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RESUMEN

Los hongos de podredumbre blanca de la madera tienen la capacidad de producir un complejo enzimitico
con actividad oxidativa contra una amplia variedad de sustancias téxicas recalcitrantes como plaguicidas,
tintes, hidrocarburos poliaromadticos, explosivos, etc., que contaminan suelos y cuerpos de agua. Su
propagacién sobre suelos contaminados, la producciéon de enzimas ligninoliticas y la biodegradacion
de contaminantes, se favorece cuando estos hongos se inoculan en el suelo mezclados con materiales
lignocelulésicos que les suministran la fuente de carbono necesaria para sostener su crecimiento e inducir
la produccién del complejo enzimitico. Este trabajo muestra la capacidad para producir las enzimas
ligninoliticas manganeso peroxidasa (MnP) y lignino peroxidasa (LiP) en cultivos de los hongos Bjerkandera
adusta'y Phanerochaete chrysosporium sobre tres materiales lignocelulésicos: viruta de madera, carozo de maiz
y compost de jardineria. De estos materiales, la viruta de madera permitié alcanzar los mayores titulos de
la enzima MnP, con valores de 5,0 U/g de material seco cuando se cultiva con Bj. adusta y de 1,3 U/g de
material seco con P. chrysosporium, mientras que con carozo de maiz se obtienen las mejores actividades
de LiP. Estos materiales se mostraron adecuados para favorecer la produccién de enzimas ligninoliticas y
para ser empleados como soportes en la inoculacién de hongos sobre suelos contaminados.

Palabras clave: hongos de la madera, fermentacién sélida, enzimas ligninoliticas, biorremediacién, suelos.

ABSTRACT

White rot fungi produce a ligninolytic enzymatic complex with capacity to degrade a wide spectrum of
toxic and recalcitrant substances as plaguicides, dyes, polyaromatic hydrocarbons, explosives, etc., which
cause pollution in soils and water bodies. The grown-on soil fungi’s ligninolytic enzyme production
and contaminant biodegradation are favorable when fungi are inoculated with a mixer of pieces of
lignocellulosic material in soil. These materials provide carbon source to maintain growth and induce
enzymatic complex. Fungi Bjerkandera adusta y Phanerochaete chrysosporium were employed to evaluated pieces
of wood, corn cob and compost in order to produce ligninolytic enzymes manganese peroxidase (MnP)
and lignine peroxidase (LiP). Pieces of wood provide an adequate support for production of MnP until
5.0 U/g dry material with Bj. adusta and 1.3 U/g dry material with P. chrysosporium. Corn cobs provide the
best LiP activities. Ligninolytic enzymes only were detected in soil, when fungus was inoculated attached
in these ligninolytic materials. These materials are appropriate for ligninolytic enzymes production and
to inoculate fungus on contaminated soils.

Keywords: wood fungi, solid fermentation, ligninolytic enzymes, bioremediation. Soil.
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INTRODUCCION

La lignina es un biopolimero aromitico comple-
jo; es el segundo polimero en abundancia después
de la celulosa, constituye cerca del 15% de la bioma-
sa terrestre y su fuente natural es la madera, donde
se encuentra en una proporcién del 20 al 35%. So-
lamente un pequefio nimero de microorganismos
son responsables de la biodegradacién de la lignina,
de los cuales los hongos de la podredumbre blanca
constituyen el grupo mds importante, gracias a que
producen unas enzimas ligninoliticas extracelulares,
lignino peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa
(MnP), que tienen una potente capacidad oxidan-
te (1). En la degradacién enzimaitica de la lignina
intervienen una serie de reacciones inespecificas
que originan la formacién de radicales libres en el
biopolimero y dan como resultado la desestabili-
zacion de los enlaces y finalmente la ruptura de la
macromolécula (2).

