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RESUMEN

En este trabajo se estudid el efecto de la temperatura en la produccion y productividad de
celulasas, xilanasas y lacasas por cultivo sélido, utilizando el hongo Trametes sp. EUMI y el
rastrojo de maiz como sustrato. El objetivo, encontrar la temperatura mas favorable para la
produccion de enzimas. Se inicid propagando el hongo Trametes sp. EUM1 en un medio de
cultivo de agar extracto de malta. Después, se evalud su conservacion en agua destilada y a
temperatura ambiente durante 5 meses. No se observaron cambios en las caracteristicas de
crecimiento, como alteraciones en la coloracion y forma de crecimiento del micelio.

El estudio de produccion de enzimas, consistié en evaluar diferentes mezclas de residuos (paja
de avena 0 de rastrojo de maiz) como fuente de nutrientes, con cachaza como fuente de sales
minerales, para el crecimiento del hongo Trametes sp. EUMI. Las mezclas fueron, paja de
avena 0 rastrojo de maiz-cachaza de: 100:0, 90:10 y 80:20 (p/p). La velocidad de crecimiento
radial fue mayor sobre las mezclas de rastrojo de maiz-cachaza que con las mezclas de paja de
avena-cachaza. La adicién de cachaza no tuvo efecto en el crecimiento del hongo para ninguna
mezcla evaluada. Se seleccion¢ el rastrojo de maiz como la mejor fuente de nutrientes para el
crecimiento del hongo.

Después, se analiz6 la extraccion de enzimas a partir del rastrojo de maiz durante 15 y 30 min,
evaluando dos agentes: agua destilada y amortiguador de citratos (50 mM, pH 5). La
extraccion con agua y 30 min de tratamiento permitié recuperar la mayor cantidad de
celulasas, xilanasas y lacasas. Adicionalmente, con esta metodologia fue posible medir los
cambios de pH durante el transcurso del cultivo.

También, se evalud la produccién y productividad de celulasas, xilanasas y lacasas, al
modificar la temperatura de cultivo de Trametes sp. EUMI1 de 30 a 45 °C, con incrementos de
5 °C. Con el incremento de temperatura de 30 a 40 °C la produccion de celulasas y de
xilanasas se elevod 1.6 y 2.8 veces, respectivamente; mientras que la produccion de lacasas se
incremento 2.7 veces al modificarse la temperatura de 30 a 35 °C. En estos mismos intervalos
de temperatura, la productividad de celulasas y de xilanasas mejor6 2.1 y 3.8 veces,
respectivamente; mientras que la productividad de lacasas mejord 2.3 veces. Entre las
aplicaciones que podrian tener estos extractos enzimaticos destaca su uso como aditivos en

nutricion de diversas especies pecuarias para mejorar la digestibilidad de los forrajes.
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1. INTRODUCCION

La materia vegetal es una fuente renovable de materia organica que puede ser transformada
por métodos quimicos (hidrolisis con éacidos y bases) y bioldgicos (hidrolisis enzimatica,
cultivo de microorganismos) en productos de interés industrial como biocombustibles,
enzimas, quimicos organicos, azlcares simples, metabolitos secundarios y proteina celular.
Dichos productos son generados a partir de la conversion de los polimeros estructurales de la

materia vegetal (Howard et al., 2003; Tengerdy y Szakacs, 2003).

1.1. Composicion de las fibras de la materia vegetal

Las fibras de la materia vegetal (lignocelulosa) estan constituidas principalmente por tres
polimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina, forman parte de la pared celular de las plantas, y
quimicamente estdn enlazados por fuerzas covalentes y no covalentes. En las fibras también se
encuentran otros componentes como las pectinas, los taninos y minerales. Los polimeros que
la constituyen tienen las siguientes funciones: a) celulosa es el mayor componente del
complejo lignocelulosa, es un polimero constituido de 3,500 unidades de glucosa 6 mas,
unidas por enlaces glicosidicos -1,4. La union de cientos de unidades de este polimero forma
las cadenas llamadas microfibrillas, las cuales se agrupan para formar las fibras elementales
que forman la celulosa. Dependiendo del arreglo de las mismas, las fibras de celulosa
presentan regiones denominadas cristalinas (arreglo ordenado de las fibras) y regiones
denominadas amorfas (arreglo desordenado de las fibras), estas tltimas son las regiones mas
susceptibles a la hidrolisis enzimatica (Cullen y Kersten, 1992; Pérez et al., 2002). b)
Hemicelulosa es un polimero complejo que cubre las fibras de la celulosa, su estructura se
compone de unidades de xilosa, manosa, galactosa, glucosa, arabinosa y acidos glucoronicos,
las cuales estan unidas por enlaces glicosidicos -1,4 y ocasionalmente por enlaces p-1,3. El
principal componente en maderas duras es el glucoronoxilano y el glucomanano en maderas
blandas, y a diferencia de la celulosa, es un polimero facil de hidrolizar (Beg et al., 2001;
Polizeli et al., 2005). ¢) Lignina recubre el polimero de la hemicelulosa; su estructura esta
compuesta de unidades de fenilpropano (alcohol coniferilico, sinaprilico y cumarilico) que

estan unidas entre si por enlaces carbono-carbono y aril-éter. Su funcion es conferir soporte



estructural, impermeabilidad y resistencia al ataque por microorganismos (Howard et al.,

2003; Martinez et al., 2005).

1.2. Biodegradacion de la lignocelulosa

Los microorganismos son capaces de hidrolizar y oxidar los polimeros estructurales de la
materia vegetal por medio de la secrecion de enzimas lignoceluloliticas, constituidas por

celulasas, xilanasas y oxidasas.

1.2.1. Hidrdlisis de la celulosa

Las celulasas hidrolizan los enlaces glicosidicos internos B-1,4 de la celulosa a través de la
accion conjunta de tres tipos de enzimas (Figura 1): a) Las endoglucanasas (EGs), endo-1,4-
B-glucanasas 0 carboximetilcelulasas hidrolizan al azar los enlaces internos de las regiones
amorfas que se encuentran en las fibras de la celulosa generando sitios nuevos para la accion
de otras enzimas, y generando dimeros de celobiosa como productos de su hidrolisis. b) Las
celobiohidrolasas (CBHs), exo-1,4-B-glucanasas 6 simplemente exoglucanasas actian en los
extremos de las fibras de la celulosa y en los sitios creados por la accion de las EGs generando
moléculas de celobiosa y pequefias cantidades de glucosa. ¢) Las B-glucosidasas, por otro lado,
hidrolizan las moléculas de celobiosa que fueron generadas por la hidrdlisis de las EGs y
CBHs a mondmeros de glucosa. De esta manera, los microorganismos pueden utilizar los
productos generados por la hidrolisis de la celulosa como fuente de carbono para el

crecimiento (Cullen y Kersten, 1992; Pérez et al., 2002; Rabinovich et al., 2002).
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Figura 1. Mecanismo de hidrélisis de las fibras de celulosa por celulasas (Pérez et al., 2002)
1.2.2. Hidrolisis de la hemicelulosa

El xilano es el polisacarido principal que constituye la estructura de la hemicelulosa,
quimicamente es un polimero constituido principalmente de unidades de xilosa (150-200)
arregladas en forma lineal, con presencia de ramificaciones que consisten de unidades de otros
azlcares como la manosa, arabinosa, galactosa, glucosa, arabinosa y acidos glucorénicos
(Figura 2). La hidrolisis del xilano, se lleva acabo por la acciéon cooperativa de las
endoxilanasas, EXs (endo-1,4-B-xilanasa) las cuales hidrolizan los enlaces - 1,4 internos del
xilano para generar oligomeros, dimeros y mondmeros de xilosa. Las endoxilanasas no
hidrolizan el xilano al azar como sucede en la hidrolisis de la celulosa por las endoglucanasas,
sino en sitios donde existan ramificaciones ¢ ciertos azucares especificos. Los oligomeros
ramificados y dimeros generados por la accién de las EXs son rapidamente hidrolizados en
forma simultdnea por otras enzimas como las xilosidasas, acetil esterasas, glucoronidasas,
arabinofuranosidasas, galactosidasas para liberar azucares como la xilosa, acido glucoronico,

arabinosa y galactosa, respectivamente (Beg et al., 2001; Polizeli et al., 2005).
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Figura 2. Mecanismo de hidrdlisis de xilano por xilanas y enzimas relacionadas (adaptado de Beg et al.,
2001)

1.2.3. Hidrolisis de la lignina

La lignina es un polimero de dificil degradacion por la complejidad de su estructura y por la
insolubilidad en agua. Las enzimas que estan involucradas en la oxidacion de la lignina son las
peroxidasas (lignino peroxidasas (LiPs) y manganeso peroxidasas (MnPs)) y las lacasas, no
obstante, también estan involucradas otras enzimas como las aril-alcohol-oxidasas (AAO),
aril-alcohol-deshidrogenasas (AAD) y quinonas reductasas (QR). Como se muestra en la
Figura 3, las lacasas y las peroxidasas oxidan el polimero de lignina generando radicales
aromaticos (a), por ser compuestos tan inestables, estos presentan rupturas de enlaces éter (b),

rupturas de anillos aromaticos (¢), enlaces C-C (d) y desmetilacion (e).
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Figura 3. Mecanismo de oxidacion de la lignina por lacasas, peroxidasas y deshidrogenasas (adaptado de
Martinez et al., 2005)

Los compuestos aromaticos generados por la ruptura de los enlaces C-C son utilizados como
sustratos por las enzimas AAO y AAD para generar peroxido de hidrogeno (H,O,) en un
proceso de reacciones de oxidacion ciclico (f, g). Los radicales fenoxi generados por la ruptura
de los enlaces éter pueden volverse a polimerizar sobre la lignina (h), si no son reducidos por
oxidasas a compuestos fenolicos (i), pueden volverse a oxidar por las lacasas ¢ peroxidasas (j)
o pueden ser retomados para una nueva ruptura de enlaces C-C para producir quinonas (g, k),
las cuales son oxidadas en forma ciclica por la accioén de las quinonareductasas (QR), lacasas y
peroxidasas (I, m) para generar iones superoxido (O3) y perdéxido de hidrogeno.
Posteriormente, estos iones son reducidos y oxidados respectivamente para generar iones

oxidrilos (n, 0), estos compuestos son muy reactivos y provocan rupturas en la estructura de la



lignina (p). Los productos generados durante la oxidaciéon de la lignina son incorporados
dentro de las células de los microorganismos para su metabolismo (Marzullo et al., 1995;

Martinez et al., 2005)

1.3. Microorganismos que producen enzimas lignoceluloliticas

Las enzimas lignoceluloliticas estan presentes en un gran numero de microorganismos, por
ejemplo, las celulasas son secretadas por hongos y bacterias los cuales pueden ser mesofilos,
termofilos 6 también mesofilos anaerdbios, como en el caso de las bacterias que habitan el
rumen de los animales. Para producir celulasas a gran escala se han utilizado principalmente
los hongos mesofilos y termoéfilos por su capacidad de secretar cantidades considerables de
enzimas al medio de produccion (Howard et al., 2003; Ovando y Waliszewski, 2005). Las
xilanasas estan distribuidas ampliamente en una gran variedad de organismos, entre los cuales
se encuentran las algas, los crustaceos, los insectos, las plantas, las levaduras, las bacterias y
los hongos. De estos, los microorganismos mas utilizados a nivel industrial para producir
xilanasas son las bacterias, los hongos mesofilos y termofilos (Beng et al., 2001; Howard et
al., 2003; Polizeli et al., 2005). Por su parte, las lacasas y peroxidasas solo se han detectado en
plantas, hongos de pudricion blanca y, ocasionalmente en bacterias, siendo los segundos los
mas estudiados para la produccion de lacasas y peroxidasas (Diamantidis et al., 2000; Mayer y

Staples, 2002).

