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Resumen

Los hongos Basidiomicetos son capaces de hidrolizar el material lignocelulolitico, para que esto suceda requiere
la accién sinérgica de enzimas extracelulares, las cuales se producen dependiendo de la fuente de carbono
utilizada. En este presente estudio se evalué la produccion de celulasas utilizando celulosa soluble (CMC),
insoluble (avicel) y la mezcla de ambas (CMC-avicel) en 11 cepas del género Pleurotus. Se observé una mayor
productividad celulasa en la mezcla (CMC-Avicel) siendo la cepa P. djamor (601) la que obtuvo una mayor
productividad con 0.049 + 0.019 FPU/L/d. En la actividad endoglucanasa la cepa con mejor productividad
endoglucanasa fue Pleurotus sp. (1163) con 0.079 + 0.03 IU/L/d con CMC como fuente de carbono. Respecto a
la mayor productividad enzimatica lacasa se obtuvo con la cepa P. albidus en CMC con 4.2 + 0.46 U/L/d.
Finalmente en la zimografia se observaron dos isoformas con pesos moleculares de 57 y 39 kDa en las cepas P.
pulmonarius y Pleurotus sp. (HUV15) en la mezcla.
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Abstract

The Basidiomycete fungi are capable of hydrolyzing the lignocellulolytic material, for this to happen requires the
synergistic action of extracellular enzymes, which are produced depending on the carbon source used. In this
present study the cellulase production was evaluated using soluble cellulose (CMC), insoluble (avicel) and the
mixture of both (CMC-avicel) in 11 strains of the genus Pleurotus. A higher cellulase productivity was observed in
the mixture (CMC-Avicel), with P. djamor (601) being the one that obtained the highest productivity with 0.049 +
0.019 FPU /L /d. In the endoglucanase activity, the strain with the best endoglucanase productivity was Pleurotus
sp. (1163) with 0.079 £ 0.03 IU / L / d with CMC as a carbon source. Regarding the highest enzymatic productivity,
laccase was obtained with P. albidus strain in CMC with 4.2 £ 0.46 U / L / d. Finally, in zymography, two isoforms
with molecular weights of 57 and 39 kDa were observed in P. pulmonarius and Pleurotus sp. (HUV15) in the
mixture.

Key words: Carbon sources, laccase, cellulases, fungus.

Introduccioén

Uno de los principales problemas ambientales en la actualidad es la alta produccion de residuos agroindustriales,
siendo uno de estos los materiales lignoceluloliticos. La materia lignocelulolitica esta compuesta principalmente
por celulosa (35-50%), hemicelulosa (25-30%) y lignina (25-30%) [Wang y col., 2011]. Estos residuos podrian ser
facilmente aprovechados como biocombustibles, los residuos lignoceluloliticos generalmente se degradan de
manera competitiva por muchos microorganismos [Cuervo y col., 2009], entre estos se encuentran los hongos
basidiomicetos. Dichos hongos, conocidos como de la podredumbre blanca son hongos que deben su nombre a
la capacidad de producir basiodiosporas, estos hongos son los Unicos microorganismos conocidos que
transforman todos los componentes de la biomasa vegetal, incluyendo lignina, celulosa y hemicelulosa [Mahajan
y Master, 2010]. Para llevar a cabo esta degradacion son necesarias enzimas lignoceluloticas como son las
lacasas, celulasas, RB-glucosidasas, endoglucanasas entre otras. La produccion de estas enzimas puede
depender de la fuente de carbono que haya sido utilizado como sustrato.
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Dentro de los hongos basidiomicetos se encuentran las especies del género de Pleurotus, las cuales son
cultivadas en zonas tropicales. Una caracteristica atractiva de la produccion de este hongo es que produce
grandes cantidades de proteina sobre sustratos que consisten principalmente en materiales de desecho, ademas
de que posee una gran capacidad de degradacion y actividad enzimatica [Velazquez-Cedefio y col., 2001;
Elisashvili y col., 2005]. Aunque existen numerosos estudios del potencial lignocelulolitico de estos hongos son
escasos los estudios de cepas aisladas en México. Es por lo que en el presente trabajo sera evaluado el efecto
de diversas fuentes de carbono sobre la capacidad lignocelulolitica de varias especies de Pleurotus que han sido
aislados en la region de Cérdoba-Orizaba.