Los hongos de la podredumbre blanca de la
madera, también llamados hongos ligninoliticos,
asi como sus enzimas ligninoliticas, tienen poten-
cial aplicacién en la industria del papel, principal-
mente en el proceso de deslignificacién durante el
blanqueo, y en biorremediacién de suelos y aguas
contaminadas, porue la baja especificidad de estas
enzimas les permite oxidar, ademis de la lignina,
una amplia variedad de compuestos orginicos
contaminantes como tintes, hidrocarburos polia-
romaticos, pentaclorofenol, etc. (3).

Algunos de los factores mds importantes que
se deben tener en cuenta en las tecnologias de
biorremediacién de suelos contaminados con
hongos ligninoliticos, son: Alcanzar una abundante
colonizacién del suelo, mantener su crecimiento
por un periodo prolongado de tiempo y favorecer
la produccién de enzimas ligninoliticas. Ademas,
que su desarrollo no sea impedido por la microflora
antagonista predominante (4).

En biorremediacién de suelos, los hongos lig-
ninoliticos normalmente son aplicados en forma
de micelio crecido sobre viruta de madera, paja
de trigo, carozo de maiz, o algiin otro material
lignocelulésico similar. Esta forma de inoculacién
permite obtener una abundante colonizacién del
suelo, sostener su crecimiento por un periodo
prolongado de tiempo dado su aporte de carbono
y favorecer la produccién de enzimas ligninoliticas,
puesto que con estos materiales se tiende a simular
su nicho ecoldgico natural.

VITAE

En esa direccién se han enfocado trabajos ten-
dientes a evaluar diferentes matrices sélidas sobre
las cuales inmovilizar y multiplicar el hongo, que
les sean ttiles como fuente de carbono y que tengan
bajo costo (5). Se han probado matrices tales como:
granos de maiz (6), paja de trigo, papel periédico,
papel absorbente, palomitas de maiz, harina de
maiz (7), trozos de madera (8), granos de centeno,
cascara de trigo, salvado de trigo (9), bagazo de cana
de aztcar (10), pulpa de remolacha azucarera (11),
entre otros. Sin embargo, existe poca informacién
sobre la produccién de enzimas ligninoliticas de
los hongos de podredumbre de la madera en estos
materiales y mis atin sobre la produccién en suelos
inoculados con este tipo de hongos (12;13).

Este trabajo estd orientado a evaluar la capa-
cidad que tienen tres materiales lignoceluldsicos
diferentes para favorecer la produccién de enzimas
ligninoliticas de dos hongos bacidiomicetos en sis-
temas de fermentacién en fase sélida y en sistemas
de cultivo sobre suelos forestales.

MATERIALES Y METODOS

Los microorganismos

Se usaron las cepas Phanerochaete chrysosporium
y Bjerkandera adusta de la coleccién de cultivos del
Departamento de Ingenierfa Quimica de la Uni-
versidad de Santiago de Compostela (Espana). Se
mantuvieron en slants de agar con extracto de malta
y peptona a 4°C. A partir de ese momento, fueron
transferidas a placas de Petri (10,0 g/L de glucosa,
3,5 g/L de extracto de malta y 15,0 g/L de agar) y
llevadas a incubacién durante 5 dfas. Las tempera-
turas de incubacién para Bj. adusta'y P. chrysosporium
fueron siempre de 30 y 37°C respectivamente. La
preparacién de los indculos para todos los experi-
mentos se llevé a cabo transfiriendo 5 trozos cir-
culares de agar colonizado desde las cajas de Petri a
Fernsbach de 1L con 100 mL de medio de cultivo
(14), e incubando durante 5 dias.