1.4. Aplicaciones de las enzimas lignoceluloliticas

Los productos comerciales preparados a base de celulasas y xilanasas que estan disponibles
en el mercado han sido obtenidos de hongos y bacterias de los géneros Trichoderma,
Aspergillus, Humicola y Bacillus (Bhat, 2001; Ovando y Waliszewski, 2005; Polizeli et al.,
2005). Por lo general, la mayoria de los productos comerciales a base de celulasas y xilanasas
se acompaifian de otras enzimas como las pectinasas y las amilasas, por lo que ha permitido
utilizarlos en varios campos de la biotecnologia ambiental y alimentaria. En biotecnologia
alimentaria, los productos hechos a base de celulasas y xilanasas se han utilizado en la
industria de bebidas para extraer y clarificar los jugos de las frutas y los vegetales, en la

industria de la extraccion son usados para extraer colorantes, aceites y antioxidantes, en



reposteria son agregadas sobre la masa de panificacion para mejorar la consistencia del pan, en
la preparacion de la cerveza mejoran el proceso del malteado y, en la elaboracion de vinos
mejoran el proceso de maceracion de las uvas permitiendo obtener extractos con mejor color y
sabor (Beg et al., 2001; Bhat, 2001; Ovando y Waliszewski, 2005; Polizeli et al., 2005). En
alimentacion animal son usadas ampliamente para mejorar la digestibilidad de la fibra en los
forrajes 6 granos (Bhat, 2001; Beauchemin et al., 2004). En biotecnologia ambiental son
utilizadas en la industria del papel como alternativa a los compuestos quimicos que contienen
cloro para remover la lignina y los xilanos, también son agregadas sobre las fibras de celulosa
para modificar la resistencia de las hojas de papel. En la industria textil las celulasas y
xilanasas son usadas en vez de los compuestos quimicos para pulir y mejorar la brillantes de
las fibras textiles 6 para remover los colorantes que estdn impregnados en exceso sobre las
fibras textiles (Bhat, 2001; Tengerdy y Szakacs, 2003; Polizeli et al., 2005).

Las lacasas y peroxidasas son un grupo de enzimas que tienen gran potencial biotecnoldgico
debido a la amplia variedad de compuestos que pueden oxidar. Las enzimas que componen los
productos comerciales y que estdn disponibles en el mercado provienen de hongos de
pudricion blanca de los géneros Trametes, Pleurotus, Pyricularia, Coriolus, Phanerochaete y
del hongo Aspergillus oryzae que codifica el gen de la lacasa del hongo termofilo
Myceliophthora termophila (Duran y Esposito, 2000; Berka, et al., 1997). Estas preparaciones
son aplicadas en la industria del papel para oxidar la lignina, en biorremediacion para oxidar
los compuestos fendlicos y los colorantes textiles que estdn presentes en las aguas residuales,
también son empleadas en la remocion de hidrocarburos arométicos que contaminan los
suelos, para clarificar el vino, para producir etanol y en el area de diagnostico son ttiles para

construir biosensores (Duran y Esposito, 2000; Meyer y Staples, 2002).

1.5. Cultivo so6lido

El cultivo so6lido se define como el proceso donde los microorganismos crecen sobre la
superficie de materiales solidos con niveles de actividad de agua de 0.4 a 0.9, el material
solido puede ser natural 6 inerte, siendo el primero, el mas usado como sustrato para el
crecimiento de los microorganismos (Nigam y Robinson, 2004; Krishna, 2005). Los sustratos

mas utilizados incluyen los subproductos generados por las précticas agricolas y forestales,



como granos de semillas, fibras de rastrojos y residuos de madera (Pandey et al., 1999;
Rodriguez-Couto y Sanroman, 2005). A partir del cultivo sélido se han obtenido productos de
interés industrial por el cultivo de microorganismos sobre residuos agricolas, tales como:
enzimas, biocombustibles, acidos organicos, metabolitos secundarios, azlcares, proteina
(Nigam y Robinson, 2004). Esta tecnologia ofrece algunas ventajas frente al cultivo liquido
para la formacién del producto destacandose el uso de sustratos baratos como fuentes de
carbono, rendimiento del producto mas alto, represion por carbono baja, volimenes de
operacioén pequefios, baja demanda de agua y energia, productividad volumétrica alta, facil
aireacion, simulacion del medio de crecimiento natural de los microorganismos (Viniegra-
Gonzalez et al., 2003; Holker et al., 2004). A pesar de ello, existen algunas desventajas del
cultivo s6lido, por ejemplo, puede ser necesario el pretratamiento mecanico y quimico del
sustrato (molido, hidrdlisis con solventes), la determinacion de biomasa y la reproducibilidad
de los experimentos es dificil por la heterogeneidad de los sustratos empleados, los gradientes
de temperatura, oxigeno y pH no pueden ser controlados a gran escala (Holker et al., 2004;

Krishna, 2005).

1.6. Produccion de enzimas lignoceluloliticas por cultivo sélido

La mayoria de las enzimas que estan disponibles en el mercado son producidas por cultivo
liquido, pese a esto, el cultivo solido ha generado gran interés para la produccion de enzimas
lignoceluloliticas por las ventajas que ofrece en comparacion con el cultivo liquido (Chahal,
1985; Polizeli et al., 2005; Rodriguez-Couto y Sanroman, 2005). Entre ellas podemos destacar
la utilizacion de residuos agroindustriales baratos como sustratos, obtencion de extractos
enzimaticos mas concentrados, productividad volumétrica mas alta, obtencion de enzimas mas
estables al pH y temperatura (Chahal, 1985; Grajek, 1987; Rodriguez-Couto y Sanroman,
2005; Isil y Nilufer, 2005).

Los residuos agricolas son los sustratos mas utilizados para la produccién de enzimas
lignoceluloliticas, ya que contienen nutrientes e inductores necesarios para el crecimiento y
expresion de enzimas de los microorganismos (Rodriguez-Couto y Saroman, 2005). Los
residuos agricolas utilizados para la produccion de enzimas lignoceluloliticas incluyen al

bagazo de cafia, granos de trigo, arroz, maiz, paja de trigo, residuos del platano, céscaras de



frutas, fibra de coco, semillas de uva, etc. (Cen y Xia, 1999; Pandey et al., 1999; Polizeli et
al., 2005; Rodriguez-Couto y Sanroman, 2005). Algunos de estos sustratos son empleados
durante el cultivo solido para la produccion de celulasas a gran escala por medio del cultivo de
hongos meso6filos de los géneros Trichoderma, Aspergillus, Fusarium y Penicillium, porque
estos hongos secretan gran cantidad de celulasas al medio de cultivo (Chahal et al., 1985; Cen
y Xia, 1999; Jecu et al., 2000; Panagiotou et al., 2003; Beauchemin et al., 2004; Ovando y
Waliszewski, 2005). Otros hongos que se han cultivado en medio sélido a partir de residuos
agroindustriales son los hongos termoéfilos, los cuales se han estudiado para producir celulasas
termoestables, con este proposito, se han utilizado los géneros Sporotrichum, Thermoascus,
Talaromyces, y Humicola (Maheshwari et al., 2000; Ovando y Waliszewski, 2005). La
aplicacion del cultivo sélido también ha generado un gran interés para la produccion de
xilanasas a nivel industrial (Polizeli et al., 2005). Los microorganismos mas utilizados para
producirlas a nivel industrial son: los hongos mésofilos de los géneros Trichoderma,
Aspergillus y Penicillium (Beng et al., 2001; Polizeli et al., 2005;Yang et al., 2006); las
bacterias mesofilas del géneros Bacillus (Polizeli et al., 2005; Battan et al., 2006); y los
hongos termofilos de los géneros Melanocarpus, Paecilomyces, Sporotrichum, Thermoascus,
Thermomyces, y Humicola (Maheshwari et al., 2000; Jiang et al., 2005; Yang et al., 2006).

Los hongos de pudricion blanca que pertenecen a los géneros Trametes, Pleurotus, Lentinus y
Cerrena también se han estudiado para la produccion de celulasas y xilanasas por cultivo
solido, pero los niveles de produccion obtenidos durante su crecimiento han sido bajos en
comparacion a los obtenidos por los hongos empleados para producir celulasas y xilanasas a
gran escala (De Souza et al., 2002; Kachlishvili et al., 2005). Es por ello, que la mayoria de
los estudios con hongos de pudriciéon blanca se enfocan en la produccion de lacasas y
peroxidasas, las cuales se han producido por cultivo so6lido a escala piloto utilizando hongos
de los géneros Pleurotus, Trametes, Lentinus y Phanerochaete (Rodriguez-Couto et al., 2003;

Rodriguez-Couto y Sanroman, 2005; Jing et al., 2007).



1.7. Factores que afectan la produccion de enzimas lignoceluloliticas

1.7.1. Sustrato

El cultivo solido se caracteriza por el uso de soportes organicos que sirven como fuente de
nutrientes e inductores para el crecimiento de los microorganismos y para la produccion de
enzimas. Es por ello, que la seleccion del sustrato debe realizarse de acuerdo al tipo de
microorganismo y tipo de enzima que se requiera, por ejemplo, para producir celulasas y
xilanasas se pueden seleccionar sustratos que contengan porcentajes elevados de celulosa y
hemicelulosa; mientras que para producir oxidasas pueden seleccionarse sustratos con alto
contenido de lignina (Rodriguez-Couto y Sanroman, 2005; Rosales et al., 2002). Este aspecto
se debe evaluar para obtener los mayores rendimientos de enzimas por unidad de sustrato, por
que se ha determinado que en cultivo soélido el tipo de sustrato es uno de los factores mas
importantes que influyen en la produccion de enzimas lignoceluloliticas (Rosales et al., 2002;

Jiang et al., 2005; Shah y Madamwar, 2005; Battan et al., 2006).

1.7.2. Tamaiio de particula

El tamafio de particula es una de las variables que esta relacionada con la transferencia de
masa entre los microorganismos y sus sustratos. Con tamafios de particulas pequenos el area
de contacto entre el micelio de los microorganismos y los sustratos se incrementa, pero a su
vez, se limita el intercambio de gases al reducirse el espacio entre las particulas. Por el
contrario, con tamafos de particula grandes el 4rea de contacto entre el micelio de los
microorganismos y los sustratos se reduce, pero el intercambio gaseoso mejora al
incrementarse el espacio entre las particulas del los sustratos (Barrios-Gonzales et al., 1993;
Muniswaran y Charyulu, 1994; Muzutti et al., 2007). Estos dos efectos opuestos pueden
influir en los niveles de produccion de enzimas, por lo que es necesario seleccionar un tamafio
de particula adecuado para la produccion de enzimas lignoceluloliticas (Muniswaran y

Charyulu, 1994; Krishna, 1999; Hu y Duvnjak, 2004; Botella et al., 2007).
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1.7.3. Humedad y actividad de agua

En el cultivo so6lido la humedad del sustrato favorece 6 limita la produccion de enzimas
lignoceluloliticas. Los niveles de humedad mayores al 90% y menores al 50 % pueden reducir
considerablemente la produccion de las enzimas (Azin et al., 2007). Se ha observado que los
requerimientos de humedad dependen del tipo de sustrato, microorganismo y, tipo de enzima
que se este produciendo (De Souza et al., 2002; Rosales et al., 2002; Panagiotou et al., 2003;
Asgher et al., 2006; Azin et al., 2007). A pesar de que la humedad del sustrato es una de las
variables que comunmente se optimiza en los sistemas de cultivo solido para la produccion de
enzimas lignoceluloiticas (Jecu, 2000; Shah y Madamwar, 2005; Azin et al., 2007; Jing et al.,
2007); se reconoce que la eficiencia del proceso depende del tipo de interacciones que existen
entre el agua y los sustratos, es decir la actividad del agua (Aw). Por este motivo, durante el
cultivo solido es frecuente relacionar la actividad del agua (Aw) y humedad del sustrato con el
crecimiento de los microorganismos y con la produccion de enzimas (Oriol et al., 1988;

Wenquing et al., 2003)

1.7.4. El pH

Dependiendo del microorganismo utilizado y del tipo de enzima que se produzca, el pH puede
afectar de manera variable los niveles de produccion de enzimas lignoceluloliticas, de manera
que en la mayoria de los estudios de optimizacion, el pH se ha tomado en cuenta como una de
las variables mas relevantes del proceso (Jecu, 2000; Panagiotou et al., 2003; Shah y
Madamwar, 2005; Jing et al., 2007). Con lo que se ha observado que, la produccion de
enzimas lignoceluloliticas se ve afectada drasticamente cuando el pH del cultivo solido esta

por abajo de 5 6 por arriba de 7.

