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RESUMEN,

La Honina es un compuesto abundante en los tefidos lehosos,
consicierandose una barrera en la biodegradacion de 1a maders debido
a que es un sustrato dificil de degradar, Leniinule edodes se desarrolia
sobre froncos de arboles muertos, ya que cuenta con las enzimas
necesarias para depolimerizar la ligning. Este organismo es utilizado
como alimenito v se considers una alternativa para degradar desechos
agricolas, por lo que se han realizado diversos estudios para entender
la relacion gue existe entre el crecimiento y composicion del sustrato,
Sin embargo no s2 sabe como se vincule el desarrolio del orgarisimo y
l2 modulacion de la actividad ligninolitica, por io gue en este trabajo s
planted el objetive de cultivar [ edodes en medico tauido
suplementado con ligning comercial y extractos de miadera de vid
(independientemente ¢ como mezcls) obtenidos con solvertes de
distinia polaridad (agua, etanol, cloroformo vy tolueno), pare estudiar
su efecto en le blomasa v actividad de las principales enzimas
ligninoliticas (lignina v manganeso peroxidase, lacasa y aril alcohol
oxddasa), Los cambios se analizaron con respecto al aumento &én peso
seco, & o largo de une cinetica de orecimientn que durd 18 ¢ 22 dias,
Se encontrd que lp actividad enzimatica extracehtdar se modifice
cuantitativamente v en funcidn del extracto de madera de vid afiadido
al medio de cultivo, Asimismo se observé que la mezcla y & lignina
vieron mayor influencie sobre & actividad de las  enzimas
fignioliticas que fos extractos suplementados independientermnente, vy
que hay bajs concordancia entre las actividades enzimaticas maximas
v 8 biomasa, en los distintos tratamientos a lo largo de lag cinéticas.
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INTRODUCCION

Leniinule edodes (conocido comunmente come shiltake) es un hongo saprobio
originario del continente Asidtico. Se desarrolia sobre froncos muertos de
plantas del grupo de las fagaceas (Chang y Haynes, 1978, en Leatham vy
Leonard, 1988). Metaboliza polimeros de lignocelulosa, celulosa v hamicelulosa
mediante enzimas extracelutares, Por su capacidad para degradar polimeros de
lignina, se considers un estabdn importante en la fase de descomposicion de
compuestos organicos complejos dentro de ios ciclos biolkioicos (Morais et af,
2000).

la lignina es un polimero estructural y quimicamente complejo, estd
constitvido por unidades guayacil y siryngiipropano unidas por emnlaces éter y
carbono-carbono, es abundante en las paredes celulares secundarias. La
acumulacion de este compuesto en los tefidos vegetales, da como resultado 1a
formacion de estructuras rigldas caracteristicas de las maderas, Su presencla en
tos sustratos de origen lefioso es Ja imitante pare el proceso de biodegradacion.
Los hongos de pudricion blance son  organismos  especlalizados en a
depolimerizacion de la lioning, Dentro de este grupo, Lentinule edodes 85 una
tle fas especies que ls degradan mayoritariamente,

La gnindlisis se llava a cabo mediante cicios de oxido-reduccion, en fos
que intervienen diversas enzimas extracetulares, Es un mecanismo enzimatico
secuencial de dos etapas. En la primera, el H.0. oxide 2 s ligning o manganaso
neroxidasa, fa cual cataliza 1 oxidacion de una molgcula orgénice denominads
madiador quimico (coma ef veratril alcohol o Mnlll-quelante, en su forma de
radical cationico) que atace electrofiiicamente a8 las cadenas de  lgning,
desestabilizando s enlaces entre las subunidades y otiginando su ruptura, £
rompimisnto de la macromoléouta produce dos tipos de compuestos, s gue



son guimicaments estables {considerados productos) v fos gue estén cargados
positivarmentes; estos ultimos puede combinarse con otros radicates v dar lugar a
la repolimerizacion, Bn la sequnda etapa, los radicales con carga positive v
capacidad de repolimerizacién, producidos durante la fragmentacidn de la
lignina, son reducidos por la accidn de enzimas como 1 aril aicoho! oxidasa o
lacasa, para que los productos no puedan recondansarse,

Como se menciond anteriormente, & M0 Inicia & lignindlisis al ser el
agente oxidante de las peroxidesas. Sin embargoe, este compussto en
concentracionas elevatias puede ser cltotdxico al induclr otras especies de
oxfgeno (radical OH y oxigeno e estado de singulete) v alterar la estructurs de
membranas cltopiasmaticas induciendo muerte celular, Se ha considerado que el
peroxide de hidrdgeno se produce en e sustrato (4 si) por actividad de
algunas oxidasas extracelulares (lacasa, glucosa vy arit alcohot oxidam), evitando
asl su acumulacion v ef efecto nocive, sin afectar e proceso de depolimmerizacion
de lignina por falte del agents oxidante,

El conncimients de las condiciones amblentaies v fuentes alimenticias
para el desarrolio de L. edodes, ha permitido su estudio con finegs agricolas
(reutilizacion de desechos iefiosos), médicos (actividad  inmuno-estimulanis
entre otras) vy eh la solucion de moblemas ecoldgicos (decoloracion de
pigrmentos sintétions praducidos en la industria textil) (Song e &f, 1998,
Philippoussis et al, 2002; Boar ef a4, 2004),

Adicionalmente  Shiltake es considerado una fuente de metabolitos
secundarios (tiles para & hombre. Existe informacion scerca de una ampliz
gama de productos, obtenidos & partr de este hongo, con activicad
inmunoldgica v antiviral, asl como compuestos que activan  macrofagos,
astimulan la proliferacion cehular (linfocitos, entre ofros) /7 vivg, y la inhiben i
wiro (Suzuki et &/, 1990). Sintetiza sustanclas antibacterianas y antiftngices
como I8 lentioning (Hatvanl, 2001). Asl mismo, produce inhibddores de



proteinasas farmacéuticamente Otiles (Odumi ef a2, 1999}, Por lo anterior
shiftake presenta una gran variedad de posibilidades de aplicackin en el dmbito
medico. Dasde el punto de vista nutricional, la fructificacion del hongo (temblén
llamada campdforo) contiene altos porcentajes de carbohidmatos y proteinas
totales, comparables con los del frijol (Brisko et &/, 2002).

Por su capacidad para degradar los tejidos con abundante ligning, asl
como sl potencial aplicacion meédica y alto valor nutritive, se propone & L.
edodes comg una alternativa para reciclar desechos agricolas de otigen efioso,
Lag hidrolasas y oxidasas de aeste hongo, depolimerizan fos componenies
ignocehildsicos presentes en las maderas, biotransformian residugs agricolas
que generahmente son incinerados convirtiéndose en fuentes de contaminacion
(Morais ef &/, 199%),

ta lignindlisis es catalizada por un conjunto de  enzimas cuya actividad
debe estar regulada por 10s distintos compuastos presentes en ef sustrato, por
lo tanto este trabajo tiene como objetive conocer como los componentes de s
maders de vid, separados de acuerdo con su solubliidad, inhiban o estimulan e
crecimfento def hongo v ademas las principales actividades de las enzimas
ligninolfticas. e determinacidn de fa actividad ligninolitice puede contribulr en la
comprension de por gué el desarrolio del organismo as muy variable cuando se
cultive en diferentes sustratos con composicion quimica similar,



ANTECEDENTES

La mayor parte de los estudios acerca del cultivo de L. edodes se enfocan a su
produccion, como alimento, utilizando sustratos de origen agricola. Se sabe gue
un medio abundante en compuestos lignoceldsicos mejora la  calidad
nutricionat y cantidad de hongo producido, Phllippoussts ef a4 (2002) cultivaron
shiitake en aserrin de encino, paje de trigo, marorca v residuos de algodan
como sustrato. Con iz paj de trigo encontraron aitos porcentajes de extensidn
micelial v fructificacion, similar a o obtenido en aserrin de encino (sustrato
natural), & crecimiento se refaciond con ef contenide de nltrdgens v e salinidad
del sustrate. Estos autores proponen & la paje de tigo como una alternativa
viable parg el cultivo de shiltake,

Otra posibilidad interesante para aumentar 2 eficiencia bioldgica del
cultivo de L. eoiades, es suplementar @ aserrin de encino con mijg, fibre de
frigo, harina de soya y/o extracto de levadurs (Royse, 1985). En una evaluacion
del crecimiento micelial v biomasa producida, se comprobd que maderas
enriguecicas con un 25 & 30 e fibra de arroz, estimulan el crecimiento de L
evloctes debido & la relaciin GIN (30:1). Ademas, la alteracion de fa estructura
fisica general del sustrato (compactacion, ventitacidn, tamafio de particula, efe.)
incrementa el intercambio gassose indispensable pars la actividad degradativa
de las enzimas, 5in embsrgo se he observado que suplementos con alto
contenide de celulosa y hemiceluloss, no incrementan & crecimiento del hongo
(Rossl er &/, 2003). Lo anterfor s dabido & que cuando shilteke crece en
sustratos lgnoceluldsicos, le degradacion de celuloss es menor (14%) que ks de
ligning {40 v 60 %) {(Morais af &/, 2000). '

tas fuentes de carbono preferencisles para shlitske son  glucosa,
trehaloss y fructosa, como se demostrd en estudios utiizando medios sinteticos,



Al mantener la relacton GN en proporcion 30:1, se presents un
crecimienio micelial abundante, teniendo al clorure de amonio como fuente de
nitrdgena inorgénico v los ones fosfato & une concentracion de 20 mM (Song v
Chow, 1987). Asimismo, Ia adicion de nitrato de amonio, nitrato de calcio y
acldo tartarico tiene efectos positivos en el crecimiento (Han eral, 1981).