Metodologia

Microorganismos

Las 11 cepas de hongos del género Pleurotus que se utilizaron en este proyecto fueron aisladas en la regién de
Cérdoba-Orizaba e identificadas y donadas por el laboratorio de Hongos de la Facultad de Ciencias Biolégicas y
Agropecuarias de Pefiuela, de la Universidad Veracruzana.

Pleurotus pulmonarius (1E115) es una cepa comercial que se utiliz6 como testigo. A continuacién, se enlistan
las diversas cepas indicando la procedencia en paréntesis. Pleurotus sp. (HUV15) (Ayojapan), Pleurotus sp. (1163)
(Ixtaczoquitlan), Pleurotus albidus (1096) (Monte Blanco), Pleurotus djamor (MXLD24, MXLD23 y MXLD13)
(Amatlan de los reyes) y las cepas de Pleurotus djamor (1160, 598, 601 y 1182) (Playa de la junta, Fortin, Tlaquilpa
y Pefiuela respectivamente).

Medio de cultivo

Para este trabajo se emplearon medios de cultivo en liquido y sélido con la siguiente composicién: 0.6 g/L de
MgSQa4 +7H20, 2 g/L de KH2PO4, 0.2 g /L de Urea, 1.4 g /L de (NH4)2SO4, 0.3 g /L de CaClz anhidro, 5.0 mg/L de
FeSOa4 ¢ 7H20, 1.4 mg/L de ZnSO4 * 7H20, 2.0 mg/L de CoClz * 6H20, 0.98 mg/L de MnSO4 * H20. Para el medio
sélido se agrego 15 g/L de agar bacterioldgico. Independiente mente de esta composicion se adiciono cada fuente
de carbono al 2% P/v: (carboximetilcelulosa y avicel). Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave
a 121 °C y 15 Lb/in2 por un periodo de 15 minutos.

Influencia de la fuente de carbono sobre las actividades enzimaticas lignoceluloticas

Para determinar el efecto de la celulosa soluble (Carboximetilcelulosa al 2% P/v) e insoluble (avicel al 2% Pi) y la
mezcla de la celulosa soluble e insoluble (Carboximetilcelulosa al 1% P/v y avicel al 1% P/v) como fuente de
carbono se evalud por triplicado en matraces Erlenmeyer de 125 ml con 50 ml de medio de cultivo. Los matraces
se inocularon con 5 cuadros de 1 cm? de agar con micelio de nuestro correspondiente hongo previamente
resembrado. Una vez que los matraces fueron inoculados se incubaron a oscuridad constante a 28° C con
agitacion de 170 rpm. Se tomo una alicuota de 1 ml de cada uno de los matraces desde el momento de inoculacién
hasta cada 24 horas durante 10 dias, esta muestra se centrifugo a 10000 rpm durante 10 minutos, se recuperé
el sobrenadate y fue transferido a otro tubo, este tubo se conservo a -20°C para su posterior analisis.

Determinacion de la capacidad celulolitica en medio sélido cualitativamente

Para la determinacion cualitativa de la actividad celulasa cada hongo se inoculo en un medio de cultivo mineral y
como Unica fuente de carbono se utilizé carboximetilcelulosa al 1% P/v. Se incluyeron tres replicas como control
abidtico. Las cepas se incubaron a temperatura ambiente y obscuridad constante por el tiempo que fuera
necesario para que las cepas alcanzaran un crecimiento radial de 2/3 partes de la superficie del agar. El didmetro
del hongo se midi6 con un vernier, a este valor se le denomino diametro micelar.