1.7.5. Temperatura

La temperatura es un factor que influye en el crecimiento de los microorganismos y en la
formacion del producto durante el cultivo sélido. Conforme la temperatura aumenta, las
velocidades de las reacciones quimicas y enzimaticas, que ocurren en el interior de las células
de los microorganismos, se vuelven cada vez mas rapidas, al igual que la velocidad de

crecimiento. Sin embargo, hay un limite de temperatura dentro del cual las funciones
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metabolicas pueden ocurrir y, cuando este se sobrepasa, las funciones celulares empiezan a

decaer drasticamente (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de la temperatura en los procesos que ocurren en las células de los microorganismos
(tomado de Brock, 1993)

En cultivo sdlido, la variacion de temperatura puede acelerar 6 desacelerar la velocidad de
produccion de enzimas lignoceluloliticas (Tao et al., 1997), incrementar 6 mermar su
produccion (Jecu, 2000; Azin et al., 2007), y detener la produccion por completo (Shah y
Madamwar, 2005). En otros casos, la temperatura de cultivo puede ocasionar perdidas
excesivas de agua de los soportes usados para la produccion de enzimas, afectando seriamente
la produccion de estas (Mazutti et al., 2007). Por ello, la temperatura debe ser explorada con el

objetivo de elevar la produccion de enzimas lignoceluloliticas durante el cultivo sélido.
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1.7.6. Temperatura de crecimiento de microorganismos usados en cultivo solido

En la naturaleza existe una gran variedad de microorganismos que pueden crecer a distintas
temperaturas, por lo que se les ha clasificado con base en esta, en tres grupos principales:
psicrofilos, mesofilos y termofilos. Los microorganismos psicréfilos son capaces de crecer
entre -5 y 20 °C, pero la temperatura donde proliferan mejor se encuentra entre 15 y 18 °C.
Por su parte, los microorganismos mesofilos pueden crecer entre 12 y 47 °C, pero el
crecimiento es favorable entre 30 y 37 °C. A parte de estos, existen los microorganismos
termofilos, que crecen desde 42 °C y hasta mas de 110 °C, pero la temperatura ideal para su
crecimiento, generalmente, oscila entre 50 y 75°C (Brock, 1993). La clasificacion anterior no
debe tomarse en forma absoluta por que se ha determinado que el intervalo de crecimiento de
los microorganismos respecto a la temperatura varia de acuerdo a las condiciones de cultivo
(Maheshwari et al., 2000). Normalmente, la produccioén de enzimas lignoceluloliticas se lleva
a cabo con microorganismos mesofilos y termofilos, obteniéndose los niveles de produccion
de enzimas mas altos entre 25 y 32 °C para mesofilos, y para termoéfilos entre 45 y 55 °C
(Chahal, 1984; Tao et al., 1997, Ovando y Waliszewski, 2005; Polizeli et al., 2005;
Rodriguez-Couto y Sanroman, 2005; Yang et al., 2005).
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2. ANTECEDENTES

La clasificacion taxondmica de los hongos incluye aspectos morfoldgicos del micelio, tipo de
reproduccién y la naturaleza de las esporas, con base en estos aspectos, los hongos se han
dividido en Mixomycota y Eucomycota. Esta ultima se ha subdividido en: Chytridiomycetes,
Oomycetes, Plasmodiophoromycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes y
Deuteomycetes (Frioni, 1999). El género Trametes se clasifica como un basidiomiceto, que
pertenece a la familia Polyporacea. Este tipo de hongos son mejor conocidos como hongos de
pudricidn blanca, porque al oxidar la lignina dejan una coloracion blanca. En la naturaleza se
distinguen facilmente por la forma sinuosa, porosa y coloreada de su basidiocarpo, ademas
del crecimiento caracteristico en forma de repisas sobre la madera. También son distinguibles
por las caracteristicas morfologicas de sus hifas, las cuales tienen formas diferentes de acuerdo
a la funcién que desempefian y, por la estructura lisa- elipsoidal de sus esporas (Ko y Jung,
1999).

El género Trametes se caracteriza por secretar cantidades considerables de lacasas, pero, se ha
determinado que también secreta celulasas y xilanasas (Sun et al., 2004; Jing et al., 2007). La
mayoria de los estudios de produccion de sus enzimas se han enfocado en la obtencion de
lacasas por cultivo liquido porque estas enzimas son muy utilizadas para el tratamiento de
aguas residuales, oxidacion de hidrocarburos aromaticos y colorantes textiles (Bourbonnais et
al., 1997; Abadulla et al., 2000; Nyanhongo et al., 2002b). A pesar de ello, existen varios
trabajos donde se ha utilizado el género Trametes para la produccion de lacasas, celulasas y
xilanasas por cultivo sélido. En este sentido, los sustratos utilizados para su produccién han
sido las semillas de uva, la paja de cebada, la paja de trigo y las céscaras de frutas (Rodriguez-
Couto et al., 2002; Moldes et al., 2003; Rosales et al., 2002; Sun et al., 2004; Jing et al.,
2007). En cultivo liquido y solido, para la produccién de enzimas lignoceluloliticas por el
género Trametes, se ha estudiado principalmente el efecto de la fuente de nitrogeno y la fuente
de carbono, pero hay poca informacion sobre el efecto de la temperatura en la produccion de
sus enzimas dado que este género solo las produce a temperaturas entre 28 y 30 °C. Levin y
Forchiassin (1998) indicaron que la temperatura entre 30 y 37 °C tiene poco efecto en la
produccion de xilanasas en medio liquido por Trametes gallica, incluso por arriba de este

intervalo, encontraron que el hongo fue incapaz de crecer y de producir enzimas.

14



Considerando el potencial de aplicacion de las lacasas en biotecnologia ambiental se aislo el
hongo Trametes sp. EUMI a partir de residuos de la madera (Medina, 2003). De esta cepa se
obtuvieron lacasas por cultivo liquido a 40°C a partir de un medio de cereal de maiz. Después
de purificarlas se determind que el hongo producia dos isoenzimas de la enzima lacasa, las
cuales eran estables a pH entre 4 y 10, a la temperatura entre 50 y 60 °C y a los disolventes no
acuosos. Estudios posteriores determinaron que la produccion de lacasas en medio liquido
mejoraba sustancialmente al combinarse el efecto de la adicion de varios inductores de lacasas
con el incremento de la temperatura de cultivo de 28 a 39 °C (Marquez, 2004).

Posteriormente, en medio liquido se evalud el efecto de la fuente de nitrégeno (peptona y
tartrato de amonio) en la produccion de las isoenzimas de la enzima lacasa por Trametes sp.
EUMI a 39 °C, de estos resultados se determind que en el medio de cultivo suplementado con
peptona se producian isoenzimas mas termoestables, incluso la termoestabilidad de una de las
isoenzimas fue mayor cuando se le compar6 con una enzima comercial (Marquez, 2006).

Por otro lado, los primeros estudios de produccion de enzimas lignoceluloliticas por cultivo
solido del hongo Trametes sp. EUMI1 fueron llevados a cabo por Marquez- Araque et al.
(2007), quien comparo los niveles de produccion de celulasas, xialanasas y lacasas obtenidas
durante el cultivo de Trametes sp. EUMI sobre bagazo de cana a 34 °C, con los obtenidos
durante el crecimiento de Pleurotus ostretaus y Aspergillus niger sobre el mismo sustrato a 30
°C. Los resultados obtenidos destacaron la capacidad del hongo Trametes sp. EUMI1 para
producir celulasas y xilanasas en mayor cantidad respecto a los demds hongos estudiados, a
pesar de esto, la produccion de lacasas que se obtuvo fue menor a la obtenida durante el

cultivo de Pleurotus ostretaus y Aspergillus niger.
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3. JUSTIFICACION

Una gran cantidad de microorganismos tienen la capacidad de excretar enzimas
lignoceluloliticas, no obstante, las bacterias y hongos son los microorganismos que las
producen en mayor cantidad en condiciones de cultivo liquido y sélido (Pandey et al., 1999;
Polizeli et al., 2005). Al respecto, el género Trametes es capaz de excretar dichas enzimas en
ambos sistemas de produccion, pero la mayoria de los estudios se enfocan a la obtencion de
lacasas por cultivo liquido, porque son utilizadas en varias aplicaciones en biotecnologia
ambiental. El género Trametes se caracteriza por producir enzimas lignoceluloliticas, tanto en
cultivo sélido como en cultivo liquido, en el intervalo de temperatura de 28 a 30 °C. A
diferencia de las especies estudiadas, el hongo Trametes sp. EUMI1 fue capaz de producirlas
en medio liquido a la temperatura de 40 °C y en medio solido a 34 °C, respectivamente. A
pesar de ello, atin no se ha establecido la temperatura de cultivo idonea para la produccion de
todas sus enzimas en ambos sistemas de produccion, por ejemplo, en medio liquido el hongo
solo se ha cultivado a 28 y 40 °C para la produccion de lacasas y, en medio so6lido a 34 °C,
para la produccion de celulasas, xilanasas y lacasas. Hasta ahora s6lo se sabe que Trametes sp.
EUMI es capaz de producir enzimas lignoceluloliticas bajo estas condiciones, sin embargo,
aun se desconoce que efecto tiene la temperatura en la produccion de todas sus enzimas. Por
las caracteristicas antes mencionadas, es interesante la exploracion de esta cepa como fuente
nueva para la obtencion de enzimas que puedan ser usadas en algun campo de trabajo
especifico, desde biotecnologia ambiental hasta en nutricion animal, a través del uso de los
extractos enzimaticos obtenidos durante su cultivo.

Teniendo en cuenta estos aspectos, en este trabajo se evaluaron los residuos agricolas de
rastrojo de maiz y de paja de avena como sustratos para el crecimiento de Trametes sp. EUMI.
Ademas, se evaluo el efecto de la temperatura en los niveles de produccion de celulasas,
xilanasas y lacasas sobre el mejor sustrato, relacionando los niveles de produccion de enzimas
con los niveles de produccion de proteina extracelular y de pH, manteniendo la humedad del

sustrato constante durante todo el cultivo.
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4. HIPOTESIS

La produccion y productividad de enzimas lignoceluloliticas que se obtengan durante el
crecimiento de Trametes sp. EUMI en cultivo s6lido serdn mayores al incrementarse la
temperatura. El intervalo de temperatura seleccionado sera superior al utilizado por hongos

mesofilos para producir enzimas lignoceluloliticas.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la temperatura de cultivo en la produccion de enzimas lignoceluloliticas

(celulasas, xilanasas y lacasas) sobre residuos agricolas en cultivo sélido.

5.1. Objetivos especificos

e Evaluar el método de conservacion de la cepa Trametes sp. EUMI en agua
destilada

e Determinar el efecto de residuos agricolas y de cachaza en la velocidad de
crecimiento superficial de Trametes sp. EUM1

e Seleccionar método de extraccion de enzimas

e Evaluar el efecto de la temperatura de cultivo de Trametes sp. EUMI1 en la

produccion de enzimas
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Microorganismo

El hongo de pudriciéon blanca Trametes sp. EUMI1 se utilizd para evaluar el efecto de la
temperatura en la produccion de enzimas lignoceluloliticas. Este hongo se aislo de residuos de
madera en el Estado de Yucatdn y se selecciond de un grupo de 6 basidiomicetos por la
capacidad de oxidar rdapidamente el ABTS [(2,2, - azinobis (3 — etilbenzatiazolina — 4cido

sulfonico)] (Medina, 2003).

6.2. Medio de cultivo

Para el crecimiento del microorganismo se us6 extracto de malta como fuente de carbono y
como fuente de nitrogeno extracto de levadura. El medio de cultivo se prepard disolviendo los
siguientes componentes en agua destilada: extracto de malta (40 g/L), extracto de levadura (3
g/L) y agar bacteriologico (18 g/L) (Schlosser et al., 1997).

Para eliminar la presencia de organismos contaminantes, el medio de cultivo se esterilizé en
autoclave durante 15 min a 120 °C. El medio estéril se vertio en cajas Petri en condiciones de
esterilidad dejandose enfriar a temperatura ambiente para permitir solidificar el medio.

Finalmente, las cajas con medio de cultivo se utilizaron para propagar el microorganismo.

6.3. Propagacion

En el centro de una caja Petri conteniendo medio de cultivo fresco, se coloco un disco de agar
(0.6 cm) con micelio que se propago en caja Petri con el mismo medio (7 dias, 30 °C). Para el
crecimiento del microorganismo las cajas inoculadas se incubaron durante 7 dias a 30 °C.
Después, el microorganismo se propagd nuevamente, trasladando un fragmento de micelio del

cultivo nuevo en medio de cultivo fresco.

