mg (Fig. 4). Al igual que
“12.1”, fue uno de los hongos que a las 96 horas de cultivo en medio liquido habia
degradado la celulosa casi en su totalidad. Su actividad enzimatica relativa es la

segunda mayor de todas las medidas.

1.200

1.000 -

0.800

0.600

0.400
0.000

Concentracién (mg/ml)

40 52 64 76 88 100 112 124 136 148
Tiempo (h)

Azred —o— Proteina soluble

Actividad enzimética relativa

1.200

0.900

0.600 | \ —

0.300 -

Actividad (U/mg)

0-000 T T T T T T T T T
40 52 64 76 88 100 112 124 136 148

Tiempo (h)

Figura 4. Comparacion de las concentraciones de proteina soluble y de azlcares
reductores producidos por el hongo “C 2.1” en cultivo liquido (A). Actividad
enzimatica relativa durante el cultivo (B).

Fuente: Laboratorio de Investigaciéon Bioquimica, 2006.
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La Figura 5 presenta las actividades enzimaticas relativas comparadas de los cuatro
hongos en el transcurso del cultivo en medio liquido con agitacion. Las actividades
iniciales y finales son similares para tres de los hongos; es en el periodo cercano a

las 96 horas en el que se observan las mayores diferencias de actividad.

Actividad enzimatica relativa

1.200
. 0.900 /o\
=)
£ \ 4.2
= —o—12.1
i2 0.600 —t 122
o —_—— .
% M ——C 2.1
< 0.300

0.000 T

40 52 64 76 88 100 112 124 136 148
Tiempo (h)

Figura 5. Comparacion de las actividades enzimaticas relativas de los cuatro

hongos durante el cultivo en medio liquido con agitacion.

Fuente: Laboratorio de Investigaciéon Bioquimica, 2006.
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La concentracion de proteina insoluble se midié unicamente al final del cultivo (196
horas) y sirve como una medida cuantitativa del crecimiento de cada hongo. Los
valores demuestran que aquellos hongos que visualmente presentaron mayor
crecimiento (“12.1” y “C 2.1”) no son los que produjeron la mayor cantidad de
proteina (Figura 6).

Produccién de proteina insoluble

0.500

0.400 -
0.300 -
0.200 -
0.100 - ]

0.000 T I:I

Concentracion (mg/ml)

Figura 6. Comparacion de las concentraciones de proteina insoluble de los cuatro
hongos luego de seis dias de cultivo en medio liquido.

Fuente: Laboratorio de Investigacion Bioquimica, 2006.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Al comparar los resultados de las pruebas cualitativas con las pruebas cuantitativas
destaca el hecho que algunos hongos que son los mejores aclaradores en placa no
son los mejores aclaradores en medio liquido. El caso del hongo “5.1” ilustra
claramente lo anterior: presenta excelente crecimiento y aclaracion del medio
Mandels sdlido, sin embargo apenas mostré crecimiento en los frascos con medio
liquido y la turbidez del medio al cabo de seis dias se mantuvo muy similar a la del
frasco control. Otro hongo que presenté una tendencia similar es “3.1”, el cual
crecio rapidamente en medio solido pero fue solo hasta el sexto dia de cultivo en
medio liquido que se logré observar un rastro de micelio. También cabe resaltar que
de los cuatro hongos escogidos para el analisis de actividad enzimatica, todos se
situaron en la categoria de aclaramiento pobre en placa. Al respecto se debe hacer
la salvedad de que en algunos casos, como el de los hongos “C 2.1” y “8.1", el
propio micelio o los pigmentos liberados impidieron observar adecuadamente que
tan traslucido se encontraba el medio sélido, por lo que la aclaracién pudo haber

sido mayor que la observada.

De los cuatro mejores degradadores de celulosa en medio liquido, tres no
secretaron pigmentos al medio. A pesar de que no se analizaron dichas sustancias,
se puede suponer que si fueron producidas en respuesta a estrés ambiental, los tres

hongos que no las liberaron se adaptaron mejor a las condiciones de cultivo.