Composicion de la Maders

Las maderas estan formadas por componentes estruciurales v de reserve, La
proporcion celulosa-hemicalulosa-lignina-pecting es 4:3:1:0.1, mientras que |a
reserva esta constituida principaimeante por almiddn y xiloglucanos,

Polisacaridos Estructuraies

B soporte de todos 05 tejidos vepetales es la pared celular, constituida por
pecting, hemiceluloss vy celutosa, Las partes visibles predominantes son
microfibriffas  de celulosa oristaling muy ordenadas, Este polimero forma
estructuras tubulares insolubles de 5 & 30 nm de didmetro y constituye el 30-
40% del tejido. Son cadenss de glucosas unidas por enlaces [i-1-4, con un
grade de polimerizacidn de alrededor de 10,000 unidades (Grant-Reid, 1997),

Los elementos microfibrilares se encuentran unidos a s pecling y
hemicatilosa, formando un entramado gue constituye ta pared ceivlar primaria,
La hemiceluiosa es un polisacarido diverso, constifuido por polimeros de 4-0-
metilgiucoronoxilanes v en menor grado galactomananos, Las pectinas son
polfmeros con altas proporciones de acidos galacturdnicos unidos por enlaces o-
1-4, el acido carboxilico de Jas subunidades puede encontrarse esterificado con
metanol y algunas veces se presentan ramndsidos que se desprenden de &
cadena central (Grant-Redd, 1997),
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Los troncos lefiosos contienen una gian cantidad de celulas muertas que
ya no se dividen, pues han perdido su material cltoplasmatico. La pared celsar
primarta s& convigrte en une pared secundariz 2 medida gue se desarolla ¢
tejide. En ios espacios extracelutares inicia el proteso de acumulacion de
polimeros fendlicos de figning que confieren una mayor rigidez. Esto origing la
desaparicion del contenido citopldsmico y comienza una inercla metabdlica
intraceduiar. En el caso del xilema, fa ligning se deposite mediante un patrin
preciso, penstando una estructura espiral v raticular alrededor de fos conductos
[Grant-Raid, 1987).

Ligraimes

Las ligninas que se depositan en iz pared celular se distribuyen alrededor de las
microfibritias det celulosa. Al final del proceso de deposicidn, las células guedan
conectadas unas con otras y los tejidos se endurecen. La composiclon del
polfimero  de ligning  determina sy dureze. Las maderas blandas  estan
constitiicas  mayoritariamente de unidades quavacil; mientras que en lag
maderas duras, las subunidades de guayac v syringilpropano depositacias estan
en igual proporcion, ademas de algunos residuos hidroxifenilos, Estos polimeros
contienen compuestos aromaticos como las guinonas, unidos & 1a cadena central
con enlaces éter y carbone-carbong (Higuchi, 1990).

La lignificacion de log tejidos se inicie con ta reduccion de aldehides a
untdades guavaclh y syringiipropane, las cuales se unen en  cadenas
denominadas  lignoles,  Dusnte e proceso,  algunos  monosacaridos
(principatmente tas glucosas) bpueden intercalarse a 1o large de la cadena
formande complejos  ligning-carbohidrato,  Estos  azlcares  reacclonan
principaimente con oligdmeros de quinonas y lignotes, guayaclt v syringil
(Hiauchi, 19903,



Bigtransformaciones de la Madera

Los hongos que se dasarrollan sobre susiratos tefiosos pueden ser de dos tipos,
de pudricidn café (degradan principalmente carbohidratos) y blanca (degradan
carbohidratos y ligning) (Green TH v Highiey, 1987; Leonowicz et al, 1999), Por
sy capacidad para degradar sustratos lignoceluldsicos, L. edodes se clasitca
dentro del grupo de los hongos de pudricion blanca. Se considera que los
mecanismos  bloguimicos para la lignindlisis, que catalizan las  enzimas
producidas por este grupo de saprobios, son stmilares, Sin embarge se han
descrito diferancias importanies entre espacies filogendticamente cercanas,

Estudios realizados con dos géneros de hongos de pudidcion blanca
( Pleurotrs y Phenerochaete) aportaron informacion relevante sobre ios procesos
de degradacion de sustratos con abundante lignina y celuloss. Plewrotus
aslreatus degrade  selectivamente mas ligning ogue celulosa, Durante 1
cotonizacion, e actividad de celulesas es baja, mientras que la relacionada con
o degradacion de lignina (lacasas) es alke. Phanerochaste chrysosporium
degrade cantidades simitares de ligning v ceklosa, siendo altos los porcentajes
de actividad de celoiasas duranfe fos primeros dias de crecimiento, La
depofimarizacion por parte de las lacasas, en ambas especies, es alte al inicio de
fa descomposicion de ligning v luego disminuye & un nivel constante (Kerem &
al, 1992), Aunque los mecanismos bioguimicos son semejantes en las dos
especies, jos cambios en composicion enzimatica difieren cuantitetiva v
temporaimente,

Lentinule edodes presenta un patrdn diferente de depolimerizacidn de
sustratos  lignoceiuidsicns, comparado con los génerds  Phanerochaste v
Plewrotys, Durante s primeras e@mpas del crecdimiento de shilteke, le celutosa v
ios xilanos se mantienen como 1os componentes mas abundantes del sustrato,
mientvas que |2 figning se degrada mayoritariaments. Lo anterior se correlacions
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con una actividad baja de celilesas y alta de enzimas ligninoliticas. En etapss
avanzadas del cultivo, se observa que hay una reduccion de alrededor det 22%
ert fa ligninolists v se presenta una mayor descomposicidn de polisacaridos como
Iz hemicelulosa vy stloglucanos (Van af &/, 2003).

Raspecto a fos cambios en la composizian quimica del sustrato, se conoce
que los hongos con actividad lighinolitice poseen enzimas que oxidan las
cadenas  de  lignina.  Pewrotus  ostreatus v L edodas  transforman
mayaritariamente las regiones denominadas syringil, estas rondgs son més
susceptibies a Iz reduccion que las regiones guayacil, ya que contienan uniones
aril-arit entre subunidades. Los mecanismos oxidativos descritos hastes e
momenta, involucran rompimientos de fa unidn entre & carbono alfa vy beta
(Co~CB) de las subunidades guayactl y sivingil. Se considers gue s degradacion
de la lignina por L. edodes produce aldehidos qgue son despuds oxidados &
acidos carboxiicos (Van efal, 200%; 2003).

Lentinula edodes presenta un patrdn general de desarrolio vegetativo
correfacionade con ks cambios an la composicion del sustrato lefioso y con e
tipo de activided enzimatica extracelular. En & primera fase hay mayor
cracimiento  vagetativo y  acumulacion alte de  glucosaming, components
principal de g pared celular. En esta etapa se obsarve la maxima actividad
fightnalitica vy disminuye el contenide de almiddn por accidn de glucoamilasas,
Se propone una refacidn directa entre la blotransformacion de almidon y de
lignina; es decr, la  degradacion de glucenos y fa lignindlisls presentan un
maximo at mismo tiempo, o que suglere gue el hongo debe utilizar un sustrato
aliernativo que soporte la biodegradacion de ligning, La accion de hemiceluiasas
sobre polimeros glucurdnico-xifancs es constante en el periodo inicial v medio
de crecimiantc. La actividad de protelnasa se delecte en fa fase intermedia v se
encuentra alta actividad de poligalacturonasas durants tode e desarrolio,
Unicamente al momento de fructificar existe un igere incremento en lag



endoglucanasas vy f-glucosidasas, pero en gensial no se observa una
distninucion significativa de celulosa, incluso despues de que los niveles de
almiddn se reducen (Leatham, 1985),

Modwlacidn del Crecimiento Funalco

Al cultivar hongos ligninoliticos sobre sustratos lefiosos con alto contenido de
Iipidos, se presenta inhibicidn de! crecimiznte, Algunos de los compuestos que
interfleren con el desarrollo de estos organismos son los dcidos grasos,
saponinas, gliceroles v esteroles, Su efecty tdxico se estudid exirayéndolos de
las maderns con solventes no polares (cloroformo y toluenc). Al parecer, |a
peroxidacion quimica de los lipidos de origen vegetal (por ias especies oxigeno
reactivas  presentes en el medio) ocasiona dafios & las  membranas
citoplasmaticas (Wardle y Schiler, 1969, Kurtzman, 1976, Sancher ef al, 2002).

Especies de 108 géneros Lanfimis, Fleurotus y Strophans muestran un
mayor crecimiento cuando e medio de cultive es suplementado con acido
giberéiico, (-adenosing, mondmeros fendlicos derivados de la degradacidn de la
igning  (como  4-metoxibenzoato vy acikdo vainllico) y flavonoides, Estos
CcOMpPURSIos son comunes en wjidos vegetales, su caracier estimutante depende
directamente de la concentracion & la gue se encuentren. Su presencia afects
diversos tipos de actividad como lacasa v alcohol odidasa (Domondon ef al,
2004 Jonathan y Fasidi, 200%; Beltran-Garcla f 8/, 2001; Ardon et &/, 1998;

Shuen y Buswell, 1992),
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Biodearadacion de fa Lioning

Aunque @l mecanismo de degradacion de & ligning es similar, las enzimas que
participan en ke lignindlisls varian entre una especie y otra. En los géneros
Fleurolus y Phanerochaate se han realizado los estudios méas completos acerca
de este proceso, La mayor parte de ios trabajos publicados describen las
caracteriiicas de las enzimas en forma individual, Fxiste poca informacion
disponible con respecto a la interaccion entre las enzimas que intervienen en la
ligninolisis, Con tos conocimientos obtenidos hasta & momento se han disefado
esquemas o models generales que pretenden reconstruir el proceso de
degradacion de la lignina 4 vivo.

Mecanismo Quimico de s Lignindiisis

La mayorla de los estudios sobre fg degradacion de ligning, sugieren que el
mecanismae quimico pare @ lignindlisis es simitar en ios hongos de pudricidn
blanca, Bxiste una  comrelacion  importante  entre  las  concentraciones
extracelulares altas de especies oxigeno reactivas y fa actividad figninolitica, fo
que sugiere que estos compuestos tienan una funcidn importante durante el
proceso (Balinky er af, 2003). Debido & que los radicales OH vy el H0; no
degradan o2 e & s lgning, se considers que su funcidn es indirecta, al
participar en |z oxideciin de enzimas que inician el rompimiento de enlaces
entre las subunidades que forman las cadenas. El proceso general sigus un
mecantsmo de oxido-reduccion vy de cooperacion enzimética (Faison y Kirk,
19E3).

La secuencia de reaccionss para fa lignindlisls se levae a cabo en dos
etapas. knls primera, el HO, oxide una enzima, la cus! catalize o produccion



de mediadores catidnicos (compuestos orgénicos o Mn HI-quelanta) que hacen
urt atague electrofilico en los enlaces entre subunidades de lignina, sustrayendo
un electron det sustrato. Despugs de que el polimers es oxidado, hay una
oxtgenacion del sustrato que origing el rompimlento de enfaces, productendo
dos fragmentos uno de los cuales es un radical (Hammel ef &/, 1985; Candelas
y Harvey, 1995) (Figura 1),

a2 conocen tres formas principales de romper los enlaces entre
subunidades de lignina, Una es ia oxidacion de las cadenas [aterales propil entre
ios Ca-Cp} productendo acidos benzoicos,; otra manera &5 rompiendo ef enlace fi-
aril eter y la modificacion de fas cadenas leterales (Figura 2). Un tercer mado de
accion (Figura 3) es la degradacion de ios niciens aroméaticos por 1z oxidacion
de os anlilos de las subunidades (Higuchi, 1990},

En ls sequnda etaps de la degradacion de lignina, et radical producto de
la depolimerizacion sufre una oxidacidn enzimatica, en & cual e oxigeno
motecular se une at radical {(Figura 4), Estos radicales oxidados qQue se
descomponen en compuastas sin carga, provocan kg formacidn de superdxido
gue finalmente se disocia en oxigeno molecular y H.0y. Hasta el momento en el
que 105 compuastos ng presentan carga, son considerados 108 productos finales
de l& ligninolisis, ya que en forma de radicales pueden repolimerizarse (Hammel
@t al, 1985).