6.4. Conservacion

La conservacion de la cepa se realizo con tiras de papel filtro estéril con micelio, sumergidas
en agua destilada, por 5 meses. En el centro de una caja Petri con medio fresco, se coloco un
disco de agar con micelio (0.6 cm) con 4 tiras de papel Whatman N# 4 (0.6 cm x 2 cm)

distribuidas uniformemente alrededor de la caja. Después de mantener el cultivo en incubacion

18



a 30 °C durante 7 dias las tiras se retiraron y depositaron en viales conteniendo 4 mL de agua
destilada estéril. Para corroborar la esterilidad en el método de conservacion propuesto se
utilizaron dos viales como controles de esterilidad conteniendo tiras de papel sin micelio. En
ambos casos (conservacion y controles), los viales fueron sellados con parafilm y conservados
a temperatura ambiente. Para determinar la viabilidad del microorganismo se tomaron dos
viales cada mes y las tiras contenidas en éstos se utilizaron como indculo para probar su
viabilidad. La viabilidad se determind por duplicado.

El analisis estadistico se realizd con el paquete estadistico SAS (2002). Con los datos de
velocidad de crecimiento radial, obtenidos en el método de conservacion, se realizoé un analisis
de varianza (ANOVA) y una comparacion multiple de medias por mes de conservacion

empleando el método de Tukey (a = 0.05) (ver Anexo II).

6.5. Viabilidad y velocidad de crecimiento radial

La viabilidad del microorganismo en el método de conservacidon propuesto se determind como
crecimiento radial (mm/dia) del hongo y biomasa formada seca (mg). En el centro de una caja
conteniendo medio fresco, se colocd un fragmento de las tiras utilizadas en el método de
conservacion (0.6 cm x 0.6 cm). Posteriormente, el crecimiento radial se midié con un Vernier
registrando el diametro de la colonia sobre la superficie de la caja Petri a partir del segundo
dia de cultivo (30 °C) en al menos dos direcciones. Después de 7 dias de cultivo el micelio
formado se retir6 y coloco en un recipiente con agua destilada en ebullicion (50 mL) para
fundir el agar y aislar el micelio filtrando la solucion con papel Whatman N# 4. Finalmente, la
biomasa obtenida se seco por 12 h a 70 °C para registrar la biomasa seca por diferencia de
peso. Los valores de velocidad de crecimiento radial y de biomasa se compararon cada mes
con los obtenidos del crecimiento de la cepa sin conservar. La velocidad de crecimiento radial
sobre las mezclas de residuos agricolas también se evalu6 registrando el crecimiento de la
colonia sobre la superficie de las cajas Petri a partir del segundo dia de cultivo y hasta el

séptimo dia.
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6.6. Proporcion de residuos agroindustriales

Para el crecimiento de Trametes sp. EUMI se utilizaron mezclas de rastrojo de maiz 6 paja de
avena con cachaza en las siguientes proporciones (residuo:cachaza): 100:0, 90:10 y 80:20
(p/p). Las mezclas se prepararon a una concentracion de 20g/L resuspendiendo los solidos en
agua destilada y licuandolos a 4,000 rpm durante 5 min (Licuador Osterizer). A continuacion
las mezclas se combinaron con agar (15 g/L), se esterilizaron (120 °C, 25 min) y vertieron en
cajas Petri para ser inoculadas con un disco de agar (0.6 cm) procedente de un cultivo de 7
dias. Después, la velocidad de crecimiento radial se determind en cada una de las mezclas
conservadas en incubacion durante 7 dias a 30 °C. La velocidad radial se determind por
triplicado en cada una de las mezclas utilizadas.

El analisis estadistico de los datos de velocidad de crecimiento radial que se obtuvieron en
cada una de las mezclas consistio de un analisis de varianza (ANOVA). Para evaluar la
respuesta de la proporcion de residuos agricolas y cachaza en la velocidad de crecimiento de
Trametes sp. EUMI, se realizé una prueba de contrastes lineal y cuadratico. Para seleccionar
la mejor mezcla de residuos agricolas para el crecimiento del hongo, se hizo una comparacion

multiple de medias empleando el método de Tukey (a = 0.05) (ver Anexo II).

6.7. Extraccion de enzimas

La extraccion de enzimas lignoceluloliticas se realizo con agua destilada 6 amortiguador de
citratos (50 mM, pH 5). Para hacerlo, primero se tomaron matraces con 6 dias de cultivo a 30
°C, a los cuales se les agregd 50 mL de agua destilada 6 amortiguador de citratos (50 mM, pH
5). Para separar las enzimas adsorbidas sobre el rastrojo de maiz (sustrato seleccionado del
experimento anterior), el contenido de los matraces se agitdé a 250 rpm manteniendo cada
matraz en un bafio con hielo durante 15 6 30 min para cada método de extraccion. Después,
para eliminar el sustrato, el contenido se filtr6 con papel Whatman N# 4 y los extractos
obtenidos se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min a 4 °C para sedimentar los solidos
residuales. El sobrenadante obtenido en cada caso se utilizdo para determinar la actividad
enzimdtica. La actividad enzimatica se determiné por triplicado en muestras independientes.

El anélisis estadistico de los datos consistio de un andlisis de varianza (ANOVA) para la

cantidad de celulasas, xilanasas y lacasas que se recuperaron después de su extraccion. Para
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seleccionar del mejor agente de extraccion de enzimas lignoceluloliticas se hizo una

comparacion multiple de medias empleando el método de Tukey (o = 0.05) (ver Anexo II).
7. Cultivo sdlido para la produccion de enzimas lignoceluloliticas

7.1. Medio de cultivo

El rastrojo de maiz (sustrato donde se obtuvo el mejor crecimiento) se tritur6 con ayuda de un
molino convencional para reducir el tamafo de particula. La mezcla de tamafios de particula
del rastrojo de maiz se separd por tamano con tamices de malla: %, 4, 6, 10 y 20. La mezcla de
los tamafios obtenidos de las mallas 6 (4.06 mm), 10 (2.52 mm) y 20 (0.61 mm) fue utilizada
como sustrato para la produccion de enzimas. Para ello, se utilizaron matraces de 250 mL
como unidades experimentales (UE), conteniendo una masa de 2.3 g de rastrojo de maiz que
consistio de una mezcla de los tamafios de particula que se indican en paréntesis: 0.60 g (4.06
mm), 1 g (2.52 mm) y 0.7 g (0.61 mm). Al contenido de cada matraz se le adiciond un
volumen de 4 mL de agua destilada, la cual se esparci6 en todo el sustrato homogeneizando el
contenido. El sustrato humedo se esterilizo por 25 min a 120 °C para ser inoculado con una

suspension de micelio de Trametes sp. EUMI.

7.2. Indculo

En viales de 10 mL que contenian un volumen de 4 mL de agua destilada estéril y 6 perlas de
ebullicion estériles se depositaron 4 discos de agar (0.6 cm) con micelio, los cuales fueron
tomados de un cultivo de 7 dias a 30 °C. Para obtener una suspension homogénea de micelio,
el contenido de cada vial se agitdé en un Vortex a maxima velocidad durante 1 min a
temperatura ambiente y en condiciones de esterilidad. La cantidad de biomasa seca que se
adiciond como in6culo en cada uno de los matraces fue calculada por triplicado cada vez que
se realizo una cinética de produccion. Para esto, la suspension de micelio contenida en tres
viales se filtrd con papel Whatman N# 4. La biomasa retenida en los filtros se seco por 12 h a

70 °C para registrar la biomasa seca por diferencia de peso.
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7.3. Condiciones de cultivo

Bajo las condiciones antes mencionadas el contenido de humedad del sustrato fue de 80 %,
mientras que el tamafo del indculo fue en promedio de 0.092 mg de biomasa seca por gramo
de sustrato seco. Los matraces inoculados se mantuvieron por 12 dias a 30, 35, 40 6 45 °C. Las
respectivas incubadoras tenian en su interior un recipiente con agua destilada para reducir las
perdidas excesivas de agua por evaporacion. Los puntos experimentales de las cinéticas de
produccion se calcularon por duplicado, para esto, se tomaron 2 matraces diariamente para
extraer las enzimas producidas sobre el rastrojo de maiz con agua destilada (seleccionado
como el mejor agente de extraccion de enzimas). Para establecer las diferencias de produccion
de enzimas lignoceluloliticas por dia de cultivo y por temperatura, se hizo una comparacion de

medias multiple por el método Tukey (a = 0.05) (ver Anexo II).
7.4. Actividad enzimatica

7.4.1 Celulasas

Para cuantificar la actividad enzimatica de celulasas se utilizd el método descrito por Miller
(1960), basado en la cuantificacion de azucares reductores por el reactivo DNS (4cido 3,5—
dinitro-salicilico), el cual reacciona con los azicares reductores produciendo una coloracion
cuya intensidad es proporcional al contenido de azucares reductores presentes en solucion.

Por cada extracto obtenido se tomaron dos tubos de ensaye, el primero utilizado para medir la
actividad enzimatica y el segundo para cuantificar los azlicares aportados desde la extraccion
de las enzimas. A cada tubo se agregé 0.9 mL de carboximetilcelulosa al 0.5 % (p/p),
preparada en amortiguador de citratos (50 mM, pH 5), después en el tubo B se adiciond 1.5
mL del reactivo DNS. Antes de llevar a cabo la reaccidon, ambos tubos se mantuvieron en
incubacion durante 1 min a 50 °C. Posteriormente, la reaccion se inicid en ambos tubos
adicionando 0.1 mL de extracto enzimatico. Transcurridos 20 min, la reaccién enzimatica se
detuvo agregando en el tubo A, 1.5 mL del reactivo DNS para desnaturalizar las enzimas

presentes.
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Para desarrollar el color la mezcla de reaccion contenida en ambos tubos se mantuvo en
ebullicion durante 5 min en bafio maria, seguido de su enfriamiento en un bafio con hielo.
Finalmente, se registro la absorbancia de la solucidon contenida en los tubos a una longitud de
onda de 640 nm con un espectrofotometro (DU 640 Beckman). Los azucares reductores
generados durante el ensayo se calcularon, primero, restando el valor de absorbancia del tubo
B del valor de absorbancia del tubo A, y segundo, interpolando el valor obtenido a partir de
una curva patron de glucosa (ver Anexo I). La actividad enzimdtica se expresd en unidades
internacionales (UI) por gramo de sustrato seco, donde una Ul se definié como la cantidad de
enzima que libera 1umol de glucosa por min en las condiciones de reaccion.

Para calibrar el espectro se utilizd un 1 mL de una mezcla que consistio de 0.9 mL de
carboximetilcelulosa, 0.1 mL de amortiguador de citratos y 1.5 mL de DNS, tratada en las

mismas condiciones antes mencionadas.

7.4.2. Xilanasas

Se utilizo el procedimiento anterior, pero el tiempo de reaccion fue de 5 min y el sustrato
utilizando fue xilano al 0.5 % (p/p) preparado también en amortiguador de citratos (50 mM,
pH 5.3). Para determinar los azucares reductores generados por la actividad de las enzimas se
utilizd una curva patron de xilosa (ver Anexo I). La actividad enzimatica se expresd en
unidades internacionales (UI) por gramo de sustrato seco, donde una Ul se definié como la
cantidad de enzima que libera 1pmol de xilosa por min en las condiciones de reaccion. Para
calibrar el espectro se utilizo un 1 mL de una mezcla que consistié de 0.9 mL de xilano, 0.1
mL de amortiguador de citratos y 1.5 mL de DNS, tratada en las mismas condiciones antes

mencionadas.

7.4.3. Lacasas

La actividad enzimatica de lacasas se determino con el método descrito por Bourbonnais et al.
(1997) usando ABTS como sustrato (€420 nm = 36,000 M cm'l). En una celda de 1 mL se
coloco un volumen de 0.5 mL de una dilucion adecuada de extracto enzimatico con 0.5 mL de
ABTS 0.5 mM preparado en amortiguador de citratos (50 mM, pH 5). La mezcla de reaccion

se incubd a 40 °C y la actividad enzimdtica se determiné midiendo el incremento de
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absorbancia durante 1.5 min a una longitud de onda de 420 nm (DU 640 Beckman). Como
blanco se utilizé una mezcla de 0.5 mL del amortiguador de citratos con 0.5 mL de ABTS.
Asimismo, la actividad enzimatica se expres6 en unidades internacionales (UI) por gramo de
sustrato seco, donde una Ul se defini6 como la cantidad de enzima que oxida 1umol de ABTS

por min en las condiciones de reaccion.

7.5. Determinacion de pH y humedad del cultivo

Los cambios de pH durante el cultivo solido se determinaron directamente de los extractos
enzimaticos usando un potencidémetro (Spectronic 120). Para medir el contenido de humedad
inicial del sustrato y los cambios de humedad durante el transcurso del cultivo sélido, se
utilizaron matraces con rastrojo de maiz inoculado. La humedad del sustrato se evaludé con un
analizador de humedad (OHAUS MB45) tomando una muestra de material fermentado cada 3
dias. Se realiz6 una prueba de comparacion de medias multiple por el método Tukey (a =
0.05) para establecer las diferencias de pH y humedad por dia de cultivo y por temperatura

(ver Anexo II).