Para determinar si una cepa logré degradar la CMC en medio solido se modificaron los protocolos descritos por
Meddeb-Mouelhi y col., [2014]; Nargotra y col., [2016] y Batista-Garcia y col., [2017]. En resumen, se retir0 el
micelio de la superficie del agar raspandolo con una espétula y la superficie se lavd con agua destilada para
eliminar los restos de micelio remanente. Se agregd el colorante rojo congo al 1% P/v, hasta que esta solucién
cubriera por completo toda la caja Petri de forma homogénea. Se dejo reposar durante 30 min, el colorante se
desechd y se realiz6 un lavado adicionando NaCl 1M para arrastrar el colorante remanente en la superficie del

Ingenieria Quimica 1248



Journal CIM Vol. 6, Num. 1
Coloquio de Investigacion Multidisciplinaria 2018 ISSN 2007-8102

agar, se continuaron haciendo lavados para recuperar el colorante que se desprendio de la celulosa hidrolizada
dentro del agar. Posteriormente, se midié el didmetro del halo de decoloracion. Para calcular el indice de
capacidad celulolitica se dividié el diametro del halo de decoloracién entre el diametro del crecimiento micelar, un
valor menor a 1 indicé una baja capacidad sobre la hidrolisis de la celulosa y mayor a 1, lo contrario.

Cuantificaciéon de actividades enzimaticas

La actividad enzimética celulasa total (expresadas como Unidades de Papel Filtro, FPU) se determin6 adaptando
los protocolos descritos por Ghose, [1987] (IUPAC) y Xiao y col., [2005] para realizarla en microvolimenes. En
resumen, se utiliz6 como sustrato un circulo de papel filtro Whatman No. 1 con un didmetro de 4-5 mm en buffer
de acetatos 50 mM pH 4.8, finalmente, se adicion6 la muestra problema diluida apropiadamente. Las muestras
se incubaron a 50 °C por 1 hora en un termociclador. Posteriormente se determinaron los azicares liberados
cuantificandolos por el método DNS a 550 nm.

Para la cuantificacion de la actividad enzimatica Endo-1,4-3-Glucanasa se sigui6 el protocolo descrito por Liy Yu,
[2013] con algunas modificaciones. La muestra problema se adiciond a una solucién de CMC de baja viscosidad
(Sigma-Aldrich C5678) al 2 % P/v preparada en buffer de acetatos 50 mM con un pH de 4.8. Las muestras se
incubaron a 50 °C por 30 minutos en un termociclador. Posteriormente se determinaron los azlcares liberados
cuantificandolos por el método DNS a 550 nm.

La actividad enzimética lacasa se cuantificdé por espectrofotometria monitoreando la oxidacion del 2,6-
dimetoxifenol a 450 nm, donde una unidad de actividad enzimatica lacasa se define como los pmoles de sustrato
oxidado por minuto.

Deteccion de actividad lacasa en zimograma

Se obtuvieron los perfiles electroforéticos en geles no desnaturalizantes (zimograma) para detectar la o las
bandas con actividad catalitica de la enzima lacasa. Para esto, se prepararon geles de poliacrilamida: uno
separador al 12 % y uno concentrador al 5 %, tal y como lo describe Fragner y col., [2009]. El gel se enjuag6 con
buffer de acetatos 0.1 M con pH 5.0 y se dejé equilibrando en la misma solucién en agitacién suave durante 15
min. Para revelar las bandas de la actividad enziméatica lacasa se eliminé el buffer y se adicion6 DMP 7.06 mM.

Anélisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el programa STATGRAPHICS centurion XVI version 16.1.18. En el
cual se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) simple al igual que una prueba de rangos multiples para
determinar cuéles medias son significativamente diferentes por el método de diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher, esta prueba tiene un nivel de 95.0% de confianza.

En las figuras que corresponda, las diferencias significativas entre los tratamientos se representan con letras
mayusculas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos tratamientos que comparten
una misma letra.

Célculo de productividad enzimética

Para todas las actividades enzimaticas se realiz6 un célculo de la productividad enzimatica el cual se calcul
tomando el valor méximo de actividad enzimética y dividiéndolo por el nimero de dias necesario para alcanzar
dicha actividad.

Resultados y discusion
Determinacion de la capacidad celulolitica cualitativa en medio solido

Se realiz6 una determinacion cualitativa de la capacidad celulolitica de cada una de las cepas de Pleurotus, esta
se realiz6 por triplicado para comprobar la veracidad de los resultados.