Los enlaces entre ef Co-Cp de las subunidades de lignina forman el 60%
de los enfaces intermonomericos. La hidroxitacidn de este enface se da en el O,
produciendo  hemiacetales  intermediarios que se  descomponen
espontaneamente en giicoaldehidos v guayacoies. Lo anterior hace que la
rayoria de los productos de degradacion de lignina sean el acido syringico v &l

muayacol (Hammet @f &/, 1985 Tien y Kiri, 1984)
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Feroxidasas

La primera fase de la lgnindlisis, que nvolucra el romplmiento de los enlaces, la
realizan las peroxidasas y las lacasas, Existen diferentes tipos de paroxidasas
dependiendo de los mediadores quimicos (compuestos orgénicos o metales
oxidados) que realizan la catélisls, La complejidad estructural de la figning
parece impedir que las enzimas catalicen directamente el rompimiento de los
ernaces entre subunidades del polimere, por lo que intervienen  dichos
mediaclores que son cationes producidos por las enzimas oxidadas por el
perdxide de hidrdgenao.

Algunas de tos mediadores o catfones que participan en Iz Nigninolisis son
compuestos aromaticos © metales, Bl mecanismo de oxidacidn se inicia cusndo
un sustrato (como el veratril alcohol 0 el Mn) se une & I enzima, Después de
que el compuesto aromatico o el metal transfieren su electrdn al grupo hemo,
s& jorma un cation que funclong como mediador v puede reaccionar con s
ignina. Bl caso mas estudiado es e del alcohol veratril que unido & la enzims
tiene un mayor potencial de oxidacion en comparaciin con su estado de radical
litwe, por ko gue puede realizar el ataque electrofilico sobre ia figning (Cancleizs
y Harvey, 1995; Kishi eral, 1994; Cancel of &/, 1993; Crestini ar &/, 2000).

Lianing peroxidass (LIP), Es una enzima extracelular producida por las especies
de Ahanerochaste, para le degradacion de figning, Este enzima degrads
compuestos pobremente hidrolizablas; as reaccionss que cataliza son diversas,
va que tiene baja especificidad por los sustratos. La oxidacion se lieva & cabo
sustrayendo un electrdn del anillo bencénico de los fenoles, produciende asf
mediadores cationicos aromaticos. Dichos compuestos son los encargados de
romper 105 enlaces entre subunidades fendlicas o no fendlicas de la lignina, Fi
atague electrofitico & (e lignina puede ser en of intradiol de estructuras fenilgitcol



¢ en fas cadenas laterales propll de las unidades no fendlicas -1, produciendo
benzaidehidos y fenilglicoles (Tien y Kirk, 1984; Forney efa/, 1982).

Manganeso peroxidasa (MnP), Es una hemoproteina producida por 05 hongos
pertenecientes al género Phanerochsete. Esta proteing cataliza la oxidacidn de
varios fenoles con un mecanismo dependiente de Mn (1) libre en &l medio. La
catalisis se inicia cuando fa MnP oxidada por el HyOy, oxida & Mn(ID) & Mn(IID).
A continuaciin, e My (II1) se combina con guelantes formande un complejo Mn
ITiI-quelante que se encarga de oxidar & las subunidades de lignina, Esta enzima
es estimuiada por el oxalato que & su ver es capaz de medlar les reacciones de
oxidacion en ausencla de M0, (Kishi er a/, 1994; Warriishi ef &/, 1988; Kuan y
Tien, 1893),

Peroxidasa. versatll, Algunas especies del género Pleurotus carecen de MnP y
LiP, sin embargo producen una peroxidasa versatil (PY) que oxida el Mn 1, os
fenoles simples y et alcoho! veratrll, Esta puede disaciar dimeros de subunidades
fendlicas y no fendlicas de la lignina (Camararo ef 54, 1999), Contieng diversos
sitios de unidn para los sustratos y combing las caracterfstices de fs LIP y MnP,
Puede modificar compuestos aromaticos dando lugar a moléculas con alto
potenclal redox y produce Mn Hl-quelantes que catalizan e ataque electrofilico
del polimero de lignina, Por ia versatilidad en sus funclones genera confusion y
la clasifican como MnP o LIP (Ruiz-Duefizs ef &/, 2001).

Lacmsns

Las facasas son enzimas gue participan en le primers fase de fz lignindilsts,
siendo  producidas por hongos de los géneros Phanerochasts, Plaurotus,
Lentina, entre otros. Son oxido-recductasas que catlizan fa oxidaclon de
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compuestos fendiicos y aminas aromaticas utilizando oxigeno molecular como
aceptor de electrones (Reinhammar y Malstrom, 1981, en Muiioz ef 4/, 1957).
La catalisls es mediada por dos tipos de mensajeros quimicos, 105 radicales
fenoxll v @ Oy, aste dtimo se produce via la oxidacion de hidroquinonas. Las
lacasas provocan e rompimiento de los anifios aromaticos de las subunidades
fendlicas y no fendlicas de ligning produciendo al mismo tiempo especies
oxigeno reactivas (Mufioz et &/, 1997). |a degradacion se da en los compuestos
fendlicos rompiendo fos enlaces alquil-fenit con unidn B-0-4 o bien por Ia
rupturi del enlace fenll-alquil entre el Co y el arupo anil (Higuchi, 1990},

Oxidasas

En la primera etapa de (@ lignindlisis, se generan subunidades en forma de
radicalas que deben ser reduckios, en una segunda etspa del proceso, para
evitar su repolimerizacion, tUng de fas enzimas que participa en la sequnda fase
de {s depolimerizacion es la aril alcoho! oxidasa (AAD), la cual presents un
rango amplic de especificidad, puede oxidar benzil, cinnamil, nafill v alcoholes
primarios alifdticos, Le reaccion catalizada por ta AAO procade por s oxidacidn
de aril aicoholes v, o v o~f insaturados, con fa adicional reduccion del Oy a HyO0,
(Varala ef @/, 1999). Otrs oxidasa, gue tamblén evita la repolimerizacion, es la
veratrt alcohol oxidass (VAD), la cual reduce vadicales fenoxi acoplando la
oxidacion de veragi alcohol & veretraldehido. (Guillén v Evans, 1994; Marzulio
et al,, 1995).

Una tercera oxidasa que participa en fa sequnaa etapa de la lignindlisis es
te glucosa oxldasa por un mecanismo ciclico mas complejo gue fa AAQ v la VAQ,
Este entime catalize el peso de glucose e gluconolactate, Cuande el oxfgena
moiecular es ubilizado como co-sustrato se produce HOu Sin embargo, sl la
concentracion de oxigenc es baja, el O, es reemplazado por fa guinona, o por
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los radicales libres de fignol, como aceptor de electrones. La catdlisis procede en
dos pasos, con la oxidacion de glucosa se transfieren dos electrones al grupo
prostético flaving de ke enzima. Para que & flavoenzima sea oxidada a su estado
nativo fos dos electrones son transferidos al aceptor de electrones quinona o
fignol, el compuesto resultante puede iniciar un process de reduccion (Kelley y
Reddy, 1986; Green, 1977},

Cooperaciones Enximaticas

Para que I ligninolisis se complete v los productos sean unidades simples sin
capacidad de repolimerizacion, es nacesario que se presente coordinacion entre
log mecanismos cataliticos de las diversas enzimas que participan en el proceso
(Figura 5). El conjunto de enzimas puede variar entre especies o dependiendo
de las condiciones en las que crezca el hongo. Ef esquams general descrito de fa
igningiisis, propone que e depoiimerizacion de la ligning produce radicales
intermediarios  inestables  que  pueden  recondensarse, pare  prevenirio
nfervienen ceras oxidasas, En Phanerochiacte se sabe que s VAOD estd
asaciada con la depolimarizacion por acclon de las lacasas y reduce los radicales
fenoxit producidos por lacasas, mediante la oxidacion de veratrit alcoho! &
veretraldehido (Marzulio et a4, 1995),

En [0 géneros Folyporus y Trametss existe una cooperacidn entre
lacasas y la glucosa oxidasa para evitar la repolimerizacion de la quinona
producida durante la lignindlisis. Bl ciclo se inicia con la oxidactdn del fignol
catalizada por las lacasas, produciendo un compuesto intermediario que puede
seguir dos caminos. Una posibilidad es que el intermediario sufra un atague
nucleofilico, en el cual las lacasas reducen la quinoha y generan un producto no
repolimerizable. & o anterior no sucede, enfonces & compuesta intermediario
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plerde un protdn y se genera una quinons en estado de transicidn con
capacidad de repolimerizacion, La intervencidn de fa glucosa oxidasa permite
que la quinona vuelva & oxidarse para que sga huevamente un sustrato de fa
lacasa y sige e camino de la reduccion (Green, 1977; Szikiarz y Leohowicz,
1986).