Cultivos en fase solida

La evaluacién de la produccién de enzimas ligni-
noliticas se realizé en tres sistemas de fermentacién
en estado sélido, en frascos Erlenmeyers de 100
mL. 1) Se emplearon por separado los materiales
lignocelulésicos: carozo de maiz, viruta de madera
y compost de jardinerfa. Se mezcl6 1,25 g del ma-
terial seco estéril en trozos de 0,5 cm de didmetro
promedio, con 6,0 mL de medio de cultivo y 4,0
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mL de inéculo homogenizado. 2) Se emple6 suelo
forestal tomado a 15 cm de profundidad, de textura
franco-arenoso. 10 g de suelo seco estéril (tamafo
de particula menor de 2 mm) con 4,5 mL de iné-
culo homogenizado. 3) El tercer sistema fue una
mezcla de 10 g de suelo seco y estéril (tamafio de
particula menor de 2 mm) con 1,25 g de carozo
de maiz estéril en trozos de 0,5 cm de didmetro
promedio, 6,0 mL de medio de cultivo y 4,5 mL
de medio de inéculo.

Los cultivos se incubaron a la temperatura ade-
cuada para cada hongo; periédicamente se retiraron
frascos para analizar la actividad ligninolitica de
los sistemas y la degradacién del sustrato sélido; a
los frascos restantes se les controlé la humedad de
acuerdo con su pérdida de peso.

Extraccién y medicion de la actividad
enzimatica

La extraccién de las enzimas se realizé adicio-
nando a cada frasco de cultivo 10 mL de solucién
de malonato de sodio (10 mM, pH 4,5) y agitando
vigorosamente en un agitador reciproco a 300 osc/
min durante 5 minutos. El liquido sobrenadante
se centrifugd a 6000 rpm vy se filtré a través de una
membrana de 0,45 micras antes de determinar su
actividad enzimatica.

La actividad manganeso peroxidasa (MnP) se
determind a partir de la oxidacién del compuesto
2,6 dimetoxifenol (2,6-DMP) a 468 nm (15). La
mezcla de reaccién consta de 50 mM de malona-
to de sodio (pH=4,5), ImM de dimetoxifenol,
MnSO4, 0,4 mM de H,O,, 100 uL de muestra y
agua destilada. Una unidad de actividad representa
1 wmol de producto oxidado de DMP por minuto.
Laactividad LiP se determiné mediante la oxidacién
de alcohol veratrilico a aldehido veratrilicoa 310 nm
(14). La mezcla de reaccién consta de de 50 mM
de tartrato de sodio (pH= 3,0), 2 mM de alcohol
veratrilico, 0,4 mM de H,O,, 100 uL de muestray
agua destilada.

Degradacion de los materiales
lignocelulésicos

La degradacién de los tres materiales lignocelu-
16sicos en los cultivos de los hongos se determiné
retirando el liquido lixiviado de cada matraz por
filtracién al vacio y determinando el peso seco del
s6lido remanente. La diferencia de peso respecto
al valor inicial representa la cantidad de material

degradado.

Determinacién de sélidos volatiles

Una vez seco el material sélido de cada muestra,
como se indicé en el anterior apartado, se calcin
a 550°C durante 2 h. La diferencia de peso entre el
peso seco y el peso calcinado representa los sélidos
volatiles de la muestra.

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccién de enzimas sobre materiales
lignocelulésicos

Se evalud la produccién de enzimas MnP y LiP
con P, chrysosporium 'y Bj. adusta sobre tres materiales
lignocelulésicos diferentes: Carozo de maiz, viruta
de madera y compost de jardineria. En los cultivos
de P, chrysosporium sdlo se observé produccién de
MnP con viruta de madera y carozo de maiz, mien-
tras que en compost s6lo se detectd LiP (Véase figu-
ra 1). Con viruta de madera, la mayor produccién
de MnP se observd el dia cuarto, alcanzando un
valor de 1,3 U/g de soporte seco. Posteriormente,
se observé una disminucién de la actividad hasta
perderse el 75% de su valor miximo al final del dia
21. Con carozo de maiz, la produccién de MnP
llegé a 0,8 U/g de soporte el dia 10, valor que se
mantuvo estable hasta el final del experimento. En
compost se detectaron bajas concentraciones de
LiP, del orden de 0,1 U/g de soporte seco y no se
detect6 actividad MnP.