7.6. Determinacion de proteina extracelular

La proteina extracelular se determind con el método de Bradford (1976). La reaccién se llevo
a cabo en tubos de ensaye agregando 800 pL de una diluciéon adecuada de extracto
enzimatico (1:100) con 200 pL del reactivo de Bradford (Sigma Aldrich). Como blanco se
utiliz6 un volumen de 800 pL de agua destilada con 200 pL de reactivo de Bradford.
Transcurridos 5 min de reaccion a temperatura ambiente se registrd la absorbancia a 595 nm.
Para determinar la concentracion de proteina en las muestras se us6 una curva estandar con 2,
4, 6, 8 y 10 pg/mL de ASB (ver Anexo I). Para establecer las diferencias de produccion de
proteina extracelular por dia de cultivo y por temperatura, se realizd una prueba de

comparacion de medias multiple por el método de Tukey (ver Anexo II).
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8. RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1. Método de conservacion

El hongo Trametes sp. EUMI se preservé en agua destilada estéril y se determind su
viabilidad con el objeto de determinar el periodo de conservacion que permitiera mantener
viable al microorganismo. Para ello, la viabilidad se determiné cada mes como velocidad de
crecimiento radial (Vr) y biomasa seca, tras 7 dias de cultivo (Figura 5y 6). Después de
conservar el microorganismo por 5 meses, se observaron diferencias significativas en la
velocidad de crecimiento superficial de la cepa conservada y sin conservar para cada mes de
conservacion (p<0.05). La velocidad de crecimiento obtenida de la cepa que se conservod
durante 1 mes fue de 0.679 mm/d, y para la cepa que se conservo por 5 meses fue de 0.602
mm/d (p<0.05). Lo anterior significé un descenso de la velocidad de crecimiento radial de
12.6 %. Se observaron diferencias significativas en la cantidad de biomasa que se recuper6 de
la cepa conservada y sin conservar para cada mes (p<0.05). La cantidad de biomasa seca que
se obtuvo de la cepa que se conservo por 5 meses (24.59 mg) se redujo en un 11.7 % con

respecto a la que se obtuvo de la que se conservé por 1 mes (27.79 mg).
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Figura S. Viabilidad de Trametes sp. EUM1 determinada como velocidad de crecimiento radial (Vr)
después de conservarse por 5 meses en agua destilada estéril.
(o) Cepa sin conservar, (m) Cepa conservada
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Figura 6. Determinacion de biomasa de Trametes sp. EUM1 después de conservarse por 5 meses en agua
destilada estéril. (0) Cepa sin conservar, (m) Cepa conservada
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Los métodos de conservacion son técnicas aplicables a los microorganismos para mantenerlos
viables, estables 6 disponibles por tiempos prolongados. Para conservarlos a largo plazo se
utilizan métodos como la liofilizacion 6 la congelacion (Smith y Onions, 1983); sin embargo
existen métodos alternativos de bajo costo y de fécil utilizacion como, la resiembra periddica y
la conservacion en agua destilada (Costa y Ferreira, 1991; Lastra et al., 2002; Borman et al.,
2006). En este trabajo, se utilizd el método basado en agua destilada estéril para conservar el
hongo Trametes sp. EUMI. Después de conservarse 5 meses, la velocidad de crecimiento
radial y la biomasa sufrieron un descenso debido al tiempo de conservacion, dado que la unica
fuente de nutrientes fue aportada por las tiras de papel, las cuales contienen celulosa. Al
evaluarse la viabilidad no se observaron cambios en las caracteristicas de crecimiento del
hongo como alteraciones en la coloracion del micelio 6 forma de crecimiento del mismo,
como se observo en hongos conservados en agua destilada por mas de 1 afio (Borman et al.,
2006). En este sentido, es importante cerciorase que no sucedan dichas alteraciones cuando la
conservacion de Trametes sp. EUMI se prolongue por mas de 5 meses. Los hongos
filamentosos conservados en agua destilada han permanecido viables de 0.2 a 20 afios
dependiendo del tipo de microorganismo (Borman et al., 2006; Lastra et al., 2002). Por su
parte, los microorganismos conservados en aceite mineral, silica gel 6 nitrogeno liquido han
permanecido viables de 0.6 a 40 afios (Costa y Ferreira, 1991; Lastra et al., 2002; Stoychev et
al., 1998). La conservacion de Trametes sp. EUMI1 en agua destilada basado en tiras de papel

puede ser utilizado como método alternativo de bajo costo y de facil utilizacion.

8.2. Seleccion de residuos agricolas en funcion a la velocidad de crecimiento radial

Se evaluaron mezclas de rastrojo de maiz 6 paja de avena (fuente de nutrientes) con cachaza
(fuente de sales minerales) para seleccionar la mejor mezcla de sustratos para el crecimiento

de Trametes sp. EUMI1 en base a la velocidad de crecimiento radial del hongo (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la proporcién fuente de nutrientes: fuente de sales minerales sobre el crecimiento de
Trametes sp. EUML. (0) Paja de avena-Cachaza, (w) Rastrojo de maiz-Cachaza

La cachaza adicionada como fuente de sales minerales sobre los residuos no afectd la
velocidad de crecimiento del hongo en las proporciones evaluadas (p>0.05), sin embargo, la
fuente de nutrientes proporcionados por el rastrojo de maiz ¢ la paja de avena afectaron la
velocidad de crecimiento radial (p<<0.05). Se probo el efecto lineal y cuadratico de la adicion
de cachaza y proporcion de residuos agricolas sobre la velocidad de crecimiento radial de
Trametes sp. EUM1, en ambos casos no se observo dicho efecto (p>0.05). De las mezclas de
residuos evaluadas, la mayor velocidad de crecimiento radial del hongo se obtuvo sobre
rastrojo de maiz (p<0.05), siendo en promedio 67 % mayor a la obtenida sobre las mezclas de
paja de avena. Por lo anterior, el rastrojo de maiz se eligié como la tnica fuente de nutrientes
para el crecimiento y produccion de enzimas lignoceluloliticas por Trametes sp. EUMI.

Al evaluarse el crecimiento de Trametes sp. EUMI1 sobre mezclas de residuos agroindustriales
se encontraron diferencias en la velocidad de crecimiento superficial entre los residuos
agricolas evaluados, independientemente de la adicion de cachaza como fuente de sales

minerales. Las diferencias pueden ser consecuencia de la composicion quimica de cada uno de
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los residuos utilizados, los cuales difieren en el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina
(Yescas et al., 2004), y a su vez, en la cantidad de azucares simples en forma de glucosa y
fructosa (Chen et al., 2007); los cuales fueron utilizados por el hongo Trametes sp. EUM1
para su crecimiento.

La cachaza contiene sales minerales que aportan principalmente iones calcio (2.6 % p/p), iones
fosforo (1.6 % p/p), iones potasio (0.29 % p/p) y iones azufre (0.19 % p/p) (Zérega y Adams,
1991). Al adicionarse sobre los residuos agricolas no se observaron cambios en la velocidad
de crecimiento, posiblemente por la cantidad de iones presentes en cada uno de los residuos
(10-18 % p/v) (Chen et al., 2007). Posiblemente, si se evaluara el efecto de la proporcion de
cachaza en la produccion de enzimas, se encontraria un efecto favorable en los niveles de
produccion. Muniswaran y Charyulu (1994) evaluaron distintas soluciones de nutrientes para
evaluar su efecto en la produccion de celulasas durante el crecimiento de Trichoderma viride
sobre tejido de coco, observando que los niveles de produccién de enzima mejoraban como
consecuencia del contenido de sales minerales de cada una de las soluciones utilizadas. Un
efecto similar fue observado en la produccion de xilanasas durante el cultivo de Aspergillus
foetidus sobre mazorca de maiz (Shah y Madamwar, 2005). Algunos trabajos han presentado
resultados similares al evaluar la proporcion de residuos agroindustriales, pero su objetivo
principal ha sido incrementar la produccion de enzimas lignoceluloliticas (Jecu, 2000; Azin et
al., 2007); sin evaluar su efecto en el crecimiento del hongo.

El rastrojo de maiz es un residuo agricola que se produce en grandes cantidades, no obstante,
se ha utilizado poco como sustrato para la produccion de enzimas lignoceluloliticas
(Panagiotou et al., 2003). Al seleccionarlo en términos de velocidad de crecimiento radial se
pueden disminuir los riesgos de contaminacion por otros hongos, ademas, se puede reducir el

tiempo de cultivo para la produccion de enzimas.

8.3. Seleccion del tamaiio de particula

El rastrojo de maiz se separ6 por tamanos en base a dos objetivos: seleccionar la fraccion mas
representativa de los tamafios de particula contenidos en la mezcla original y seleccionar la

fraccion de particulas mas adecuadas para la produccion de enzimas lignoceluloliticas en base
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a tamafio. Las seleccion de las particulas se hizo eliminando las fracciones con tamafio de

particula mayor de 4.06 mm y menor de 1.26 mm de las demas fracciones (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion del tamafio de particula del rastrojo de maiz

Las fracciones restantes, 46 % de la masa total, contenian los tamafos de particula de 4.06
mm, 2.52 mm y 1.26 mm. Estos fueron seleccionados para usarse como sustrato para la
produccion de enzimas lignoceluloliticas. La seleccion del tamafio de particula del sustrato es
uno de los aspectos mas relevantes que deben de tomarse en cuenta para la produccion de
enzimas en cultivo solido, puesto que se ha determinado que este factor influye
considerablemente en los niveles de produccion de las mismas (Pandey, 1991; Jiang et al.,
2005; Shukla y Kar, 2006; Mazutii et al., 2007). En este estudio se optd por la utilizacion de
una mezcla de varios tamafios de particula para la produccion de enzimas lignoceluloliticas
(4.06 mm, 2.52 mm y 1.26 mm) considerando que la diversidad de tamafios podia favorecer la
produccion de las tres enzimas. Es decir, los tamafios de particula grandes (>2.52 mm) podrian
favorecer la produccion de lacasas al incrementarse el area superficial de la lignina, que es el

sustrato de la enzima, y su vez, los tamanos de particula pequefios (<2.52 mm) podrian
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favorecer la produccion de celulasas y xilanasas al incrementarse el area superficial de las
partes que contienen celulosa y hemicelulosa. Hu y Duvnjak (2004) evaluaron el efecto del
tamafio de particula de la canola en la produccion de lacasas por Pleurotus ostreatus en cultivo
solido, determinando que en los tamafos de particula mas grandes (0.7 a 1.4 mm) se obtenian
los niveles de produccion de lacasas mas altos en comparacion con los obtenidos en los
tamanos de particula més pequeios (<0.7 mm), aparentemente en respuesta al incremento del
area superficial de la lignina que estuvo expuesta en la superficie de estas particulas. En
concordancia a esto, los valores mas altos de produccion de xilanasas o de celulasas se han
obtenido con la utilizacion de particulas mas pequefias. Por ejemplo, para producir xilanasas
se han utilizado particulas de tamafio de 1.6 mm a 0.18 mm, sin embargo, los niveles mas altos
de produccion se han obtenido en las particulas de tamafio menor a 0.7 mm (Jiang et al., 2005;
Yang et al., 2006; Botella et al., 2007). Por otro lado, Botella et al. (2007) no encontrd
diferencias en el nivel de produccion de xilanasas obtenidas por Aspergillus awamori entre los
tamanos de particula grandes (1 a 1.6 mm) y pequeios (<1 mm), usando semillas de uva. Para
producir celulasas se han utilizado tamafios de particula también menores que 0.7 mm
(Chahal, 1985; Muniswaran y Charyulu, 1994; Krishna, 1999). Algunos trabajos manifiestan
que los mismos resultados pueden ser obtenidos al utilizar mezclas de particulas de tamafios
heterogéneos. Pandey, (1991) compar6 los niveles de glucoamilasa producida por Aspergillus
niger sobre granos de arroz de distinto tamafio (1.4 a 0.18 mm) con los niveles de produccion
obtenidos sobre mezclas de los mismos y encontr6 que los niveles de produccion obtenidos en
las particulas mas pequefias (<0.5 mm) fueron similares a los obtenidos sobre las mezclas de
particulas de tamafios heterogéneos. Un resultado analogo se obtuvo durante la produccion de
enzimas lignoceluloliticas por Pleurotus ostreatus donde los niveles de produccion de
enzimas mas altos se obtuvieron sobre mezclas de particulas de bagazo de cafia heterogéneas
(Membrillo et al., 2005).