Las especies oxigeno reactivas son toxicas para las células, sin embargo
para & degradacion de lignina se reguiere la participacion de estos compuestos,
Los hongos que degradan dicho polimero, producen una serie de enzimas
ancargadas de la produccion in sitw de 1,0, En Pleurotus eringd, hay un ciclo
rectox parg la produccion de Ba0,, El sistema involucrs reacciones de oxidacion
y reduccion de alcoholes benzil, benzaldehidos o écidos benzoicos. Los
benzaldehidos que participan en este ciclo son el veratrlaldehido y el
anisaldehido (metabolitos aromdticos extracelulares del hongo), Bl ciclo incluye
ke reduccion de los benzaldehidos por la arfi-aicohol deshidrogenass a sus
correspondientes alcoholes, ios cuales son oxidados por fa arll alcohol oxidass,
praduciendo H,0; (Guillén y Bvans, 1994),

Otra forma de producir el HxOy i situ, pare la subsiguiente activacion de
las peroxidasas, es cuando er el medio de crecimiento del hongo estd presente
ef Mn IE v el oxalato (metabolifo secundario del hango). Con estos dos sustratos
las facasas calalizan las formacion del complejo Mn-oxalato, el cual Infcla una
serie de reacciones gue culminan en la produccion de Hx0; (Schlosser y Héfer,
2002). Adicionalments, otro tipo de oxidass (glioxal oxidasa) producida por
Phanerochaste, oxida los metabolitos extracetulares del hongo; mediiglioxat y
glioxal gensrande como subproducto MOy (Kersten v Kirl, 1987). Al parecer, la
ausencie de peroxidasas inactiva lz glioxal oxidasa de ung manars reversible, io
cual previene ung acumulacion de altas concentraciones de H,0p (Kersten,
19503,



£n general la cooperacion entre enzimas involucradas en ls degradacion
de lignina es importante en términos de fa produccion & sitw de perdxido de
hidrdgeno, para evitar la repolimerizacion de fos productos de la primera etapa
de {a ligninalisis,



JUSTIFICACION

Lentmuly edodes se considera un eslabon importante en el ciclo bioldgleo del
carbono, va que degrada la lignina de la madera. La eficiencia bioldgica que se
obtiene durante su cultivo sobre diversos tefidos iefiosos, depende de su
capacidad para blotransformar enziméticamente el sustrato, Aungue son una
alternativa para reciclar desechos agricolas con alios contenidos de lignina, adn
no se conoce como los diversos compuestos de origen vegetal afectan el
cotjunto de enzimas que participan en & lignindlisis y por lo tanto el
crecimiento del hongo,



HIPOTESIS

Las principales enzimas exiracelulares de lenfinule edodes que catalizan la
ligninolisis, difieren en actividad cuando es cultivado en medio lfquido con v sin
fa suplementacion de los distintos extractos de madera de vid,

=2
p=5



QBIETIVOS
Qhjetivo General

cuantificar la  activided enzimatica de lignina peroxidasa y manganeso
peroxidasa, lacasa y aril alcohol oxidasa de Lenfinula edodes culiivado en medio
liguide con y sin 2 suplementacidn de los distintos extractos de la madera de
vidd v ligning comercial,

Qhietivos Especificos

Cultivar Lentinule edodes en un medio Hiquido con v sin ta suplementacion de los
extractos de la madera de vid, obtenidos con tolueno, cloroformo, etanot y

AU,

Cultivar Lentinule edodes en un medio liguido con v sin fa suplementacion de

ligring comercial,

Evaluar el efecto de los diferentes extractos de maders de vid v la lignina
comercial, sobre fz actividad extracelular de las enzimas lignina peroxidasa,
manganese peroxidass, {acesa y aril alcohol oxidasa, cuande £ edodes es
cultivado en medic aulde siguiendo une cindtica de crecimiento micelial,



MATERIALES Y METODOS

Qbtenclon de Extractos

Log extractos se obtuvieron a partir de madera seca provenients de poda de vid,
asta se molid con riturador, & un tamano de particuls aproximado de 0.95 cm
de longitud. La fibra seca se coloos en un aparato soxhlet con capacidad de 500
g. Se hicieron lag extracciones, con el mismo lote de fibra, por reflujo constante
durante 3 h uttlizando ¢ L de cada solvente siguiendo ef orden de polaridad:
tolueno, cloroforma, etanol ¥y agua. Los extractos se congantraron con un
rotagvaporador en bafio Marle a 50-55°C, para despugs secarios con cortientes
de nitrogeno gaseoso, Una vez eliminado completameante el solvente se pesaron
y guardaron & 49C,

Microorganistmo y Condicionss e Culivo

Se utilizd s cepa 105 donads por e Instituto de Ecologls, Unidad Xalaps,
Veracruz., El hongo se mantuvo cultivandolo en medio sdlido PDA (papa-
dextrosa-agar) y refrigerando a 49C.

Los cultivos se hicieron enr 4 mi de medio liguido con formulacidn béasica
GP (40 o/l de glucosa y 10 o/l de peptona) ajustando e pH iniclal & 4.5,
utilizando viales con capacidad de 20 miL, tapados con torundas de algoddn para
permitic af intercambio gaseoso. El indculo consistid en un disco de micelio,
obtenido de un cultive de 10 dias en medio GPA (40 g/t de glucosa, 10 g/L de
peptona vy 30 g/L de agar), corado de fa perfferia de la caja Petrl cor un
perforador estéril de 1 om de didgmetro. Los viales sembracdos se colotaron en la
oscuridad & 25°C, con agitacin a 180 mpm.
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Priuebas de Concentracion

Pare determinar las cantidades de extractos de madera que fueron adicionados,
se hicieron pruebas afiadiendo al medio GP los extractos etandlico (EE) y acuoso
(EAY en un intervale de concentraciones de 0-2 mg/mb (0.1, 0.2, 0.3 0.4 0.5
0,75y 2 mg/mlL de EE, y 0.5, 0.7, 0.8, 0.9, I, 1.1y 2 mg/mL de EA), Asimismo
se introdujo un tipo de cultivo control suplementado con ligning comercial
(Aldrich No, Cat. 37095-9), realizandose pruebas a las concentraciones de 0,
0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 y 2 mg/mL. Se midid el peso seco en mg/mL, despugs de
12 dias de incubacion,

Cinéticas de Cracimienio

Las pruebas consistieron en adicionar los extractos etandlico (EE), acuoso (EA),
cloroformico (EC) y toluénico (ET) al medio con formulackin basica GP, a las
concentracionas que s muestran en el Cuadro 1. Asimismo se hicleron
tratamientos con ligning comercial (1 mo/mlb) v la mezcle de extractos (M) & las
mismias concentraciones presentadas en la Cuadro 1.



Cuadro 1. Concentraciones de los extractos de madera suplementados al medio
GP,

~Extracto_ | Concentracion (pg/mL) |

Eanoico | 500 |
. ACUOSO 875
l Clorofdrmico £19
i Toluénico 758




24

Los muestreos para determinar la actividad enzimatica se hicieron, con
base an una cinética de crecimignto de 18 & 22 dias, cada 2 dias a partir del
cuarto dia de cultive. Las muestras fueron fitredas a través de un papel
secante, previemente pesado, pars separar la blomesa y cuantificar el
crecimiento micelial como peso seco (mg/ml). Las proteinas extracelulares se
precipitaron colocando 3 ml de medio de cultivo en 15 ml de acetona,
refrigerando a -209C durante 6 h, para despuds cenfrifugar & 5,000 rpm
durante 10 min. B precipitado se resuspendid en 300 ub de solucion
amortiguadora de acetato de sodio 50 mM, KO 10 mM pk 4 (adicionando 250
HM de fenit-metii-sulforit-fluoruro como inhibidor de proteasas). Las muestras se
guardaron a -80°C hasta su utilizacion pare e andiisis de actividades
enzimaticas,

Tecnicas Analilicas

L& actividad de manganeso perovidass se midic con lg formacion de M‘n -
malonato & 270 nm, & partlr de MnSO, pH 4.5 (0.5 mM) v malonato de sodic
(50 mM)} en presencia de HOy (0.1 mM), con un coeficiente de extincion de
11580 /M cm (Wariishi ef &/, 1988). En el caso de & lignina peroxidasa se
utliizd 2 téonica descrita por Tien y Kitk (1984), gue consiste en medir 8 310
nm o con un coeficiente de extincion de 9300 /Mom, fB formacidn de
veratraldehido a pantic de veratrll alcohol (2 mM) en presencie de H:0, (0.1
mM), en una soluckin amortiguadora de @rirate de sodio & uha concentracion
de 25 mM y un pH de 3.0.

La actividad de Jacasas se cuantificd midiendo la oxidacion de 2,2
azinobis-J-eti-bentiroline-G-sulfonato  (ABTS) (L3 mM en une solucidn de
malonato de sodio & ung concentracion de 5 mM pH 4.5, monitoreando a
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absorbancla a 420 nm con un coeficients de extingion de 36000 /M cm (Zhao et
al., 1996).

El metodo descrito por Guillen et al (1992) se ulilizo para la
cuantificacion de actividad de anif alcohol oxidasa, Las mediciones consisten en
monitorear a 310 nm (coeficlente de extincidn de 9300 /M cm) la formacidn de
veratraldehido a partic de veratrylalcohol 5 mM en una solucion amortiguadors
de fosfato de sodio pH 6 (0.1 mM).

La actividad de catalasa se cuantificd de acuerdo con o descrite por
Cohen &f al (1970). Se colocaron 10 mM de H;O; en une solucion
amortiguadora de fosfato de potasio 100 mM pH 7.8, midiendo la absorbancia a
250 nm y calcutando la actividad cor iz ecuaciin U = (abs/0.0355)(50) 100/mg
de proteina).

Las  mediciones se hicieron en un especirofotometre Cart 50 a
temperatura ambiente ¢colocando 10 1 de muestra en 990 mbL de & mexcls de
reaccion (solucion amortiguadora y sustrate) para cada actividad enzimética. E
contenido de proteinas totales se cuantificd con e método de Bradford (1976),
usando albuming sérica bovina como estdndar. Lag actividades enzimaticas se
reglstraron como U/mg proteina (1) = mM de producto/min/mb}.

Riseio Exparimental

Se utilizo un disefio al azar con tres repelicionas por tratamiente, La variable
independiente fue el extracte de maders de vid; los confroles negative y
positive consistieron en culiivar el hohgo, bajo las ntismas condiciones, sin y con
los cuatre extractos respectivamente, ademas de un cultivo adiclonande Higning
comarcial, Las variables dependientes fueron las  diferentes  actividades
etzimaticas especificas (lignina y manganeso peroxidasa, lacasa y aril alcohol
oxidasa),



RESULTADOS Y DISCUSION

Obtencion de Extractos

se realizaron dos extracciones ulllizando 500 y 450 ¢ de madera de vid,
obteniéndose porcentajes similares de los distintos extractos, £l rendimiento se
calculd tomando el peso de la madera inicial como el 100% (Cuadro 2).

ta  cantidad de muestra obtepida con el agua (22.09 g) es
aproximadamente el doble de lo extraido con etanol (12.5 g) y siete veces
mayor que el peso final del extracto toluénico (3.2 ), siendo el rendimiento del
extracto cloroférmico (0.29%) &l menor de todos (un 6 % de o obtenido con el
agua). La cantidad de compuestos polares extraibles es de mas del 650%
rmayor en comparacion con los no potares (Cuadro 2),

El proceso utilizado pars la obtencidn de extractos incluye etapas en las
que hay un calentamiento elevado de las muestras, por lo que surge 13
interrogante sobre el estado de oxidacion de los compuestos presentes en los
extractos finales, asi como de su efectividad en la modutacion del crecimiento.
En un trabajo realizade por Garzillo er @/ (1992), con fracciones acuvsas e
tabaco y paja de trigo, se comprobd la termoestabilidad de los compuesios que
intervienen en la estimulacion del desarrolio de los organismos estudiados. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que muchas de las sustancias pudieron
haberse maodificado  quimicamente, sobre todo algunas fitohormonas vy

vitaminas,
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Cuadro 2. Rendimiento de los extractos.