En la figura 1 se puede verificar que las 11 cepas presentaron un halo de decoloraciéon (amarillo-anaranjado)
sobre el colorante rojo congo, el cual es manifestado por una hidrolisis en la molécula de celulosa por el
rompimiento del enlace glicosidico B-1,4, que es el enlace al cual el colorante rojo congo se une. Es asi como el
complejo colorante-celulosa se rompe y el colorante es eliminado mediante los lavados de NaCl. Un resultado
negativo se basaria en la ausencia del halo de decoloracion.
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Control negati P. pull ius (IE115) Pleurotus sp. (HUV15)
Pleurotus sp. (1163) P. albidus (1096) P. djamor (MXLD24)
P. djamor (MXLD23) P. djamor (MXLD13) P: djamor (1182)
P. djamor (1160) P. djamor (601) P. djamor (598)

Figura 1. Halos de degradacion de CMC para las diversas cepas de Pleurotus.

Con los diametros del crecimiento micelar y del halo de decoloracion se realizd el calculo del indice de la
capacidad celulolitica (Figura 2).

De acuerdo con los resultados todas las cepas tuvieron resultados positivos, siendo la cepa P. djamor (601)
procedente de Tlaquilpa la que presento un mayor indice de capacidad celulolitica, sin embargo, un indice menor
a 1 indica una baja capacidad sobre la hidrolisis de la celulosa siendo el indice de esta cepa 0.7. Las cepas
Pleurotus sp. (HUV15 y 1163), P. albidus (1096) y P. djamor (XMLD13, 1160, 601 y 598) que son cepas
provenientes del area organica presentan una mayor capacidad sobre la hidrolisis de la celulosa que P.
pulmonarius (IE115) la cual es una cepa comercial, esto puede deberse a que las condiciones del suelo donde
fueron aisladas pudieron contener materia organica que favoreciera la hidrolisis de la celulosa [Guzman y col.,
2014].
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Indice de capacidad

P. Pleurotus  Pleurotus P.albidus P.djamor P.djamor P.djamor P.djamor P.djamor P.djamor P.djamor
pulmonarius sp. (HUV15) sp. (1163) (1096) (MXLD24) (MXLD23) (MXLD13) (1182) (1160) (601) (598)
(IE115)

Figura 2. indice de la capacidad celulolitica para las 11 cepas de Pleurotus.
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Efecto de la fuente de carbono sobre la productividad enzimatica.

En el andlisis estadistico es importante resaltar que se realizé para comparar 3 niveles, que fueron las fuentes
de carbono (CMC, Avicel, CMC-Avicel), para cada cepa. Es por ello que la comparacion de medias, mediante la
prueba de diferencias minimas significativas (LSD) de Fisher, solo debe hacerse por cada hongo.

Como se observa en la Figura 3 al realizar una comparativa se puede observar que las fuentes de carbono que
tuvieron mejor desempefio fueron CMC y la mezcla CMC-avicel en la productividad de celulasa total. Las cepas
que obtuvieron mayor productividad enzimatica de celulasa total (FPU) en la mezcla CMC-avicel fueron P. djamor
(601 y MXLD13) y Pleurotus sp. (HUV15), siendo P. djamor (601) la que obtuvo una mayor productividad de 0.049
FPU/L/d, mientras que P. djamor (MXLD13) y Pleurotus sp. (HUV15) tuvieron una productividad de 0.028 FPU/L/d
y 0.036 FPU/L/d respectivamente. Corona [2017] reporta una productividad enzimética para P. djamor (601) de
48.3 FPU/L/d utilizando salvado de trigo como fuente de carbono siendo mucho mayor a la obtenida por la misma
cepa en la mezcla CMC-avicel.

En CMC las cepas que tuvieron un mejor desempefio fueron P. pulmonarius, P. albidus y P. djamor (MXLD24,
MXLD23 y 1182), P. pulmonarius fuel el que obtuvo una mayor productividad en la fuente de carbono CMC la
cual fue de 0.033 FPU/L/d. En el caso de las cepas Pleurotus sp. (1163) y P. djamor (1160) obtuvieron una
productividad muy similar en CMC y en la mezcla CMC-avicel.