Una vez que se selecciond la proporcion de las fracciones de distintos tamafos de particula, se
evaluaron dos métodos de extraccion para recuperar las enzimas producidas sobre el rastrojo

de maiz durante el cultivo de Trametes sp. EUMI.
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8.4. Métodos de recuperacion de enzimas

En una segunda etapa, se compar6 la capacidad de extraccion de enzimas lignoceluloliticas
con agua destilada y amortiguador de citratos (50 mM, pH 5), en dos tiempos de extraccion
(15 y 30 min), para recuperar las enzimas producidas sobre el rastrojo de maiz. El agua
destilada permitié recuperar la mayor cantidad de enzimas lignoceluloliticas cuando el tiempo
de extraccion se amplid6 de 15 a 30 min (p<0.05), esto significd un incremento en la
recuperacion de celulasas de 7 % y 12.6 % para xilanasas; mientras que para lacasas significo
un incremento de 52 % (Figura 9). De forma similar, la cantidad de enzima recuperada con
amortiguador de citratos fue mayor con 30 min de extraccion (p<0.05), sin embargo, la
cantidad de celulasas recuperada se increment6 sélo 5.8 % y para xilanasas 17.7 %, asimismo,
la cantidad de lacasas recuperada se incrementd solo 38.3 % (Figura 10). De los agentes de
extraccion probados, el agua permiti6é recuperar la mayor cantidad de celulasas, xilanasas y
lacasas con 30 min de tratamiento (p<0.05), por lo cual, se utilizd el agua destilada para la
extraccion de las mismas. Su utilizacion permitiéo medir los cambios de pH durante el cultivo

para asociarlos con las variaciones en la produccioén de enzimas lignoceluloliticas.
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Figura 9. Cantidad de enzimas lignoceluloliticas recuperadas del rastrojo de maiz después de la extraccion
con agua destilada. (0) Celulasas, (») Xilanasas, (@) Lacasas
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Figura 10. Cantidad de enzimas lignoceluloliticas recuperadas del rastrojo de maiz después de la
extraccion con amortiguador de citratos (50 mM, pH 5). (0) Celulasas, (=) Xilanasas, (@) Lacasas
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En cultivo so6lido, después de producir las enzimas sobre los sustratos solidos, la tarea mas
comun es tratar de recuperarlas de los mismos. En la recuperacion de enzimas por lo general
se mide una sola, pero cuando se desea extraer mas de una es necesario encontrar el método
mas adecuado para recuperarlas en mayor cantidad a partir de la fase solida. Al respecto, los
agentes utilizados para recuperar celulasas, xilanasas ¢ lacasas incluyen el agua destilada
(Chahal et al., 1983; Jecu, 2000; Yang et al., 2006; Jing et al., 2007), soluciones
amortiguadoras (Shah et al., 2005; Azin et al., 2007) 6 mezclas de agua con surfactantes como
el Tween 80 (Urbanszki et al., 2000; Rezendle et al., 2002). El incremento en la recuperacion
de xilanasas que se obtuvo en este estudio fue similar al encontrado por Rezendle et al. (2002),
cuando se compard la capacidad de extraccion del amortiguador de acetatos (50 mM, pH 5) y
del agua- Tween (0.01%) para recuperar las xilanasas producidas por Trichoderma sobre el
bagazo de cafia entre 15 y 60 min, este resultado sugiere que el tiempo de extraccidon no tiene
gran influencia en la recuperacion de celulasas y xilanasas. Lo anterior podria justificar porque
en la mayoria de los trabajos se prefieren tiempos de extraccion grandes (0.5 a 3 h), en un
intento por recuperar la mayor cantidad de enzima (Urbanszki et al., 2000; Jecu, 2000). Por
otro lado, los resultados obtenidos muestran que con 30 min de extraccion se puede extraer
una cantidad considerable de enzimas del rastrojo de maiz. Segun las estimaciones de Chahal
et al. (1983) la cantidad de celulasas que no se recuperan de la paja de trigo, un sustrato
similar al rastrojo de maiz, después de extraerse con agua durante 30 min es del orden del 7 al
10 %, por lo que se puede suponer que la cantidad de enzimas del rastrojo de maiz se
encuentra en el mismo orden.

La cantidad de lacasa que se recuperd después de 6 dias de cultivo fue mejor con agua
destilada que con amortiguador de citratos. Posiblemente, a causa de las diferencias de
solubilidad de las enzimas en las soluciones utilizadas. Vikineswary et al. (2006), determin6
los cambios en la cantidad de lacasas que se recuperaban del tejido de palma tras varios dias
de cultivo del hongo Pycnoporus sanguineous, encontrando que las diferencias de pH entre el
agua, que se ajusto a pH 8, y el amortiguador de acetatos (pH 4.8) determinaban la cantidad de
lacasas que se recuperan de la fase sélida. Adicionalmente, estos autores encontraron que la
temperatura de extraccion influia en la cantidad de enzima que se recuperaba. Ademas del

tiempo de extraccion y del tipo de soluciones usadas para recuperar las enzimas, el volumen
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de extraccion puede influir en la recuperacion de las mismas. Para extraerlas se recomienda
utilizar una relacion soporte- volumen de 1:20, no obstante la relacion puede variar de acuerdo
a las caracteristicas de los soportes utilizados durante el cultivo solido (Urbanszki et al., 2000;
Rezendle et al., 2002). En este sentido, la extraccion de enzimas del rastrojo de maiz se llevo

a cabo usando la relacidon antes mencionada.

8.5. Efecto de la temperatura en la produccion de enzimas lignoceluloliticas

La temperatura de cultivo de Trametes sp. EUM1 se modifico de 30 a 45 °C, con intervalos de
5 °C, para evaluar los cambios en los niveles de produccion, y productividad de enzimas
lignoceluloliticas sobre rastrojo de maiz. Los perfiles de produccion de celulasas que se
obtuvieron en las respectivas temperaturas después de 12 dias de cultivo se muestran en la
Figura 11. La produccion de celulasas se inici6 a partir del primer dia a 40 y 45 °C, siendo
diferente de la produccion obtenida a 30 y 35 °C (p<0.05). En estas ultimas temperaturas la

produccion de celulasas inicio a partir del dia 5 y 4, respectivamente.
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Figura 11. Efecto de la temperatura de cultivo de Trametes sp. EUM1 en la produccién de celulasas sobre
rastrojo de maiz. Temperatura: (A) 30 °C, (o) 35 °C, (o) 40 °C, (x) 45 °C
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Por otro lado, la produccion de celulasas a 40 °C fue diferente de la produccion obtenida para
las demas temperaturas durante los primeros 6 dias (p<0.005). El aumento de la misma de 30 a
40 °C permitié mejorar la produccion 1.6 veces, este incremento estuvo acompaiado por la
reduccion del tiempo necesario para alcanzar los niveles de produccion maximos de enzima de
8 a 6 dias, respectivamente. A 45 °C los niveles de produccion fueron menores a los
determinados para las demas temperaturas, alcanzando s6lo 63.9 % de la produccion méaxima
obtenida a 40 °C. Por otro lado, después de obtenerse los niveles de produccion mas altos la
produccion de celulasa decrecié abruptamente para cada una de las temperaturas evaluadas,
destacando las caidas obtenidas a 40 °C, las cuales fueron las mas evidentes.

Los perfiles de produccion de xilanasas se comportaron de forma similar a los de celulasas. La
produccion de xilanasas se inicio desde el primer dia a 35, 40 y 45 °C, siendo diferente de la
produccion obtenida a 30 °C (p<0.05), la cual inicid a partir del dia 4. La produccién a 40 °C
fue diferente de la produccion obtenida para las demas temperaturas durante los 12 dias de
cultivo (p<0.005). En contraste con la produccion de celulasas, la produccion de xilanasas
mejord 2.8 veces cuando la temperatura de cultivo se modificé de 30°C a 40°C. A 45 °C la
produccion de xilanasas fue menor a la observada a 35 6 40 °C, obteniéndose s6lo 38.6 % de
la produccién méxima observada a 40 °C. Después de obtenerse los niveles de produccion mas
altos, la cantidad de enzima empez6 a decaer de forma continua, pero no tan drasticamente
como en el caso de las celulasas, no obstante, las caidas mas drasticas nuevamente se

presentaron en la temperatura de cultivo de 40 °C (Figura 12).
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Figura 12. Efecto de la temperatura de cultivo de Trametes sp. EUMI1 en la produccién de xilanasas sobre
rastrojo de maiz. Temperatura: (A) 30 °C, (o) 35 °C, (o) 40 °C, (x) 45 °C

Los perfiles de produccion de lacasas también se determinaron durante 12 dias de cultivo para
cada una de las temperaturas (Figura 13). La cantidad de lacasas no mostr6 cambios evidentes
en los primeros dos dias, sin embargo, la produccion se elevo drasticamente a partir del tercer
dia para la temperatura de 35 °C, y cuarto dia, para las demdas temperaturas. Durante los
primeros 8 dias de cultivo, la produccion de lacasas a 35 °C fue mayor respecto a las demas
temperaturas (p<0.05). Es importante mencionar que el pico de produccion de lacasas
antecedid a los picos de produccion de celulasas y xilanasas por 2 dias cuando la temperatura
de cultivo fue de 30 °C. Respecto a las temperaturas de 35 y 40 °C, los picos de produccion
aparecieron en el dia 6, exactamente donde se observaron los niveles de produccion mas altos
para celulasas y xilanasas (40 °C). Por otro lado, los resultados muestran que la temperatura de
35 °C es la mas favorable para la produccion de lacasas, puesto que al variarse de 30 a 35 °C,
se obtuvo un incremento en la produccion de 2.7 veces, después de 6 dias de cultivo. Esta
temperatura difiere con la temperatura ideal para la produccion de las celulasas y xilanasas, las

cuales alcanzaron sus niveles de produccion mas altos a 40 °C después de 6 dias de cultivo. En
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los cultivos que se mantuvieron a 40 °C se observo una reduccion en los niveles de produccion
de lacasas alcanzandose s6lo 67.5 % de la produccién obtenida a 35 °C. El declive en la
produccion no fue continuo al incrementarse la temperatura a 45 °C, al contrario, el nivel de
produccion que se alcanzo después de 10 dias fue semejante al obtenido a 35 °C (10.05
Ul/gss). De forma similar a las demés enzimas, la produccion decayd drasticamente después
de alcanzarse la produccion maxima, siendo la excepcion la temperatura de 45 °C donde el

nivel de lacasas permaneci6 constante después de 10 dias.
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Figura 13. Efecto de la temperatura de cultivo de Trametes sp. EUM1 en la produccion de lacasas sobre
rastrojo de maiz. Temperatura: (A) 30 °C, (o) 35 °C, (o) 40 °C, (x) 45 °C

Ademas de evaluarse los cambios en los niveles de produccion de celulasas, xilanasas y de
lacasas, también se evaluaron los cambios en la velocidad de formacién de enzimas para cada
una de las temperaturas (Figura 14). Los cambios en la productividad de xilanasas y celulasas
fueron mas evidentes cuando la temperatura se increment6 de 30 a 40 °C (p<0.05), asimismo,
este cambio permitié elevar la velocidad de produccion de xilanasas y de celulasas en 3.8 y 2.1
veces, respectivamente. Respecto a las lacasas, los cambios de productividad fueron mayores

al variarse la temperatura de 30 a 35 °C (p<0.05) permitiendo elevar la produccion 2.3 veces.
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De forma similar a los perfiles de produccion, la productividad de todas las enzimas que
fueron medidas durante el transcurso del cultivo solido decrecioé cuando la temperatura fue de

45 °C.
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Figura 14. Efecto de la temperatura de cultivo de Trametes sp. EUM1 en la productividad de enzimas
lignoceluloliticas sobre rastrojo de maiz. Temperatura: (0) Celulasas, (=) Xilanasas, (@) Lacasas

Los resultados obtenidos indican que la temperatura de cultivo con el hongo Trametes sp.
EUMI es un factor muy importante que regula en distinto grado los niveles y la velocidad de
produccion de cada una de las enzimas lignoceluloliticas.