-§ Peso promedio | Rendimiento
Extracto (g) (%)
Madera 450 + 35 100
Cloroformicof  1.31125 + 0.07 0.291
Toluenico § 3.21965 : 0.21 0.7154
Etandilco 124916 4 2,22 2,775
ACLOS0 22,0868 1 4.27 4.908
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Pruebas de Concentracion

Extractos de Madera

Se cultivo lentinula edodes en medio GP adicionando extracto etandlico y
acupso a diferentes concentraciones (0-2 mg/ml), ya que estos extractos son
los que estimulan el crecimiento de diferentes especies de hongos de pudricion
blanca (Beltran-Garcia et a/, 2001; Baca-Cota, 2003). Se identificé el extracto y
la concentracion en la gue se obliene mayor crecimiento despuds de 12 dias de
incubacion,

La Figura 6 muestra que en las concentraciones de 4, 5 y 10 mg/10 mL
de extracto etandlico, la blomasa mdxima final fue de aproximadamente 2.6
mg/mL, siendo estadisticamente mayor que en el resto de fas concentraciones;
mientras que con el extracto acuoso no se obtuvieron diferencias significativas a
partir de 7 mg/10 mi.

Las concentraciones de 4, 5y 10 mg/10 mi. de EE son fas que estimutan
mayormente la produccion de biomasa comparado con #f control v £ extracto
acuose; por lo que la concentracion de 5 mg/10 mb de extracto etandlico se
utilizo como valor de referencia pars el calcule de Jas concentraciones en fos

otros fres extractos.

Ligrina

Debido & que la lignina se empleo como control, se hicieron pruebas para
Identificar la concentracion que permite obtener mayor biomasa, Fl hongo tuvo
el maximo crecimiento (2-2.1 mg/mL) en las concentraciones de 5, 7.5 y 10
mg/10 mbi de lignina, sin diferencias significativas en el intervalo mencionado
(Figura 7). Sin embargo el valor maximo se obtuvo a 10 mg/mil., por lo que ésta
&8 la concentracion que se utillzd en el tratamiento con lignina comerrial,
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Figura 6. Crecimiento micelial del hongo en un medio fiquldo GP suplementado
con extractos etandlico y acuoso de madera de vid. Los valores son el
promedio y la desviacidn estdndar de tres repeticiones,
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Figura 7. Efecte de las distintas concentraciones de lignina sobre el crecimiento
micelial de Lentinula edodes. Los valores son el promedio y la
desviacion estandar de tres repeticiones,
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La biomasa obtenida con EE & 5§ mg/10 ml, es 20% mayor que el valor
mé&s alto en las pruebas con ligning, mientras que los tratamientos con EA
alcanzaron valores similares a los de biomasa con el polimero comercial usado
(cz 2.2 mg/mL). En un estudio similar con Pleurotus ostreatus se encontraron
resultados opuestos, va que el micelio que se desarolla en medio sdlido
suplementado con extracto acuoso de tallos de malz, es aproximadamente 40%
mayor que cuando el honge crece en un medio suplementado con compuestos
fendlicos derivados de Iz ligning (Beltrdn-Garcla ef @/, 2001). Sin embargo debe
tenerse en cuenta que a diferencia de Plewrotus, Lentinula degrads maderas con
altos contenidos de ligning (maderas duras) (Philippoussis et a/, 20024, por o
que el efecto del polimero y sus dervados puede variar,

De acuerdo con ios resultados obtenidos en las determinaciones de Ia
concentracion con los extractos etandlico y acuoso, se definieron las cantidades
adiclonadas al medio de culiivo, tomando come referencla la concentracion de
EE @ fa que se produjo mayor biomasa. El cdlculo para EA, EC y ET se hizo
aplicando una regla de treg simple con base en el rendimiento (%) obtenido
durante la extraccion en madera y a partir del vaior de referencia (Cuadro 3). FI
tratamiento con la mezcla de extractos se realizd adicionande todos los
extractos & la misma concentracion que se muesira en la Cuadro 3. Para el caso
de la lignina se tomd la concentracion a la que se ‘logm’) mayor crecimiento (1

mg/mL).
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Cuadro 3. Calculo de las concentraciones de los extractos de madera afiadidas
al medio de cultivo. ‘

Extracto | Rendimiento | Concentracién®
{%) (mg/10 mL)
Etandlico 2.7 5
ACHDS0S 4.8 8.75
Cloroformico 0.29 0.519
Toluénico 0.72 1.29

* Con base en el rendimiento obtenkdo en ja extraceldn y tomando como referencla 5

mg/Ll mi del extracto etandlico.
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Cindlicas de Crecimianto

£l experimento para evaluar el efecto de los seis tratamientos planteados en
este trabajo se dividid en tres fases: En la primera cirgtica (C5) se probaron los
extractos etandlico v acuoso; en B segunda cindtica (C2) los extractos
cloroformico y toluénico,; por ttimo, en ta cinética 3 (C3) se adiciond la lignina
comeicial (L) y la mezcla de extractos (M) al medio de cultive; en cads cindtica
se incluyd un control negativo u X (Unicamente medio GP).

Crecimiente y Concentracidn de Proteinas

En C1 (Figura 8a) se observd que fas diferencias estadisticas en blomasa entre
EE, EA y el control, se presentaron a partir def dia 10; fa biomasa se incremento
un 20% con respacto al control, Bl peso aumentd alrededor de 1 ma/ml los dias
10 y 12. Sin embargo tas diferencias entre extractos no fueron significativas
(3.5-4.5 mg/mL), dnicamente se observd ung tendencla del EE & estimutar el
crecimiento (os dias 16 y 18 (0.8 v 0.2 mg/mi mds que et BA, respactivamente),
Se ha visto que en hongos de pudricion blanca, los extractos acuosos obienidos
de distintas plantas {Lofum multifiorium, cebolla, jugos de tabaco y paja de
trigo, v extracto acuoso de talios de maiz), asi como algunas fitohormonas y
vitaminas solubles en agua presentes en tejidos vegetales, estimulan el
crecimiento de estos organismos (Tan y Chang, 198%; Gawzile er &/, 1992;
Belirdan-Garcla et &, 2001; Jonhatan y Fasidi, 2001; Domondon ef a/l, 2004;
Agha, 1989, en Domondon f a/, 2004). Por otro lado, extractos alcohdlicos
obtenidos de la cafia de azucar y fraccionss destiladas & parlic de vinagre dg
encing {Quercts crispuld) aceleran el crecimiento hasta un 200% (Yoshimura y
Hayakawa, 1991; Ferrare ef &/, 2002),
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En cuanto a la concentracién de proteina el comportamiento es similar en
los tratamientos EE, EA y control, ya que (0s valores aumentaron en el tiempo y
a medida que se incrementd la blomasa (Figura 8b), Existen diferencias
estadisticas entre EA y X, pero este Ultimo no es distinto de EE a partir del dfa
10. Sin embargo los primeros 8 dias de cultive se vio un Incremento significativo
con EE ws. control, similar & lo descrito en un experimento utilizando extracto
etandlico de planta de algoddn, donde se encontrd que la concentracion de
proteinas de A osfreatus aumenta vy es directamente proporcional a la
concentracion de extracto que se adiciona, cuando el cultivo dura 10 dias.
(Ardon er a/, 1998). En este articulo se menciona que algunos compuestos de
tipo de los flavonoides (fenoles), son los principales inductores det fendmeno
pero adn no se ha determinado la naturaleza quimica de estos componentes,

Con el control y EE se vio que la concentracidn varia de 0.15 a 5 mg/mL
(del dia 4 at final del cultivo); mientras en e EA, Iz cantidad obtenida en el
primer y dltimo dia de muestreo es mas alte (L5 y 6.5 mg/ml,
respectivamente). El efecto estimulante de log compuestos hidrosolubles sobre
la concentracion de proteinas, tambign se observd en £ ostrestus al adicionar
jugos de tabaco y trigo (Garzillo el al, 1992)

Los cambios en los pardmetros estudiados siguen el mismo patdn,
tnicamente s incrementan  con el tiempo de  Incubacion v oos0oNn
cuantitativaments mayores que el control, excepto la concentracion de proteina
de EE (Fligura 8).
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Con el ET se inhibio el crecimiento del hongo hasta un 25% con
respecto al control, a lo largo de toda la cinética (Figura 9a). El extracto
clorofdrmico permitid obitener valores mas altos que el control de 0.2 a 0.4
mg/mL, los primeros dias de incubacidn, pero en los Gliimos datos cuantificados
los pesos fueron muy similares (3.7-4.3 mg/mL). En un estudio realizade con
Fleurotus ostreatus 'y P. puimonarius se encontrd que su crecimiento radial fue
inhibido hasta un 70% por efecto de las sustancias grasas (Acido pabmitico
principalmente) contenidas en un extracto toluénico obtentdo de residuss de vic
(Sanchez et al, 2002), Et efecto tdxico es atribuido a la peroxidacion de lipidos.

La concentracion de proteina con EC no cambié con respecto al control
los primeros cuatro dias vy a partir del dia 12, las diferencias son significativas
por méas de 3 mg/ml. Con el ET s, el control, el contenido se incrementod un
100% mas a partir det dia 8, alcanzéndose valores de 8-10 mg/mL los Oitimos
dias, Es interesante notar que con EC, los aumentos fueron del doble con
respecto al dia anterior, slendo hasta un 200% mayor que el contro) en el dia 16
(Figura 9b),

Baca-Cota (2003) encontrd que en Feurotys spp., el crecimiento se
inhibe cuando son adicionadas los extractos cloroférmico y toluénico de madera
de vid. Con los extractos de origen no polar el crecimiento es menor o no se
afecta (Figwa 9a), tomando como referencia el medio de cultivo sin
tratamiento; mientras que la concentracidn de proteinas aumento drasticamente
a partir de la mitad de la cinética realizada, duplicAndose o triplicandose con ET
y EC, respectivamente. El cambio en la concentracion de proteinas, sin afectar
el crecimiento del organismo, se ha observado en experimentos realizados con
Fhanerochaele crysosporium (Ferrara el al, 2002),
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Al adicionar la mezcla de extractos al medio de cultive (Figura 10a), ia
biomasa del hongo fue 50% mayor con respecto al control, Los primeros 16 dias
de cultivo, la mezcla estimuld el crecimiento mads que los otros cinco
tratamientos; sin embargo, en los dias 18-22 el incremento en blomasa fue igual
8 lo obtenido con la lignina comercial (~ 7.5 mg/mL.).