Los cultivos en medio liquido, colocados en un agitador orbital sin control de
temperatura, estuvieron expuestos a las variaciones diarias naturales de luz y de
temperatura, dos factores que sin duda alguna ejercen gran influencia sobre el
crecimiento y metabolismo de los hongos. La atmdsfera dentro de los frascos sin
aireacion y la velocidad de agitacion también se unen a la lista de causas que
determind cuales hongos presentaron el mejor desempefio y por qué otros que

crecieron bien en placas no lo hicieron de igual forma en medio liquido.

Los resultados de los analisis del contenido de proteinas y la liberacion de azucares

reductores a partir de papel filiro permiten tener una idea general de la dinamica de
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crecimiento y metabolismo de cada hongo. Con base en la naturaleza de los
crecimientos fungicos, se asume que una fraccidon considerable de la proteina
extracelular presente en el medio de cultivo corresponde a las enzimas que llevan a

cabo la degradacion del sustrato, en este caso el complejo celulasa.

La celulosa microcristalina, a diferencia de la carboximetil celulosa o el
nitrofenilglucésido, es un sustrato no selectivo para la producciéon de alguno de los
tres grupos de enzimas principales del complejo celulasa. Para metabolizarla, cada
hongo debié expresar en conjunto endoglucanasas, exoglucanasa y p-glucosidasas.
Cada una de estas enzimas cumple una labor importante dentro del complejo
sinergistico. La capacidad de producir y liberar las enzimas del complejo en las
proporciones adecuadas es un factor preponderante para una buena capacidad
celulolitica En algunos hongos, el complejo enzimatico es deficiente en la cantidad o
actividad de alguno de los tres tipos de enzima, lo cual provoca una hidrdlisis de
celulosa deficiente o una rapida hidrélisis acompafiada de la acumulacion de
subproductos que pueden ser inhibidores pasada cierta concentracion. Trichoderma
viride, uno de los mejores hongos celuloliticos, produce baja actividad de [3-
glucosidasa, lo cual contribuye a la acumulaciéon de la celobiosa que inhibe la

actividad de todo el complejo degradador. (Zaldivar et al, 2001).

Los cuatro hongos analizados presentan una tendencia creciente tanto de la
concentracién de proteina soluble como de los azucares reductores liberados de la
celulosa presente en el papel filtro. No obstante, a pesar de que ambas
concentraciones aumentan, la actividad enzimatica relativa de tres hongos (“12.1”,
“12.2” y “C 2.1”) disminuye con respecto a la magnitud inicial. El papel filtro utilizado
(Whatman N°1) esta compuesto por fibra de algodén con un contenido minimo de
alfa celulosa del 98% (Whatman, 2006). Se infiere que el aumento de la actividad
sobre papel filtro (produccion de azucares reductores) es menor que el aumento de
la concentracion de proteina soluble, esto es, que el hongo utiliza cada vez mas
proteina para hidrolizar la misma cantidad de celulosa. Lo anterior puede deberse a
dos factores principales: una disminucién de la actividad del complejo celulolitico,
debido causas como la inhibicién por parte de algun metabolito, por ejemplo; o bien,

que no toda la proteina que se cuantifica como proteina soluble corresponde a
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enzimas hidroliticas, lo cual alteraria el calculo de la actividad enzimatica (Mandels y
Andreotti, 1978).

Los tres hongos anteriormente mencionados, ademas de la disminucién de
actividad, también se destacan por haber consumido totalmente la celulosa del
medio liquido antes del final del periodo del cultivo. Este hecho permite suponer que
sus enzimas no sufrieron inhibicién por los subproductos del metabolismo de
celulosa. Si no fue por inhibicion, la disminucion de actividad enzimatica se debe
entonces a la presencia de otras proteinas solubles diferentes a enzimas
hidroliticas. Al no haber agregado glucosa al medio para ayudar al crecimiento inicial
de los hongos, estos dependieron exclusivamente de la hidrdlisis de celulosa para
poder crecer. Pasado cierto nivel de desarrollo, los hongos se encuentran en
capacidad de producir otros tipos de proteinas necesarias para su metabolismo y

crecimiento, algunas de las cuales son secretadas al medio (Vilchez, 2002).