La relacién C/N de estos materiales es del or-
den de 300-400 para la madera, 70 para el carozo
de maiz y 20 para el compost, lo cual explica la
mayor produccién de MnP en la madera y la me-
nor en compost, dado que en P, chrysosporium, esta
enzima se expresa en condiciones de limitacién de
nitrégeno (14), que en este caso se encuentra en
la viruta de madera, atendiendo a que la relacién
estequiométrica adecuada para microorganismos
es de 10/1. Los resultados de produccién de MnP
con P chrysosporium guardan relacién con la re-
duccién de la masa de material insoluble, puesto
que los residuos lignocelulésicos son degradados
por las enzimas producidas. El compost, donde
se observé muy baja produccién de enzimas, no
fue degradado, mientras que en viruta de madera
y carozo de maiz, se alcanzé una reduccién en la
masa de material lignocelulésico del 10% y del
35% respectivamente, tras los 21 dias de cultivo
(Véase figura 1).
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Figura 1. Produccién de enzimas ligninoliticas con el
hongo Phanerochaete chrysosporium en cultivos en fase
sélida sobre tres materiales lignoceluldsicos diferen-
tes: (A) viruta de madera, (B) carozo de maiz y (C)

compost de jardinerfa. Simbolos: (@) Masa de soporte
lignocelulésico; (O) Actividad MnP (Unidades/g de
soporte); (0) Actividad LiP (Unidades/g de soporte).

La produccién de MnP con Bj. adusta en to-
dos los soportes fue hasta ocho veces superior a
la alcanzada con P chrysosporium (Véase figura 2).
Ademis, con Bj. adusta se detectd actividad LiP en
carozo de maiz y actividad MnP en compost que
no se habian detectado con P, chrysosporium. MnP 'y
LiP son comunes en los hongos de la podredumbre
blanca; sin embargo, varias especies como P, chrysos-
porium producen MnP y baja cantidad de LiP (16).
La produccién de MnP con Bj. adusta en compost
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que contiene exceso de nitrégeno, contrasta con la
nula produccién obtenida con P, chrysosporium, y se
explica porque la produccién de MnP en Bj. adusta
no esta regulada por limitacién de nitrégeno (17).
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Figura 2. Produccién de enzimas ligninoliticas
con el hongo Bjerkandera adusta en cultivos en fase
s6lida sobre tres diferentes materiales lignocelul6-
sicos: (A) viruta de madera, (B) carozo de maiz y
(C) compost de jardineria. Simbolos: (@) Masa de
soporte lignocelulésico; (0) Actividad MnP (Uni-
dades/g de soporte); (0) Actividad LiP (Unidades/g
de soporte).

No se observé correlacién directa entre la
produccién de enzima y la degradacién de los ma-
teriales lignoceluldsicos. P chrysosporium degradd
una mayor cantidad de carozo de maiz con una
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menor produccién de enzima respecto a Bj. adusta.
Este fenémeno ya se ha observado en pruebas de
bioblanqueo de pasta de papel, donde mayores
actividades alcanzadas en algunos cultivos de Bj.
adusta, no proporcionan un mayor potencial de
bioblanqueo (18).

Existen pocos estudios relacionados con la pro-
duccién de enzimas ligninoliticas sobre residuos
lignocelulécicos; aunque estos materiales se hayan
utilizado ampliamente para permitir la propagacién
de los hongos y favorecer las condiciones de bio-
rremediacion del suelo (11;19). La paja de trigo es
el sustrato mds usado en biorremediacién de suelos
para la propagacién de hongos de la putrefaccién
blanca; lo que ha conducido a realizar estudios de
produccién de enzimas ligninoliticas sobre este
material. La fermentacién en estado sélido de P
chrysosporium sobre este sustrato esterilizado en
autoclave, ha producido actividades LiP y MnP
de 4,16 y 2,2 U/g de soporte seco respectivamente
(20), mientras que su produccién disminuye dris-
ticamente a valores de 0,095 y 0,49 U/g de soporte
seco para LiP y MnP respectivamente cuando se
inocula sobre sustrato no estéril (21).