Con el tratamiento | se observd que durante los Primeros  cuatro
muestreos, la biomasa fue similar (0.7 mg/ml mayor) o menor que en ef
control, de 0.2-0.5 menos, pero & medida que se avanza en el tiempo las
diferencias son superfores a 2 mg/mL hasta alcanzar valores de 7.8 mg/ml
(Figura 10a), Lo anterior puede estar relacionado a que cuando la lignina
comienza a degradarse, se liberan subunidades de lignina, v.g., benzoatos,
furanal, vaniling, etc., que estimulan el crecimiento (Shuen & Buswell, 1992
Ferrara et al, 2002).

La concentracion de proteina tuvo un comportamiento similar a la
biomasa; con fignina los valores fueron menores gue en el control hasta 0.9
mg/ml. en los primeros dias y a medida que transcurrid el tiempo, las
diferencias superaron el 40%. Por otro lado, con M Ja concentractdn no varié
considerablemente los primeros 16 dias, slendo entre 3.5 v 4.5 mg/ml. De
manera que al Iniclo 1as diferencias con respecto al control fueron de 300%:; en
los dias 10 8 14 & un 80% y en el dia 16 del 1%. Los (ltimos tres dias de
muestreo fa concentracidn de proteina de los tratamientos L y M es simiar,
alrededor de 7.5 mg/ml y 40-70% mayor que el control (Figura 10b).

La Figura 10 muestra como los cambios en blomasa y concentracion de
proteina fueron similares, al adicionar M o L al medio. Con 1a lignina el estimulo
en ambos parametros se observo al final de la cinética, mientas que con la
mezcla desde el inicio se presentd un incremento significativo. Domondo et 3/
(2004) encontraron una Influencia marcada en fa duracion de las distintas
etapas de crecimiento de Pleuratus, depandiendo de la composicion del medio,
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Al comparar las Figuras 8a, 9a v 10a se observa que la estimulacion del
crecimiento con respecto al control, sigue en orden descendente M, L, EE, EA,
EC y ET. En el caso de €3, las diferencias no fueron Unicamente cuantitativas,
sino tambign en el patrdn de crecimiento a lo largo del cultivo, En el caso de la
lignina, Inicialmente las diferencias con respecto al controt fueron entre 0.5 y 1
mg/mL, pero después del dia 16 el incremento fue hasta un 70% mas que el
control. 5in embargo con la mezcla, fas variaciones con respecto al control,
superd el 50% (excepto el dia 16).

Al igual que o observado con la blomasa, las diferencias en
concentracion de proteina entre los tratamientos con respecto al control, en C2
y C3, ccurrieron cuantitativamente v en la forma como se vio a lo largo del
experimento. Con los extractos polares, las diferencias fueron minimas y &l
aumento similar al control (Figura 8b). Sin embargo en el caso de los extractos
no polares, M y L (Figuras 9b v 10b), los cambios mas tmportantes ocurrieron
los altimos 4 dias. Con FC y ET se obtuvo aproximadamente el doble de
concentracion que con EE y EA (dias 16 v 18) y alrededor del 60% mis que con
Ly M.

Actividades enzimaticas

Al comparar el desarrolio del control en las distintas cinéticas de crecimiento, se
observd que existieron diferencias  desde e primer valor cL:antiﬂc:adm;
adicionatmente el incremento en los valores de Peso 5600 no fue progresivo en
el tlempo, Por lo anterior se decidié analizar los cambios en la actividad te las
cinco enzimas con respecto al aumento en blomasa, con Iz finalidad de obtener
informacidn que permita explicar con mayor certidumbre: que sucede en este

ststema experimental i wvitro,
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Las gréficas muestran los cambios de actividad con respecto a I biomasa
tomando los valores como categoricos, ya que de tomar el peso del hongo en
escala, fa visualizacion de las variaciones y las comparaciones serfan
complicadas. Lo anterior debido a que los intervalos son distintos (ver el eje de
las ordenatias en las siguientes gréficas). Esto es porque los incrementos en
hiomasa no son iguales durante todo el cultive; es dech, entre dos puntos de
muestreo en un mismo tratamiento, el incremento puede ser de 0.1 mg/mL o
bien de 1 mg/mL.

Extracio etanglico y acuoso, Las varaciones en a actividad de las diferentes
enzimas evaluadas, cuando se adiciona EE al medio de cultivo, con respecto al
crecimiento del hongo se observan en la Figurs 11, Le actividad de catalasa fue
alta (34 U/mg proteina) con bajos valores de biomasa (2.22 mg/mL) vy
disminuyo 8 medida que el hongo aumentod de peso.

De las enzimas involucradas en la lgnindlisis, le actividad LIP se detectd
cuando la biomasa fue de 2.6 mg/mL y en este punto se alcanzo la actividad
mas alta (3.5 U/myg proteina), Despuds tendid a disminuir conforme aumento el
peso del hango, observandose un segundo incremento & los 3.8 mg/mb (1.1
U/ma proteina), Le actividad de lacasa se detectd después de la LIP (a fos 3.8
mg/mL) y aumentd conforme fue creclendo el hongo hasta 41.6 U/mag protefna
en el peso mas alto cuantificado (4.8 mg/mL). Las actividades enzimaticas de
AAD y MnP se registraron en el mismo punto y despuss de observarse la
actividad de lacasa, siendo la mayor actividad de MnP & los 3.8 mg/mb y de
AAQ alos 3.7 (7.0 y 1.7 U/mg protefna, respectivamentz),
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Figura 11. Actividad extracelular de las enzimas medidas durante 18 dias,
adicionando EE al medio de cultivo donde crecid el hongo. Ei
promedio vy la desviacidn estandar son el resultado de tres

repeticiones.,
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En el tratamiento con EA (Figura 12) la actividad de catalasa cambid de
10 a 2.8 U/mg proteina a lo largo del cultivo. La actividad enzimatica de LIP se
registra cuando el hongo tuvo un peso bajo (2.7 ma/mL} y durante el cuttivo se
encontraron dos incrementos a los 3 y 4 mg/mL de 6 y 4 U/mg proteina,
respectivamente. Las otras tres enzimas ligninoliticas (lacasa, AAD ¥y MnP) se
observaron al mismo peso (3.68 mg/mL). La lacasa presentd dos incrementos, a
los 3.7 y 4 mg/mlb (mas de 100 UW/mg proteina). La MnP mostrd fos valores mas
altos de actividad despues de los 4 mg/mL (6 U/mg protefna), mientras que fa
AAQ aumento conforme subid la biomasa pero en el Gltimo punto, cuando a
biomasa varié de 4 a 4.22 mg/ml, la actividad decrecid de 2.9 a 1.3 U/mg
protefna. |

En el control para €1, la actividad de catalasa fue alta al Inicio (96,7
Uimg proteina) y disminuyd a medida que el hongo crecid, Se observaron
vartaciones de 60 a 20 U/mg proteina en la actividad de lacasa, a lo largo del
cultivo, presentandose los valores mds altos (60-45 U/mg proteina) cuando ta
biomasa fue de 2.4-2.7 mg/mL. La LiP tuvo un maximo a los 2.6 mg/mL (16
U/mg proteina) y disminuyo a co 4 U/mg proteina, manteniéndose constante
por encima de este peso. Con MnP se detectd un solo plco de actividad a los 2.6
mg/ml; mientras que en la AAD mostrd dos aumentos uno a 2.6 mg/mi (2
U/mg proteina) y el otro a 3.7 mg/mi (4 U/mg proteina) (Figura 13).
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Figura 12, Actividad exiracelular de las enzimas medidas durante 18 dias
adiclonando EA al medio de cultive donde crecid el hongo. El
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Figura 13, Actividad extracelular de las enzimas medidas durante 18 dias en el
control negativa para Cl (tratamientos EE y EA). El promedio v 1a
desviacion estandar son el resultado de tres repaticiones,



Extracto cloroformico v tolugnico. Al adicionar EC a los cultivos se encontro que
la lacasa y fa AAD tuvieron un comportamignto similar (Figura 14). Cuando |a
biomase fue bajs (alrededor de 3 mg/mL), 1a actividad de lacasa correspondio a
44 U/mg proteing, misntras gue en este mismo punto, la AAQ fue
aproximadamente 10 veces menor (3-3.5 U/mg proteina). Conforme incremento
el peso, se encontrd un segundo plico de actividad & los 3.9 mg/mi en ambas
enzimas, alcanzando & valor mas alto en toda la cinetica con 80 v 10 U/myg
proteina de facasa y AAQ, respectivamente, En este mismo punto (3.9 mg/ml.),
fz LIP aumento en su actividad (7 U/mg proteing). '

En el caso de la MnP Unkcamente se observd un pleo a los 3.5 mg/mil,
ascendiendo la actividad & 4 U/mg proteina, antes y despuss de este vaior de
biomasa la actividad fue baja o cero. La actividad de catalasa se registrd baja y
no cambid considerablemente a lo largo de los dias muestreados, oscilando los
valores entre 0.5 y ¢ U/mg proteina (Figura 14),

En el tratamiento £T Iz actividad de catalasa se mantuvo baja durante
todo el tiempo muestreado (0.5-8 U/mg proteina) al igual que en EC, mientras
que en AAQ fue alta al iniclo del cultive {7 U/mg proteina) cuando la biomasa
fue menor & 2 mg/mL y disminuyd conforme crecicé ef hongo, Despugs de ios 3
mg/mL Ja actividad no se detectd en la mayoria de fos puntos muestreados, La
actividad de LIP fue muy baja, cuando el peso del hongo fue menor a 2.5
mg/mL, no pudo cuantificarse y 8 tos 2.5-3.5 ma/mi fue de aproximadamente 1
U/mg proteinz. La actividad de facasa fue constante & lo largo del cultive, sin
oscilaciones considerables entre 20 v 30 U/mg proteina, mientras que ta MnP
wvo dos picos de actividad, & los 2 v 3.7 mg/ml. de blomasz con 16 y 9.2 U/myg
proteing, respectivamente (Figura 15).
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Figura 14, Actividad extracelular de fas enzimas medidas durante 18 dias
adicionando EC al medio de cultive donde crecld el hongo. £l

promedio vy la desviacion estdndar son el resultado de tres
repeticiones.
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repeticiones,