En el caso del avicel las Unicas cepas que tuvieron actividad celulolitica fueron Pleurotus sp. (HUV15) y P. djamor
(1182 y 601) siendo Pleurotus sp. (HUV15) la cepa que tuvo una mayor productividad en avicel, esto es debido a
que la cristalinidad del avicel afecta la accesibilidad de las enzimas hacia el sustrato [Gutiérrez y col., 2015].
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Figura 3. Resumen de la productividad de actividad enzimatica celulosa total para las 11 cepas de
Pleurotus cultivadas en las tres fuentes de carbono.

Para la actividad endoglucanasa (Figura 4) se puede observar que hay una mayor productividad de actividad
enzimatica endoglucanasa en aquellas fuentes de carbono que contienen carboximetilcelulosa, esto es debido a
que la carboximetilcelulosa (CMC) al ser una celulosa amorfa induce la actividad endoglucanasa, la cual tiene su
especificidad en las regiones amorfas de la celulosa.

En la carboximetilcelulosa como fuente de carbono las cepas que presentaron mayor productividad enzimética
endoglucanasa fueron P. pulmonarius, Pleurotus sp. (HUV15 y 1163), P. albidus y P. djamor (MXLD24) siendo el
Unico en su especie dentro de las cepas evaluadas que presenta una mejor productividad enzimatica de
endoglucanasa en la fuente CMC, la cepa que obtuvo mayor productividad en esta fuente fue Pleurotus sp. (1163)
produciendo 0.079 U/L/d que al compararla a las 440 U/L/d obtenidas por Corona [2017] de la misma cepa son
mucho menores. La mayor productividad enzimatica en la mezcla CMC-avicel la presentaron las cepas de P.
djamor con excepcion de la cepa XMLD24, siendo la cepa 598 la que obtuvo la mayor productividad con 0.036
u/L/d.

En avicel las cepas tuvieron muy poca productividad de endoglucanasa siendo la cepa Pleurotus sp. (HUV15)
con 0.01 U/L/d la que obtuvo mayor productividad en esta fuente de carbono. Esto es debido a que el avicel es
una celulosa cristalina y por lo tanto solo los sustratos de estructura amorfa pueden ser despolimerizados por la
endoglucanasa [Ortiz y col., 2011].
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La productividad enzimética fue diferente entre las cepas de Pleurotus djamor, esto puede indicar la existencia
de subespecies o0 a las condiciones ambientales en donde las cepas fueron aisladas.
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Figura 4. Resumen de la productividad de actividad enzimatica celulosa total para las 11 cepas de
Pleurotus cultivadas en las tres fuentes de carbono.

Al hacer una comparativa directa en la productividad enzimatica lacasa de los hongos sobre las tres fuentes de
carbono (Figura 5) se puede observar que la que obtuvo un mejor desempefio fue carboximetilcelulosa (CMC),
siendo las cepas que destacan P. pulmonarius (IE115), Pleurotus sp. (1163) y P. albidus (1096). El siguiente en
desempefio es la mezcla CMC-avicel esto es normal ya que la CMC se encuentra en una concentracion en 1%P/v
a diferencia de la fuente de mayor desempefio que tiene una concentracién de CMC al 2%P/v, sin embargo, en la
cepa P. djamor (XLMD23) se observa una preferencia por la mezcla. Las cepas P. djamor (MXLD24, MXLD23,
MXLD13, 1182, 1160, 601 y 598) fueron las cepas que presentaron menor productividad de la enzima lacasa en
las tres fuentes de carbono.

Los resultados de Pleurotus sp. (HUV15) en CMC fueron menores a los obtenidos por Corona [2017], el Pleurotus
sp. (HUV15) obtuvo una productividad de 222.3 U/L/d en donde se utilizo salvado de trigo como sustrato mientras
que con CMC se obtuvieron 3.2 U/L/d.