El hongo “4.2” fue el unico cuya actividad enzimatica final fue mayor que la inicial.
Ademas, en los cultivos de muestra de tierra en placas con Mandels fue
sobresaliente por las estructuras formadas. Sin embargo, entre las 96 y las 144
horas se observa una estabilizacion de la actividad. Adicionalmente, segun las
observaciones, el hongo no consumio toda la celulosa durante el cultivo. Es posible
que “4.2” no haya alcanzado la etapa de madurez en la cual sintetiza y libera al
medio proteinas diferentes a las enzimas celuloliticas, con lo cual su actividad
relativa calculada decreceria. Para conocer mejor el comportamiento del hongo es
necesario cultivarlo durante un periodo mayor a seis dias, de manera que se pueda
comprobar si su actividad relativa continita aumentando y se trata de un muy buen

degradador de celulosa.
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CONCLUSIONES

1. El aislamiento de hongos celuloliticos mediante el crecimiento en sustratos
celulésicos insolubles es un método directo y adecuado para trabajar muestras

provenientes de zonas con altos niveles de degradacién natural de la celulosa.

2. Los métodos cualitativos y cuantitativos no mostraron una relacién estrecha entre

sus resultados, lo que fue apreciable en las cuatro cepas seleccionadas.

3. La disminucion de la actividad enzimatica relativa de tres de los hongos
analizados se debe mas a la produccién de proteinas solubles no celuloliticas que a

una inhibicion del complejo enzimatico debido a metabolitos primarios.

4. Mediante bioprospeccion en un solo sitio se logré encontrar tres cepas que logran
una muy buena degradacion de celulosa microcristalina (con actividades relativas

entre 0,3 y 0,8 U/mg) en condiciones que pueden ser ampliamente optimizadas.

5. La necesidad de complejos enzimaticos celuloliticos mas eficientes que permitan
aplicaciones industriales econdmicamente viables puede ser satisfecha mediante la
busqueda de organismos que crecen en ambientes tropicales sobre material

lignoceluldsico, especialmente los hongos.
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RECOMENDACIONES

1. Variar las condiciones del cultivo en medio liquido, por ejemplo en condiciones de

oscuridad y a una temperatura controlada de 30° C.

2. Realizar pruebas que permitan determinar la actividad de cada tipo de enzima del
complejo celulolitico, como crecimiento en carboximetilcelulosa y nitrofenilglucésido,
asi como analisis detallado de los metabolitos presentes en el sobrenadante
mediante HPLC.

3. Evaluar las cepas seleccionadas en cultivos con otras fuentes de carbono y en
diferente concentracién para lograr hallar el sustrato y la concentracion mas

adecuado para cada cepa que le permita la mejor produccién enzimatica

4. Hacer muestreos en otras zonas del pais con diferentes condiciones de humedad

y temperatura y en otra época del afio.

5. Para conservar las cepas que se han elegido y estudiado, sembrar los hongos en

tubos con agar papa dextrosa, cubiertos por aceite mineral y repicar cada 4 meses.
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ANEXOS

1. Composicion de 1L de medio de cultivo Mandels (Mandels, 1974).

1,40g (NH4),SO,

2,03g KH,PO,4 15ml

2,10g (NH,),CO

0,30g CaCl,

0,30g MgSO4*7H,0

Solucion de metales traza 1ml
10g celulosa microcristalina

1g peptona
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2. Asa micoldgica modificada empleada para tomar los inéculos usados en los
cultivos en medio Mandels semisodlido y medio Mandels liquido.

Fuente: Laboratorio de Investigacion Bioquimica, 2006
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3. Comparacién de hongos con excelente (A), notable (B) y pobre (C) crecimiento en
medio Mandels semisodlido luego de 9 dias. En los tres casos se muestra a la

izquierda la placa control.

Fuente: Laboratorio de Investigacion Bioguimica, 2006
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4. Comparacién de hongos con excelente (A), notable (B) y pobre (C) aclaracién del
medio Mandels semisdlido luego de 9 dias. En los tres casos se muestra a la

izquierda la placa control.