En la cingtica 2 para e control se gncontrd baja actividad de catalasa (15
Uimeg proteina) desde el iniclo y disminuyd a (L1 U/mg proteing conforme
aumentd la biomasa (Flgura 16). Fl valor de actividad de LiIP mds alto (16 U/mg
proteina) se detectd con la biomasa mas haja y despugs se obiservaron
oscliaciones, siendo el comportamiento v los valores parecidos al control en ClL.
La MnP presentd un solo aumenio de aclividad durante fodos los dias
muestreados, obteniéndose & los 3.2 mg/ml. el valor mas alto (8 U/mg proteina)
y disminuyd @ menos de 5 Ufmg proteins & una blomasa menor a 4 mg/mb. En
el caso de la lacass se observaron oscilaciones entre 20 y 40 U/mg proteing, &
paritr de los 3 mg/ml, & menor peso ls actividad fue baja, con menos de 10
U/mo protelna, Finalmente la AAQ aumento con un peso de 3 mg/mL para
después bajar paulatinamente conforme crecia el hongo, de 0.9 & .06 U/mg

proteing,

Ligning_ y mezcla de extractos. La adicidn de la mezcla de extractos al medio de
cultivo origing que la actividad de catalasa se mantuviera constanie & 10 largo

de fa cingtica, alrededor det 3.5 U/mg proteing, con un ligero aumento al inicio
(10 U/mg proteina) cuando fa blomasa fue de 4.8 mg/ml., La actividad de lacasa
se presentd cuando la biomasa fue de mas de 5.5 mg/mb y aumentd bhasta 100
U/mg proteina & los 6.8 mg/ml para despugs bajar & aproximadamente 50 L.
La actividad de ARQ oscild entre 0 v § U/mg proteing presentando dos picos &
los 5 v 6.8 mg/mL. La actividad de LIP Unicamente se registro en dos puntos de
muestreo (a los 5.5 y 6.8 mg/ml); los valores no fueron mayores de 2.5 U/mg
proteina, Por ORimo s MnP se observd & lo largo de toda ta cinélica, con valoras
altos al inicio (13.3 U/mg proteina) y con el mayor peso (36 U/mg proteina), en
los puntos intermedios entre 4 v 6.8 mg/ml la actividad fue de alrededor de 4
L/mg proteina (Figura 17).
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En el tratamiento con ke Hgnina (Figura 18) se vio que al Inicio hubo un
incremento de la actividad de catalasa y AAO de 28 a 128 y de 0 & 17 U/mg
proteina, respectivamente, cuando la biomasa aumentd de 2.5 a 2.6 mg/mi.
Despues de lo cual la catalasa bajd, manteniéndose asi @l resto del trempo de
cuttivo; mientras que la AAQ tuvo dos pico mas de menor magnitud (3.5 y 1.5
U/mg proteia) a los 4.5 y 6.5 mg /mi.. La actividad de LiP se registrd cuando fa
biomasa fue mayor & 3 mg/ml y no cambié considerablemente (entre 3 y G
U/mg protetna). La MnP y lacasa se observaron al final, cuando el hongo pesé 5
y 6.5 mg/mi, respectvamente; existiendo un solo pico: 22 (lacasa) y 18 U/mo
protefna (MnP),

En la cingtica 3 pars el control, la catalasa se comportd de fa misma
manera que en el control de C2, alta al principio (~120 U/mg proteina) y bafd
conforme aumento la biomasa. La lacasa se reglstrd & los 3 mg/mlL y continud
manteniendose alrededor de 35 U/mg proteina, con un pico de 66 U/mg
profeing & los 3.4 mg/mL. La actividad de AAD, el valor mas alto se obtuvo 2 log
3.1 mg/mb (5.2 U/mg proteing) v luego bajd paulatinamente, presentando un
nuevo incremento a los 3.5 mo/ml (de 3.3 U/mg proteina). La actividad de LiP
fue de 13 U/mg proteina al iniclo v se mantuvo alrededor de los 4 U/mg
proteing hasta que alcanzd un peso de 4 mg/mL, momento en el cual se
registrd el valor mas alto (36 U/mg proteina), Finaimente la MnP presentd
aumentos y disminuciones & o fargo del cullivo, a los 3.1 v 3.4 mg/mL
existieron picos de actividad de Igual magnitud (12 U/mg proteina), v en la
mayor blomasa cuantificada (4.8 mg/mL) la actividad ascendid a 47.6 U/myg
proteina (Figura 19),
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Comparacion de_fratamientos. La refacion entre produccidn de biomasa y
aumente en las actividades de las distintas enzimas ligninoliticas no es directa.
Es clecr, los valores de actividad mds altos de lag distintas enzimas, no se
encontraron necesariamente en donde se cuantificd el mayor peso seco. Lo
anterior también ha sido descrito para e género Pleurmtus, donde las
actividades altas de MnP, lacasa y AAO no se obtiene en los cultivos donde el
crecimiento es mayor (Curreli ef @/, 2001; Ha et a7, 2001),

En el cuadro 4 se puede observar que los tratamientos EA y M son los
que estimuiaron mayormente 12 actividad de lacasa (111 y 94 U/mg proteina,
respactivamente), mientras que L presentd los valores maximos de actividad
comparativamente mas bajos (~40 U menos que el méximo del control), Al
adicionar los extractos de origen no polar se obtuvieron los mayores valores de
actividad de AAQ (7-10 U/mg proteina), y las fracciones con compuestos polares
presentaron maximas actividades aproximadamente 1 U/mg proteina menores
que el control,

En Pleurotus ostrestus se observé que Iz actividad de iacasa es
estimulada cuando se adiciona jugo de paja de tigo o tabaco a un medio de
cuttivo formulado con glucosa v sales minerales. Fl caso contrario se observd
con la AAD, slendo mayor en el medio sintético que en el supiementsdo
(Garzillo et al, 1992),

Ardon et al. (1998) encontraron que | adickdn de fa fraccion etandlics
obtenida de algodon, al medio donde crece Peurtus ostreatus, hace que |a
actividad de lacasa sea mayor que en un control, incrementandoss & medida
Que aumenta la cantidad de extracte. Lo anterior no concuerda con lo
observado en este estudio, pues con EE la actividad de lacasa fue menor ai

control,
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Cuadro 4, Maximas actividacles enzimaticas cuantificadas n cada uno de los

tratamientos.
M““'m ~~~~~ Actividad méxima cuantificada U/mg proteina {biomasa*)
Trmmimt;, Lacasa ARG Lip Mnp Catalasa

ZEE :

4245 (4.8)

FA

] 111428 (3.6)

L7206 (3.7

29209 (4)

3.641.4 (2.8)

7,643 (3.8)

G110 ()

643 (4.2)

A4:4:18 (3)

10:£3.6 (3.9)

1.1 (2.3)

4 (3.5)

1043 (1)

346 (2,2)

9341 (3.3)

3448 ()

7.2£3.5 (1.7)

1.320.9 (3.17)

1655 (2)

B2 (1.7}

94::18 (6.8)

40,5 (6.8)

6 (5-6)

‘Q.RmD.S (517)

2245 (5)

3415 (4.5)

14,544 (6.4)

128425 (2,6)

Cl

60::23 (2.7)

4.2:4:0.8 (3.3)

13413 (2.7)

Y6431 (2)

C2

43422 (3.4)

67813 (3.4)

71404 ()

16.344.5 (2)

B.6E3 (3.2)

1542 ()

134:3.7 (19)

123 (3.13)

128455 (1.9)

* &l numero entre paréntesis indica el valor de peso (mg/m) al gue fue detectada la

actividad,



Es interesante notar que en el caso de la LIP, la mezcla de extractos no
estimula g actividad tanto como EA, EE y EC pero si més que ET (1.2 U/mg
proteing), Sin embargo las actividades mas altas se observaron en los controles,
El efecto positive del EA coincide con el trabajo realizado por Fatson vy Kirk
(1985) donde s explica Iz induccidn de actividad de LiP por sus sustratos o por
productos hidrosplubles de la degradacion de lignina.

En el tratamiento con ET se registraron valores de actividad de Mnp
mayores gue en la mezcls (~11 U/mg proteina), mientras que con los otros tres
extractos (os maximos valores son cercanos 8 M (4 o 7 U/mg proteina), La
actividad de ests peroxidass es regulada por el estrés oxidativo vy le fuente de
hitrdgeno presente en @ medio (Sarkar ef &/, 1997, Ruiz-Dusfiag, 1999). Zhao
at af, (1996) describieron para L. edodes, el efecto inhibitorio ¢ estimulante de
las bajas y altas concentraciones de nitrdgena, respectivamente,

En la mayoria de los tratamientos, la maxima actividad de catalasa (4 &
15 Wmg proteina en EA, BC y ET, v 34 en EE) se registrd al iniclo de fas
cinéticas, cuando 2 blomasa fue de 2-3 mg/ml (excepto en M). Los valores mis
altos se cuantificaron en dos controles v en 1. (96-128 U/mg proteins) seguido
de los extractos polaras,

En general, las maximas actividades se registraron al inicio de la cinetics,
stendo la biomasa menor a 4 mg/ml vy cuando se aiiadieron 0§ extracios
independientements, mientras que en los controles se detectaron cuando el
paso fue Inferior & 3.5 m/ml. Pare el caso de Ly M, 1os valores mas altos se
cuantificaron con un crecimiento mayor de 4.5 y & mg/ml, respectivamente;
con excepcion de Iz actividad de catalass. Lo anterior puede deberse & que 105
ratamientos L y M simulan algunas caracteristicas que ocurren durante el
cuttivo del hongo sobre sustratos maderables v se sabe que i vivo la actividad
figninolitica se presentz durante el metabolismo secundario, (Cher et al, 2000;
Van et &, 2003); es decir, durante los procesos metabolicos peculiares de
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determinados grupos taxonamicos y constderados no esenclales de todas 1as
célias (Pifion y Palazon, 1993),

En el Cuadro 5 se muestra que el orden en gue aumentan y disminuyen
las actividades enzimaticas en los diferentes controles es distinto. Lo mismo fue
observaco en los controles ufilizados para medir f efecto de metales pesados
en la actividad de MnP (Baldrian et &/, 2000). Tomando e patron mas
repetitivo, se tlene que & actividad ge catalasa se registrd en ef peso mas bajo
cuantificado y disminuyd hasts valores constantes despugs de 3 mg/ml..

Una caracteristica que se menciona en diversos estudios con especies de
los géneros Phanerochaete y Fleurptus, cuando se utliizan medios sintéticos, es
la deteccidn de actividad de LIP antes que MnP (Berlinki &f g/, 2003; Zhao ef &/,
1990). Lo mismo se observd en este estudio, la LIP aumentd al principio v
cuando disminuyo, se incrementd la  aclividad de MnP, Lac y AAQ,
manteniéndose constante la lacase después de este punto. Con los muestreos
realizados en este trabajo, las tres dlimas actividades mencionadas se
detectaron en el mismo peso, lo cual difirio con el orden de las actividades
enzimaticas, cuando Alewrotus puimonarius se cltivd en un medio de glucoss,
peptona y exiracto de levadura: primere lacasa, despues MnP y al final AAD
{Bockle et a/, 1999},

La AAQ, LIP y MnP parecen ener incrementos v o disminucionss
coordinadas cuando 12 LIF auments, a8 MnP y AACD disminuyen, v viceversa;
mientras la lacasa no varia despues de la primer subida, En Plewtus ostrastus
56 observe que la lacasa se mantiens constante ung vez que se incrementa,
mientras que la AAD presenta oscllaciones (Garzille ef af, 1992),
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Cuadro b, Orden en el gue fueron detectados los aumentos (T) y disminuciones
(J{) de actividad enzimatica en los controles de las distintas cinéticas.