Otros hongos como Nematoloma frowardii, culti-
vados en paja de trigo, producen MnP con activida-
des tan altas como 16 U/g de soporte seco (22). Bajo
condiciones estériles, la paja de trigo ha demostrado
ser mejor sustrato que los aqui ensayados; sin em-
bargo, por razones de disponibilidad de materiales
lignocelulésicos en diferentes regiones, el carozo
de maiz y la viruta de madera pueden considerarse
como los sustratos que se deben emplear para la
propagacién y produccién de enzimas de hongos
de podredumbre de la madera.

Desafortunadamente no todos los trabajos per-
miten comparar sus resultados con los obtenidos
en este trabajo, debido a las diferentes unidades en
que se presentan. Por ejemplo, en un estudio de
produccién de MnP y LiP sobre carozo de maiz,
P chrysosporium produjo actividades entre 100 y
500 U/L (12;23), sin embargo, es este trabajo no
se presenta la relacién entre la cantidad de liquido
y la masa de sélido seca que se empleé en los ex-
perimentos.

Los valores miximos encontrados de las enzi-
mas MnP y LiP como resultado de los cultivos de
P chrysosporium y Bj. adusta en los tres materiales

lignocelulésicos evaluados se pueden ver en la
Tabla 1.

Tabla 1. Produccién de enzimas ligninoliticas en
cultivos en fase sélida con diferentes materiales

lignocelulosicos .
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Produccion de enzimas sobre suelo

P, chrysosporium 'y de Bj. adusta se inocularon en
forma libre y en forma inmovilizada con carozo
de maiz, sobre una matriz de suelo. Sobre el suelo
inoculado en forma libre con P, chrysosporium se ob-
servo abundante colonizacién a partir del segundo
dfa, que fue confirmada por un aumento de 20%
en la cantidad de sélidos volatiles tras los primeros
cinco dias de cultivo, asi como por el consumo
de glucosa del medio de cultivo anadido al suelo;
mientras que en el suelo inoculado con Bj. adusta,
no se observé colonizacién, tampoco se detectd
incremento de los sélidos volitiles ni consumo
de glucosa. Por lo tanto se concluye que el hongo
no se pudo desarrollar en el suelo. En ninguno de
los casos se detecté actividad de las enzimas ligni-
noliticas, lo que contrasta con lo observado en los
materiales lignoceluldsicos.

Novotny y colaboradores encontraron resulta-
dos similares a los que aqui se describen, empleando
diferentes hongos de la podredumbre blanca de la
madera. Con P. ostreatus y T versicolor la produc-
cién de enzimas ligninoliticas en matriz suelo es
hasta 20 veces menor que la encontrada cuando se
cultivan en paja de trigo, mientras que en el caso
de P, chrysosporium la produccién en suelo es atn
mucho mis baja (13). Estos mismos investigadores
afirman que durante el crecimiento de hongos de
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podredumbre blanca en el suelo, no sélo se reduce
la actividad de las enzimas ligninoliticas, sino que
se inhibe su sintesis. Por ejemplo, I. lacteus, que en
medio liquido produce las enzimas LiP, MnPy Lac,
en suelo sintetiza LiP y Lac, pero no MnP (24).
Este fenémeno puede ser atribuido a la presencia
de posibles sustancias inhibitorias. Los autores han
evaluado el efecto de la presencia de Zn, Pb y Al
que son algunos de los metales de mayor concen-
tracién presentes en el suelo, pero no se observé
inhibicién. Un factor adicional, que puede reducir
los valores detectados de actividad enzimdtica en
el suelo, es la capacidad de extraccién. Algunos
investigadores han encontrado que solamente un
pequeno porcentaje de la actividad de una enzima
presente en el suelo se observa en los extractos,
mientras que la actividad restante queda fija en el
suelo. La concentracién del buffer de extraccién y
el tipo de suelo son factores importantes que limi-
tan su recuperacién (25). En conclusién, el hecho
de que no se detectara actividad ligninolitica en
el suelo, se puede deber a una pobre extraccidn,
a la baja produccién del hongo, o a la pérdida de
actividad ocasionada por la presencia de algunos
componentes del suelo.