Fuente: Laboratorio de Investigacion Bioquimica, 2006
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5. Comparacion de la turbidez del medio liquido luego de 2, 4 y 6 dias de cultivo con
agitacion de los hongos “4.2” (A), “12.1” (B), “12.2” (C) y “C 2.1” (D).

Fuente: Laboratorio de Investigacion Bioquimica, 2006
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6. Curvas de calibracién para la determinacién de la concentracion de proteina
soluble (A) y azucares reductores (B), realizadas con diluciones de caseina soluble

en NaOH 0,33M y glucosa, respectivamente.

A
Curvade calibracion de proteina
0.50 +
y = 0.0022x + 0.0277 N
0.40 - 7
o R =0.9896
S 030 |
8
@ 0.20
Ne)
<
0.10
0.00 ! T T T i
0 50 100 150 200 250
Concentracién (ug/ml)
B
Curva de calibracién de azucares reductores
2.000
1.500 | y = 1.2653x - 0.0089
R* = 0.9922
©
2 1.000 |
4]
2
2 0.500
<
0.000
'0.500 T T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentracion (mg/ml)

Fuente: Laboratorio de Investigacion Bioquimica, 2006
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7. Resultados de mediciones de absorbancia y de los calculos para determinar la

concentracion de proteina solubles, insoluble y azucares reductores.

Proteina soluble

Proteina insoluble

Azucares reductores

Actividad enzimatica

Muestra Dia Al 595 Concentracion A595°%  Apromedio Concentracion | A sgy  Concentracion APEY  Act especifica
(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) (U/ml) (U/mg)
2 0.105 0.035 0.448 0.023 0.019 0.004 0.102
4.2 4 0.503 0.216 0.648 0.547 0.236 0.937 0.572 0.106 0.490
6 0.653 0.284 0.546 1.402 0.854 0.158 0.556
2 0.112 0.038 0.235 0.271 0.169 0.031 0.818
12.1 4 0.383 0.162 0.364 0.330 0.137 1.469 0.894 0.165 1.024
6 0.747 0.327 0.392 1.920 1.167 0.216 0.660
2 0.087 0.027 1.302 0.208 0.131 0.024 0.901
12.2 4 0.510 0.219 1.568 1.563 0.698 0.940 0.574 0.106 0.484
6 0.970 0.428 1.820 1.456 0.886 0.164 0.383
2 0.106 0.036 0.483 0.247 0.155 0.029 0.805
C21 4 0.516 0.222 0.487 0.480 0.205 1.289 0.785 0.145 0.654
6 0.713 0.312 0.469 1.734 1.054 0.195 0.626
1 0.055 0.024 0.048 0.005 0.008 0.002 0.066
Control ' 2 0.052 0.022 0.034 0.045 0.008 0.005 0.008 0.002 0.070
3 0.056 0.024 0.053 0.006 0.009 0.002 0.069

1 . . -
Todas las muestras Control tomadas el dia 6; nimero corresponde a repeticion
2 . Lo .
Absorbancia, valor indica la longitud de onda en nm

3 - .
Valores en esta columna son repeticiones de muestras del dia 6

4 Actividad sobre papel filtro

Fuente: Laboratorio de Investigacion Bioquimica, 2006
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8. Calculo de la actividad enzimatica absoluta y relativa (IUPAC)

La actividad enzimatica se reporté en unidades de papel de filtro (UPF). Esta unidad

esta basada en la Unidad Internacional (Ul).
1 Ul = 1umol * min™" de sustrato convertido
= 1umol * min”' de azlcares reductores liberados en la reaccién de hidrdlisis

= 0,18mg * min' (considerados como glucosa todos los azlicares reductores)

1 UPF = 1 pmol glucosa * min™ * ml enzima™

*

UPF = x mg glucosa 1 mg glucosa = x mg glucosa * 0,185

(0,5 ml enzima * 60 min) 0,18 ymol glucosa

La actividad enzimatica absoluta corresponde a las unidades de papel filtro por
mililitro (UPF/ml). El resultado de dividir el valor de la actividad enzimatica absoluta
entre la concentracion de proteina soluble (expresada en mg/ml), es la actividad

enzimatica relativa (UPF/mg).
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