(rg/mk. )

Control
Cl

ST

MnP

AAD

Lac, LiP.
MR, ot

C2

LiP

CoNtrol |«ommmmmmme et

CiF ]
4 s

Mnp

:l‘ (:?l’ R I

‘Lac, ARD,
1 MR rat

T LiP, Cat |

i
|

ARG,
MRP Lac,

AAD,
MnP

T LIP

T Mnp

Control
C3

LIP, Cat

ARD,
Mnp

!

AAC,
MaP,

'

J" Lip

* La blomasa (B) es el peso al cusl fue detectado ef camblo, En el drea sombreada se

:

indican tas actividades que no camblaron,

Lac, AAQ,

Lac, Car .




kn ef caso de los extractos (Cuadro 6) se encontré que en £E, la actividad
de catalasa fue alta al inicio y disminuyd & medida que aumentd la biomasa
(lgual que en los controles), Con los otros tres extractos dicha actividad se
mantuve bajs y constante durante todos tos dias muestreados,

En las actividades de las enzimas ligninoliticas se observd que en los
extractos polares, el patron es muy similar g los controles durante a prmera
parte de I cindlica {aunque ios valores de biomass son distintos). En EE
solamente se observa una disminucion de actividad de MnP y un subsiguiente
aumento; también la lacasa se incramentd a pante de los 4 mg/mk. Con EA
disminuyeron Lac y MnP para después registrarse un aumento en las cuatro
actividades enzimaticas, seguido de un decramento en Lac y AAO, Unicamente.

Los extractos de origen no polar fueron distintos entre eliog y con
respecto al control. £n ambos la actividad de AAQ se detectd al principlo y
presentd oscilaciones & to largo del cultivo, Garzille ef a7 (1992) demostraron
que en medios con menor cantidad de nutrlentes, fa actividad de AAQ se
presenta mas temprano durante f cultivo, & diferencie de lo obtenido con
medios nuiritivos, r.g., EE y EA,

La lacasa y la AAQ cooperan para fa deshidrogenacién de compuestos
aromaticos, prevencion de la repolimerizacion de compuestos fendlicos, asi
como en fa reduccidn de fignosulfoniatos solubles (Bourbonnaise y Palge, 1988;
Guillén et al, 2000; Marzullo et &/, 1995), Lo anterior podris estar refacionado
con que la lacasa y la AAD aumentan y disminuven al mismo tiempo en los
tratarmiaenios £k, EAy EC,
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Cuadro 6. Orden en el gue fueron detectados los aumentos (T) y disminuciones
(‘L) de actividad enzimatica dependiendo del extracto de madera gue
fue probacdo,

" rm\- s uw R, s xw IO g L] .,a......‘... b e e F‘hl- i) TYLTVVENRYeY ..-_.. 41 7 i
{mg/mL)

TCM f Lac, ARG, ! Lac,
| LiP MNP, MnP

TG g ARG, LR G | D TR Cat |

3

B 2.1 3 3.6 E 3.4 4 4,
(g /ml)

: L Lasc, AAO, Lae, ARO,
EA | T MnP LiF, MnP

: WJP;;;;;;; ...,..lmé;,ﬁm.,.

G| Tt G MO TR al R W ot

¥ 2.3 3 3.5 3.8 | 4 4.2
{nyg/rl.) : !

T MnP

T Lac, AAS, i
Lag, BAO ||
'

LiP,

: i T R

| Lip o

.L MnF

B { 1.7 A 3.1 i 3.8
{mghmly

TMG - MnP T LiP TMnP TMP MnP

l Lomne ] Lip !,l,mmr | we | [vine

st Car i Lac, AAC) Cat | Lag, Cat| Lag, cal, Lac, (ot | Lac, AAGQ, LI,

el cambio. En el area sombreada se

* La biomasa (B) es el peso al cual fue detectado
indican las actividades que no camblaron,
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En un estudio realizado con esteroles provententes de maderas, se vio
que la presencia de estos compuestos provacan un aumento considerable de
MnP al principio v Iz actividad de lacasa no varla durante la incubacion (Saparrat
et @, 2004). Bl tratamiento con ET es el Unico en donde se presentd actividad
de MnP desde el principio y 18 de lacasa se mantuvo constante a partir cel
primer incremento. Es probable que el extracto toluénico contuvo une gran
cantidad de sustancias liposolubles.

Cuando se suplementt Ja mezcia de exiractos e los cultivos, se vio que &
prden en que se presemtaron los camblos en las actividades enzimaticas fue
distinto a lo encontrado con los extractos probados de maners indepandiente,
La actividad de MnP se detecto desde el principlo junto con la AAQ, seguidas de
la LIP. La lacasa se cuantificd & una biomasa mayor de & mg/ml., encontrandose
un solo pico. {as actividades de LIP y MnP no oscilaron coordinadamente, sino
hasta ef final cuando el peso fue de 7 mg/mt (Cuadre 7).

Al cultivar Aleurotus enngii en presencia o ausencia de compuestos
aromaticos, se demositrd que la actividad de AAQ se presenta duranite todo el
crecimiento activo del hongo (Guillen y Evang, 1994), Lo anterior se relacions
con el hecho de que fa actividad enzimética de AAD fue la dnica que aumentd v
disminuyd durante & Hempe de crectmiento, en todos los tratamientos
evaluados,

Con & ligning comercial se obtuvo o siguiente: la catalasa se componts
igual gue en el control; la primera actividad ligninolitica detectada fue ls de
AAC), seguida de fa LIP, MnP y Lac, £n estas tres Oitimas se detectd un solo pico
de actividad, disminuyendn la de lacass y s& mantuvo constante cuando se
incrementd la MnP, mientras que MnP, LI y AAQ bajaron en el peso mas alto
(6.8 mg/ml},
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Cuadro 7, Qrden en el que fueron detectados los aumentos (T) y disminucionas
( 'L) de actividad enzimatica al probar la mezcla de extractos vy la
lignina comercial,

(mg/mil)

] .
Tm‘; < T T@':KE’,  tane

lac,
,L LiP AAC,
Lip
CAADY | aGat e Mnp, | MR, Gt
B P! P TTA B gat ..mt,u-,

ccar ot

B | 25 2.7 4.5 5 | 6 6.8 !
e/l ) i
TC:at AAD | AAC, T Lac AAD,

Cat, LiF MnP

: AAQ,lAAOlLacMc::v,

{at Li®, MnP

o LR et | LR Car) L L, Cat o

* La blomasa (B) es el peso al cual fue detectado ef camblo. En el dres sombreada se

Indican las actividades gue no cambiaron.
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La deteccion de Iacasa eh etapas avanzadas del cultivo se relaciona con
el hecho de que esta enzima en presencia de la lignina, participa principalmente
en la oxidacion de unidades fendficas y no fendlicas, producto de fa degradacion
de la lignina como fue descrito para £ enmgii (Mufior et af, 1997), La AAQ
funciona comeo productora de especies de oxigeno reactivas a parttr de s
oxitfacion de alcoholes aromidticos (Guilién ef af, 1992) razon por Ia cual se
presentan valores altos al inicio del cultivo,

En los tratamientos con EE, EA, EC v L, asi como en @l control, la
activicad de LIP se detectd antes que la de MnP, 1o que potrs estar relacionado
con su participacion en los pasos iniclales de la degradacion de la lignina, ya que
actia sobre subunidades no fendlicas, las cuales conforman el mayor porcentaje
del polimero y tiene un potencial redox mayor que lz MnP (Faison y Kirk, 198%;
Bonnaime y Jeffries 1990; Higuchi 1990; Martinez er &/, 1996, en Camarero ef
al, 1999; Ruiz-Duefas et @/, 2001),

En el control y los extractos probados de forma independiente, se
observaron oscllaciones coordinadas de MnP y LIP; cuando fa LiP disminuyd, la
MnP aumenta y viceversa, Este mismo efecto se ha visto en especies de
Pleurolus y Phanerochizete, cuando son sometidos & tratamientos para estudiar
el efecto del nitrogeno y la oxigenacion del cultive (Bonnaime y Jefiries 1990
Zhao et al, 1996),

En A dhrysosporium se encontrd que |e actividad de catalass es alta al
inicio y su disminucidn coincide con un aumento en 1z actividad de LIP (Baldrian
ef al, 1995; Bourbonnals & Palce, 1998; Berlinkl er @/, 2003) al lgual que en
este estudio, cuando se probd el efecto de L, FA, asi como en el control,

En este trabajo se encontrd que las distintas enzimas cambian
cuantitativa y cualltativamente, orden con el cual aumentan y disminuyen & lo
largo del cuttivo, dependlendo de la composicion del medio. Se sabe que los

camblos en actividad v expresion de las distintas enzimas ligninoliticas estén



regulados por nutrientes. Ademas se ha comprobado que la expresion
diferencial & nivel de ARNm depende de los camiblos en el sustrato, la especle y
las condiclonas de cuttive (Faison vy Kirk, 1985; Orth er &/, 1993; Sarkar et af,
1997). El prasente estudio comprueba que los distintos componentes de s
matlera, separados de acuerdo con su solubifidad, afectan el crecimiento y el
patron de actividad de las enzimas ligninoliticas de Lentinulz edodes en un

sisterma it witro,



CONCLUSIONES

La actividad extracelular de las principales enzimas ligninoliticas (LiP, MnP,
lacasa y AAO} y la Diomasa del hongo Llentinula edodes cambiaron
cuantitativamente y en funcion del extracto de maders de vid afiadido al medio

de cultivg,

Le mezcla de extracto y la fignina tuvieron mayor influencia sobre lo actividad de
Ias enzimas ligninoliticas que los extractos suplementados independientamente,

Las actividades enzimaticas maximas y la blomasa mostraron baja concordancia
& io largo de las cineticas en los distintos tratamientos.
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RECOMENDACIONES

Realizar un andlists exhaustivo para determinar & composicion de cada
uno de 105 extractos de madera, con la finalidad de saber qué compueastos
especificamente son los que provocan Jlas respuestas observadas en este

trabajo.

Evaluar las combinzclongs de extractos, ya que con la mezcia se
obtuvieron resultados diferentes a to observado con los suplementos apticactos

de forma independients,
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