Sobre suelos inoculados con hongos inmovili-
zados sobre carozo de maiz, se observé cualitati-
vamente que tanto P, chrysosporium como Bj. adusta
colonizaron abundantemente el suelo, aunque
la mayor colonizacién siempre se observé con P
chrysosporium. En ambos cultivos se detect6 la pre-
sencia de enzimas ligninoliticas, obteniéndose sus
valores maximos entre los dfas 10 y 15 después de
la inoculacién del suelo (Ver tabla 1). Aunque en
estos cultivos se detectd actividad ligninolitica, sus
valores son bastante menores si se comparan con
los obtenidos durante el crecimiento en este mismo
soporte. En los cultivos de P. chrysosporium tinica-
mente se detectd LiP en el suelo, lo que contrasta
con el hecho de que sobre este material, el hongo
s6lo habia producido MnP. En otros trabajos se
han detectado tanto MnP como LiP en suelo con
P chrysosporium (26;27).

De otro lado, con Bj. adusta s6lo se detectd pro-
duccién de MnP sobre estos suelos inoculados de
manera inmovilizada. ¢Esta también fue la principal
enzima que se obtuvo en los soportes evaluados,
aunque en este caso su produccién fue 100 veces
menor que en carozo de maiz. Otros autores tam-
bién han detectado MnP de Bj. adusta en cultivos
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en suelo (28;29). La produccién de enzimas lig-
ninoliticas en suelo también se ha estudiado con
otros hongos ligninoliticos: T. versicolor (11;13), L
lacteus (24), Pleurotus sp. (30;31), D. squalens (30);
no obstante, los valores son de dificil comparacién
dado que hay diferencias en los métodos usados
para la extraccién y la medicién de las actividades
ligninoliticas.

De lo anterior se puede concluir que los cultivos
en suelo con P, chrysosporium y Bj. adusta, soportados
en materiales lignocelulésicos, son adecuados para
promover la colonizacién del suelo y la produccién
de enzimas ligninoliticas. Si se tiene en cuenta
que la extraccién de las enzimas del suelo es un
fenémeno limitante, se puede decir que en los
cultivos inoculados con soportes lignoceluldsicos
la produccién de enzimas fue mayor que en suelo
inoculado con hongo libre, dado que en el primer
caso, el hongo dispone de mayor cantidad de sus-
trato para su crecimiento lo que facilita la sintesis
de sus enzimas.

CONCLUSIONES

Bj. adusta tiene mayor capacidad para producir
enzimas ligninoliticas que P, chrysosporium, tanto en
carozo de maiz como en viruta de madera, puesto
que ademds de producir ambas enzimas, MnP y
LiP, las produce en mayor concentracién. MnP se
detectd con una actividad cuatro veces mayor en Bj.
adusta, respecto a P. chrysosporium. El carozo de maiz
es el sustrato mis facilmente degradable de los tres
evaluados, con cerca del 35% en 21 dias de cultivo
y es en el cual Bj. adusta produjo mayor cantidad de
enzimas. Sin embargo, esta degradacién no guarda
relacién proporcional con la actividad MnP, puesto
que cultivos de P, chrysosporium con una menor con-
centracién de MnP alcanzaron el mismo nivel de
degradacién del material. El compost de jardinerfa,
por su parte, mostrd ser un sustrato poco adecuado
para la produccién de enzimas dado que sus altos
niveles de N y C inhiben la sintesis de MnP. En los
cultivos de hongos libres sobre suelo no se detectd
la presencia de enzimas ligninoliticas, posiblemente
debido a la dificultad para su propagacién y también
para la extraccién de las enzimas. En los cultivos
sobre suelo inoculado con hongo inmovilizado con
carozo de maiz, se detectd actividad ligninolitica
aunque esta fue muy baja comparada con la alcan-
zada en las fermentaciones sobre los soportes.
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