Reportes en la literatura sefialan que las especies de Trametes que se han estudiado, s6lo
producen enzimas en medio liquido y en medio sélido a temperaturas de 28 6 30 °C (Levin y
Forchiassin, 1998; Nyanhongo et al., 2002a; Jing et al., 2007; Sun et al., 2004). En este
estudio, se determind que el hongo Trametes sp. EUMI es capaz de crecer y de producir
enzimas lignoceluloliticas en medio s6lido en un intervalo de temperatura de 30 a 45 °C,
determinandose que la temperatura favorable para la produccién de celulasas y xilanasas fue
de 40 °C y para lacasas de 35 °C. Aparentemente, el hongo presenta las caracteristicas de los

microorganismos termotolerantes, los cuales suelen crecer entre 40 y 47 °C (Mouchacca,
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2000). Posiblemente, Trametes sp. EUMI adapte la composicion de su membrana
citoplasmatica para regular el trasporte de solutos y de iones para poder crecer a esas
temperaturas, tal y como sucede en los hongos y en las bacterias termofilicos (Van de
Vossenberg et al., 1995; Konings et al., 2006).

Al inicio del cultivo solido se detectd la actividad enzimatica de celulasas, xilanasas y lacasas
independientemente de la temperatura de cultivo, esto indica que el micelio excreta cantidades
pequefias de enzimas antes de ponerse en contacto con las fibras del rastrojo de maiz. Lo que
se debe a la expresion basal de enzimas en los hongos de pudricién blanca para iniciar la
hidrolisis de sus sustratos. Levin y Forchiassin (1997) determinaron que el hongo Trametes
trogii producia pequenas cantidades de endoxilanasas cuando crecia en medio liquido en
presencia de sustratos que no eran hidrolizados por las endoxilanasas, sugiriendo que estas
enzimas eran excretadas en niveles bajos durante el crecimiento del micelio. Por otro lado,
durante el crecimiento de Trametes sp. EUMI se determiné que la produccion de enzimas
lignoceluloliticas se llevo a cabo en forma simultanea y con niveles de produccion similares
para xilanasas y lacasas, aunque no para celulasas. A pesar de ello, la produccion conjunta de
las tres enzimas puede representar una ventaja cuando sean utilizadas en algiin campo de
aplicacion donde sea necesaria la presencia de las tres actividades enzimaticas. Por ejemplo,
en alimentacion animal se puede aprovechar la accion conjunta de las tres enzimas para
mejorar la digestibilidad de los forrajes, hidrolizando los polimeros estructurales,
principalmente de la lignina, que limita el aprovechamiento de los alimentos. En este sentido,
los productos comerciales son incapaces de actuar en la lignina porque contienen
mayoritariamente celulasas y xilanasas (Beauchemin et al., 2004).

Al evaluar el efecto de la temperatura de cultivo de Trametes sp. EUMI en la produccion de
enzimas se observaron incrementos importantes en la produccion y en la velocidad de
produccion de todas las enzimas. En el intervalo de temperatura de 30 a 45 °C los cambios de
produccion de xilanasas y de lacasas fueron mas evidentes que los determinados para
celulasas, este resultado indica que el hongo Trametes sp. EUMI responde a los cambios de
temperatura, en medio so6lido, secretando mayor cantidad de xilanasas y de lacasas. Rizzatti et
al. (2004) encontré6 un aumento en la secrecion de xilanasas cuando la temperatura de

crecimiento de Aspergillus phoenicis se increment6 de 25 a 40 °C, en este estudio también se
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determin6 que el incremento de la secrecion de xilanasas fue acompafiado por la reduccion
dréstica de los niveles intracelulares de la enzima.

La secrecion de celulasas fue mas evidente al incrementarse la temperatura de cultivo de 30 a
40 °C, elevando la produccion y la productividad 1.6 y 2.1 veces, respectivamente. Tao et al.
(1997), elevaron la produccion de 200 a 450 Ul/gss cuando modificaron la temperatura de
crecimiento de Trichoderma viride de 20 a 30 °C, el cambio en la produccion de celulasas se
acompaiio por la reduccion del tiempo para alcanzar los niveles de produccion respectivos, de
5 a 4 dias. Lo anterior permiti6 incrementar la productividad de 40 a 112 Ul/gss*dia. Dichos
incrementos son mucho mayores a los obtenidos en este estudio dado que Trichoderma es un
hongo mesofilo sobreproductor de celulasas. Sin embargo, si evaluamos unicamente la
magnitud del incremento en los parametros antes mencionados se deduce que la produccion y
la productividad sélo increment6 2.25 y 2.8 veces, respectivamente, los cuales son valores
semejantes a los encontrados en este estudio. De forma similar, Jecu (2000) mejord la
produccion y la productividad de celulasas 1.6 veces con un tiempo de cultivo de 5 dias, al
modificar la temperatura de crecimiento del hongo Aspergillus niger de 25 a 30 °C, en este
caso, solo fue posible calcular la magnitud del cambi6é porque la actividad de celulasas se
reportd en Ul/mL. En hongos termofilos los cambios en la produccion de celulasas son mas
drasticos, por ejemplo en el hongo Termoascus auranticus la produccion de celulasas se
incrementd de 5 a 30 Ul/gss (6 veces) en 4 dias de cultivo, cuando la temperatura se varid de
30 a 50 °C (Da silva et al., 2005). Pero los niveles de produccion de celulasas, en general, que
se han obtenido por otras especies de Termoascus son atin mas bajos (Jiang et al., 2005; Yang
et al., 2006); si se les compara con los hongos del genero Trichoderma, Aspergillus,
Fusarium, los cuales las producen en orden de 50 a 450 Ul/gss (Chahal et al., 1984; Tao et al.,
1997; Jecu, 2000; Panagiotou et al., 2003).

En el caso de las xilanasas, los valores maximos de produccion (161 Ul/gss) y de
productividad (26.8 Ul/gss*d) que se obtuvieron son mas pequefios que los determinados para
otros microorganismos productores de xilanasas. Por ejemplo, durante el crecimiento de
Trichoderma longibrachatum sobre paja de trigo, la produccion de xilanasas se elevo de 500 a
2000 Ul/gss durante 4 dias de cultivo cuando la temperatura se modificé de 25 a 30 °C, este

cambio en la produccidon permitié elevar la productividad de 125 a 500 Ul/gss*dia, lo que
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significa un incremento de 4 veces (Azin et al., 2007). Shah y Madamwar (2005) obtuvieron
una produccion similar al modificar la temperatura de cultivo de Aspergillus foetidus sobre
mazorca de maiz de 25 a 30 °C. Da silva et al. (2005), por su parte mejoraron la produccion de
xilanasas durante el cultivo de Termoascus auranticus, sobre el mismo sustrato, de 15 a 60
Ul/gss cuando modifico la temperatura de 30 a 50 °C, en estas condiciones de temperatura, la
productividad se increment6 de 3.7 a 15 Ul/gss*dia. En cambio, durante el crecimiento de
Bacillus pulmonaris sobre granos de trigo se han obtenido con 3 dias de cultivo de 2000 a
6000 Ul/gss de xilanasas cuando la temperatura de crecimiento del hongo se mantuvo a 30 y
37 °C, respectivamente; el incremento observado en la produccién permitidé elevar la
productividad de 666 a 2000 Ul/gss*dia, lo que equivale a un increment6 de 3 veces (Battan et
al., 2006).

En medio liquido y en med6 sélido no hay estudios del efecto de la temperatura en la
produccion de lacasas en microorganismos mesofilos ni en otras especies del género Trametes,
porque estos soOlo crecen y producen sus enzimas en el intervalo de temperatura de 28 a 30 °C
(De Souza et al., 2002; Panagiotou et al., 2003; Sun et al., 2004; Kachlishvili et al., 2005;
Vikineswary et al., 2006; Jing et al., 2007).

En este trabajo se obtuvieron incrementos considerables de produccion y de productividad de
enzimas lignoceluloliticas. A pesar de ello, los niveles de produccion y de productividad
maximos de celulasas y xilanasas fueron menores a los obtenidos por los hongos
sobreproductores, aunque son similares, cuando se les compara con los obtenidos por algunos
hongos mesofilos de los géneros Pleurotus, Lentinus, Trametes, Bacillus, Trichoderma 6 con
hongos termofilos del género Termoascus, los cuales producen celulasas en el intervalo de 3 a
150 Ul/gss y de xilanasas de 6 a 250 Ul/gss (Muniswaran y Charyulu, 1994; Kumaran et al.,
1997; Krishna et al., 1999; De Souza et al., 2002; Sun et al., 2004; Kachlishvili et al., 2005).
Por otro lado, los niveles de lacasas maximos obtenidos por Trametes sp. EUM1 (12.6 Ul/gss)
son mayores a los reportados por algunos hongos mesofilos de los géneros Pleurotus,
Lentinus, y Trametes de los cuales se han obtenido de 1.3 a 3.9 Ul/gss (Kachlishvili et al.,
2005; Sun et al, 2004); pero menores a los obtenidos por las especies de hongos de
Pycnoporus sanguineous (7.5 a 46 Ul/gss), Pleurotus pulmonarius (8600 Ul/gss) 6 Trametes

gallica (1.3-30 Ul/gss), dado que las condiciones del cultivo solido fueron optimizadas
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(Vikineswary et al., 2006; De Souza et al., 2002; Jing et al., 2007). Estos estudios de
produccion no consideraron el efecto de la temperatura de crecimiento porque las especies
antes mencionadas solo crecen entre 28 y 30 °C, mientras que el hongo Trametes sp. EUMI

fue capaz de producir todas sus enzimas a temperaturas superiores.

8.6. Produccion de proteina extracelular durante el cultivo solido a diferentes

temperaturas

Los perfiles de produccion de proteina extracelular se determinaron durante 12 dias para
relacionarlos con los de produccion de enzimas (Figura 15). Los resultados muestran que,
tanto, los incrementos como las caidas en la produccion de proteina extracelular, estuvieron
relacionados con los respectivos incrementos y las caidas de actividad enzimatica. Durante los
primeros dias los niveles de produccién de proteina extracelular se incrementaron hasta
alcanzar su valor maximo, y después empezaron a decaer constantemente. Asimismo, el nivel
de produccion de proteina extracelular mas alto (17.6 mg/gss) se obtuvo en el dia 6 a 40 °C,
justo donde se consiguieron los niveles de produccién de enzimas mas altos, pero también
donde las caidas de proteina extracelular y de actividad enzimatica fueron las mas drasticas.
De forma similar, el nivel de produccidon de proteina extracelular mas bajo (11.9 mg/gss) se
obtuvo a 30 °C, precisamente donde se obtuvieron los niveles de produccion de enzimas
minimos. Los perfiles obtenidos a 35 y 40 °C se comportaron de forma similar, y los picos de
produccion respectivos se obtuvieron entre el dia 5 y 8, coincidiendo con los picos de

produccion de enzimas a las mismas temperaturas.
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Figura 15. Perfiles de produccion de proteina extracelular determinados durante el cultivo de Trametes sp.

EUMI sobre rastrojo de maiz a varias temperaturas.
Temperatura: (A) 30 °C, (o) 35 °C, (o) 40 °C, (x) 45 °C

8.7. Cambios de pH durante el cultivo sélido a diferentes temperaturas

Durante el cultivo sélido también se determinaron los cambios de pH para relacionarlos con
los cambios en los niveles de produccion de enzimas. Durante los primeros dias el pH
descendié paulatinamente hasta alcanzar un valor minimo (~5.8), y después empezo a
incrementarse hasta alcanzar un valor maximo entre 6.3 y 7, dependiendo de la temperatura de
cultivo (Figura 16). El descenso de pH estuvo relacionado con el incremento de la produccion
de enzimas y de proteina extracelular; mientras que su incremento estuvo relacionado con las
perdidas de actividad enzimatica y de proteina extracelular. Los cambios de pH mas drasticos
se obtuvieron a 40 °C, justo donde se alcanzaron los niveles de produccién de enzimas mas

altos, pero también donde se presentaron las caidas de actividad enzimatica mas drasticas.
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Figura 16. Cambios de pH durante el cultivo de Trametes sp. EUM1 sobre rastrojo de maiz a varias
temperaturas. Temperatura: (A) 30 °C, (o) 35 °C, (o) 40 °C, (x) 45 °C

La produccion de proteina extracelular y de enzimas se increment6 con el tiempo hasta
alcanzar su valor maximo y después, en ambos casos, la produccion empezd a decaer
constantemente. Este comportamiento concuerda con lo encontrado por otros estudios donde
se ha observado que la produccion de enzimas lignoceluloliticas decae después de haberse
obtenido los niveles de produccion méaximos (Levin y Forchiassin, 1998; Muniswaran y
Charyulu, 1994; De Souza et al., 2002; Rosales et al., 2002). Las caidas abruptas en la
produccion de enzimas probablemente fueron causadas por la produccion de proteasas durante
el cultivo sélido, dado que las caidas de actividad enzimatica se relacionaron con las perdidas
de proteina extracelular y con los incrementos de pH, lo cual es una caracteristica de la
protedlisis de las proteinas. El descenso de pH durante los primeros dias pudo ser causado por
la produccion de algunos acidos como el acético y el glucoronico generados durante la
hidrolisis de los componentes estructurales de la lignocelulosa presentes el rastrojo de maiz

(Muniswaran y Charyulu, 1994; Polizeli et al., 2005). A pesar de que el pH descendi6 hasta
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~5.8, este se encuentra dentro del intervalo de pH para la produccion de enzimas

lignoceluloliticas, el cual se encuentra entre Sy 7.