El avicel como fuente de carbono fue el sustrato mas pobre para la productividad de actividad enzimatica lacasa,
Mikiashvili y col., [2006] sefiala que la celulosa insoluble es un sustrato pobre para la produccion de lacasa,
mientras que los compuestos facilmente metabolizables aseguran una actividad enzimética comparativamente
alta.
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Figura 5. Resumen de la productividad de actividad enzimética lacasa para las 11 cepas de Pleurotus
cultivadas en las tres fuentes de carbono.
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Deteccion de actividad lacasa en zimograma

Se realizo un zimograma en gel separador de poliacrilamida al 12 % para detectar la actividad ligninolitica de la
enzima lacasa en el secretoma de las cepas que presentaron una actividad enzimética destacable. Se analizaron
las cepas P. pulmonarius (1E115), Pleurotus sp. (1163 y 1096) y P. albidus (HUV15) en los dos sustratos con
mayor actividad los cuales son CMC y la mezcla CMC-avicel.

Mamaddcas P. Pulmonarius | Pleurotus sp. Pleurotus sp. P. Albidus
moﬁ’ecu,ar (1E115) (HUV15) (1163) (1096)
CMC CMC-avicel CMC CMC-avicel CMC CMC-avicel CMC CMC-avicel

Figura 6. Zimografia para la enzima lacasa en gel de poliacrilamina al 12%.

Las bandas mas marcadas se presentaron en las muestras de CMC, mientras que las mas tenues pertenecen a
la mezcla CMC-avicel, esto es de esperarse debido a que existe una relacién entre la intensidad de las bandas
con su valor de actividad enzimatica, en este caso las muestras de CMC presentan mayor actividad enzimatica
lacasa que las de la mezcla CMC-avicel. La banda mas marcada y definida la presenta la cepa Pleurotus albidus
en CMC como fuente de carbono, la cual fue la cepa con mayor actividad enzimética lacasa (42.3 U/L).

Las cepas P. pulmonarius (1E115) y Pleurotus sp (HUV115) presentaron una segunda isoforma de 39 KDa de
peso molecular en la mezcla CMC-avicel como fuente de carbono, la presencia de isoenzimas de lacasa es un
evento comun entre hongos de pudricion blanca. La cantidad de isoenzimas que se pueden llegar a presentar
dependen de las condiciones del medio de cultivo [Rojas, 2010]. En el trabajo realizado por Corona [2017] la cepa
Pleurotus sp. (1163) en la cual el salvado de trigo fue utilizado como fuente de carbono presenta dos isoformas
de 45 y 30 KDA (Figura 9) mientras que en el presente trabajo la misma cepa no presento mas de una isoforma.

Trabajo a futuro

Realizar las cuantificaciones enzimaticas de xilanasa y 3-glucosidasa, puesto que son las enzimas principales (al
igual que las cuantificadas) en la degradacién de la lignocelulosa.

Estandarizar el protocolo para obtener los zimogramas de las actividades enzimaticas de endoglucanasa, xilanasa
y B-glucosidasa para corroborar la presencia de dichas enzimas y visualizar si presentan o no isoformas.

Conclusiones

De acuerdo con los resultados se determina que la fuente de carbono es un factor muy influyente en la produccion
de enzimas ligninoliticas, dado que dependiendo de la naturaleza de la fuente de carbono se produciran las
enzimas necesarias para la asimilacion del sustrato. Al igual que esta es un factor influyente en el nimero de
isoformas que se formen con distinto peso molecular. De igual manera se decreta que existe una mayor actividad
enzimatica en sustratos con menor grado de cristalinidad (carboximetilcelulosa) y una menor actividad enzimatica
en aquellos sustratos con mayor grado de cristalinidad (avicel), esto es debido a que la cristalinidad afecta la
accesibilidad de las enzimas hacia el sustrato y por lo tanto al aumentar la cristalinidad la celulosa comienza a
ser resistente a la hidrolisis.
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En las cepas Pleurotus djamor existen una diferencia en la productividad enzimatica entre las cepas de la misma
especie, esto puede estar relacionado a las condiciones ambientales en donde las cepas fueron aisladas o a la
existencia de subespecies.

En los resultados de productividad enzimatica algunas cepas silvestres presentaron una mayor productividad que
la cepa Pleurotus pulmonarius la cual es una cepa comercial, estas cepas posiblemente presentan una ventaja
fisioldgica que podria ser aprovechada.
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