Algunos trabajos han confirmado la coproduccion de proteasas durante el cultivo sélido
durante la produccion de enzimas lignoceluloliticas, determinado que la secrecion de proteasas
en ¢l medio s6lido impide mantener los niveles de produccion de enzimas (Ferreira et al.,
1999; Cabaleiro et al., 2002). En este estudio, la produccion de proteasas podria estar
afectando los niveles de actividad de cada enzima en grado distinto, y de acuerdo a la
temperatura de cultivo las proteasas podrian producirse en niveles distintos. La primera
suposicion podria explicar si las celulasas y las xilanasas son menos susceptibles que las
lacasas a la accion de las proteasas a 40 °C (Figura 11 y 12), donde los niveles de produccion
de lacasas decayeron; mientras que la segunda suposicion, podria explicar el incremento

observado en la produccion de lacasas a la temperatura de 45 °C (Figura 13).

8.8. Cambios de humedad durante el cultivo solido a diferentes temperaturas

Los cambios de humedad del cultivo sélido se determinaron durante el crecimiento de
Trametes sp. EUMI, esto con el fin de corroborar que las pérdidas de actividad enzimatica no
estuvieran asociadas con las pérdidas de humedad por efecto de la temperatura de cultivo. Para
ello, se tomaron muestras de rastrojo de maiz fermentado cada 3 dias para determinar el
contenido de humedad. Después de 12 dias de cultivo no se observaron pérdidas de humedad,
de hecho, se observaron ligeros incrementos en el contenido de humedad del sustrato, a pesar

ello, la humedad se mantuvo alrededor de 80 % (Figura 17).

46



85 4

Humedad %

7 5 T T T !

0 3 6 9 12
Tiempo (dias)

Figura 17. Cambios de humedad durante el cultivo de Trametes sp. EUMI1 sobre rastrojo de maiz a varias
temperaturas. Temperatura: (A) 30 °C, (o) 35 °C, (o) 40 °C, (x) 45 °C

Las pérdidas de actividad enzimatica no fueron causadas por las variaciones de la humedad de
los cultivos, como ha sucedido con la produccioén de otras enzimas, por ejemplo, durante el
crecimiento de Baccillus sobre cascara de platano se ha observado que las caidas de actividad
de amilasa fueron causadas por las pérdidas de humedad del sustrato cuando la temperatura de
produccion se mantuvo a 40 °C (Mazutti et al., 2007). Aunque en este estudio, las variaciones
de humedad no se relacionaron con las pérdidas de actividad enzimatica, el nivel de humedad
que se empled para la produccion de enzimas podria favorecer la aparicion de actividad
protedlitica. Ferreira et al. (1999) observé un incremento en la actividad protedlitica durante la
produccion de xilanasas por Aspergillus awamori cuando el contenido de humedad del
sustrato superaba el 80 %. Sin embargo, es necesario corroborar el efecto, para determinar si el

nivel de humedad esta relacionado con la aparicion de actividad proteodlitica.
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9. CONCLUSIONES

e El método de conservacion en agua destilada, basado en tiras de papel permitid
mantener viable el hongo por un periodo de 5 meses. De manera que se puede
considerar como una alternativa sencilla y de bajo costo para la conservacion de la

cepa, evitando el consumo de energia eléctrica.

e La velocidad de crecimiento superficial de Trametes sp. EUM1 sobre paja de avena y
sobre rastrojo de maiz, esta influenciada por el tipo de sustrato, pero no de la fuente de

sales minerales adicionada como cachaza.

e EIl mejor método de extraccion de enzimas lignoceluloliticas fue con agua destilada

con 30 min, lo anterior permitié medir los cambios de pH a lo largo del cultivo sélido

e Los niveles y la productividad de enzimas lignoceluloliticas se incrementaron
drasticamente al modificarse la temperatura de 30 a 40 °C. Este intervalo de
temperatura fue mayor al utilizado por otros hongos mesoéfilos para producir enzimas

lignoceluloliticas.

e La temperatura de 40 °C fue la idonea para la produccion de celulasas y xilanasas;

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

e Las caidas de actividad de celulasas y xilanasas mas drésticas se presentaron a la
temperatura de 40 °C. Todas, las caidas de actividad enzimatica estuvieron
relacionadas con las caidas de proteina extracelular y con los incrementos de pH, lo
cual puede ser indicio de la presencia de actividad proteolitica, pero con efectos

diferentes para cada enzima.
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10. PERSPECTIVAS

Es necesario estudiar los factores que impiden mantener los niveles de produccion constantes.
El primer paso seria determinar los niveles de produccion de proteasas a distintos valores de
humedad con el objeto de verificar si el nivel de humedad utilizado en este estudio favorecio
la aparicién de actividad proteolitica, de ser asi, se debe reducir el contenido de agua del
cultivo para disminuir los niveles de produccion de proteasas, lo cual permitiria elevar la
produccion de enzimas. Después, se deben obtener los perfiles y el tipo de proteasas para cada
una de las temperaturas que se evaluaron, para determinar el efecto de las mismas sobre la
produccion de enzimas durante el transcurso del cultivo, lo anterior aportard informacion
acerca del tipo de proteasas que limitan en mayor grado el mantener los niveles de produccion
de enzimas, ademads, de la forma en que estas regulan la producciéon de cada una de las
enzimas producidas de acuerdo a la temperatura del cultivo. Con esta informacion, se podria
explicar el incremento observado en la produccion de lacasas a 45 °C y las caidas abruptas de
actividad de celulasas y xilanasas a 40 °C, asi como, para los otros perfiles obtenidos a las

demas temperaturas.
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12. ANEXOS
ANEXO 1

L.I. Balance de agua del sustrato

Para llevar a cabo la fermentacion solida fue necesario ajustar el contenido de humedad del
sustrato a 80%, para esto, primero se determino el contenido de humedad inicial del rastrojo
de maiz por triplicado con un analizador de humedad (OHAUS MB45) utilizando muestras de
1g del solido. Después el contenido de agua se ajustd utilizando las siguientes ecuaciones y
consideraciones:

Balance de agua total (1)

YgH,O + X*A=0.8MH

Balance de materia seca (2)

BxX =02+xMH

Donde:

Yg H,0 = gramos de agua que se deben agregar

X = gramos de rastrojo de maiz total que se debe pesar

A = porcentaje de humedad inicial del rastrojo de maiz (11 %)

B = porcentaje de materia seca inicial del rastrojo de maiz (89 %)

MH = base de calculo de materia himeda en gramos (10 g de materia humeda)

De la ecuacion 2 se despejo a X que son los gramos de rastrojo de maiz necesarios para tener 2
g de sustrato seco, el valor obtenido se sustituyd en la ecuacion 1. A partir de ésta se
determind que los gramos de agua totales (Yg H,O) que deben agregarse por cada 2 g sustrato
seco fueron 7.6 g, sin embargo, se agregaron 8§ g de agua para compensar la perdida después

de la esterilizacion, lo cual fue corroborado posteriormente.

LIL. Curva patron de glucosa y xilosa

Para construir la curva se realizaron diluciones sucesivas de una solucion madre de 2 mg/mL
de glucosa 6 xilosa. En tubos etiquetados del 1 al 7 se les adicion6 1 mL de amortiguador de
citratos (50 mM, pH 5) para la curva patron de glucosa 6 (50 mM, pH 5.3) para xilosa. En el

tubo N#1 se le adiciond 1 mL de la solucion con 2 mg /mL de glucosa 6 xilosa, al tubo N#2 se
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adicion6 1 mL de la solucioén anterior y asi sucesivamente hasta llegar al tubo N#6, en este
caso se desecho un mL. Después de adicionar 1.5 mL de DNS, todos los tubos se mantuvieron
en ebullicion durante 5 min, se enfriaron en agua con hielo, y se determin6 la absorbancia a
una longitud de 640 nm de cada uno de ellos tomando como blanco al tubo N# 7, el cual no
contenia glucosa ¢ xilosa, sino amortiguador de citratos. La curva de glucosa 6 xilosa se

realizé por duplicado.

1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL /'lmL
S I I 5 -
1 2 3 5 7
2mg/mL 1mg/mL 0.5mg/mL  0.25mg/mL 0.125mg/mL  0.0625mg/mL 0.03125mg/mL Amortiguador
1.5 -
y =0.5676x
R’ =0.998
g 1
=
—
<t
o
72]
&
0.5 -
0 \ \ \ 1
0 0.5 1.5 2

mg}mL

Figura 1. Curva patrén de glucosa. ([) Datos experimentales, (—) Modelo lineal
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R? =0.9982
1 _
=
=
(=}
<
\o
7]
2
0.5 -
0 T T T 1
0 0.5 1 1.5 2

mg/mL

Figura 2. Curva patron de xilosa. ([) Datos experimentales, (—) Modelo lineal

LIIL. Curva patron de albiumina sérica bovina (ASB)

Se prepar6 una solucion de ASB de 1 mg/mL, diluyendo 0.1 g de ASB en 100 mL de agua.
Posteriormente se tomo un volumen de 2.5 mL de esta solucién y se diluyd con agua destilada
hasta 50 mL en un matraz aforado para obtener una concentracion final de 50 pg/ml®. A
partir de esta solucidon se realizd una serie de diluciones con agua destilada para obtener un
intervalo de concentraciones de ASB de 1 a 10 pg/ml. Para iniciar la reaccion se agregé el
reactivo de Bradford en cada una de las concentraciones evaluadas. Después de 5 min de
reaccion a temperatura ambiente se determiné la absorbancia a 595 nm utilizando como blanco

la solucion sin ASB. La curva se realizo por duplicado.
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Tabla 1. Volumen de reactivos empleados para la curva patréon de BSA

Tubo BSA®) (ul) Agua (ul) | R.Bradford (uL) [BSA]
(ng/mL)
Blanco 0 800 200 0
1 20 780 200 1
2 40 760 200 2
3 60 740 200 3
4 80 720 200 4
5 100 700 200 5
6 120 680 200 6
7 140 660 200 7
8 160 640 200 8
9 180 620 200 9
10 200 600 200 10
0.4 -
y =0.033x
0 | R’ =0.9993

ABS 595nm
[—]
N

0.1 -

pg/mLBSA

Figura. 3. Curva patrén de albimina sérica bovina. ([]) Datos experimentales, (—) Modelo lineal



ANEXO II

I1.1I. Analisis estadistico: Método de conservacion

Tabla 1. Analisis de varianza (ANOVA) mostrando la influencia de varios factores en la velocidad de

crecimiento radial de Trametes sp. EUM1 después de conservarse por 5 meses en agua destilada (¢=0.05)

Grados de Suma de Cuadrado
Fuente libertad cuadrados | de la media Valor de F Pr>F
Mes 4 0.0049 0.0012 7.89 0.0039
Conservacion 1 0.0143 0.0143 90.72 0.0001
Mes*conservacion 4 0.0118 0.0029 18.79 0.0001

Tabla 2. Comparacion de medias de la velocidad de crecimiento radial de de Trametes sp. EUM1 después

de conservarse por 5 meses en agua destilada

, por el método de Tukey (0=0.05)

Tratamiento Media Numer(? de Agrupamiento
observaciones

1Conservacion 0.6870 2 A

3 Control 0.6805 2 A

2 Control 0.6800 2 A

5 Control 0.6795 2 A

4 Control 0.6745 2 A

1 Control 0.6510 2 A B
2 Conservacion 0.6390 2 A B C
5 Conservacion 0.6020 2 A B D
3 Conservacion 0.5940 2 C D
4 Conservacion 0.5760 2 D

Nota: medias con la misma letra no difieren significativamente

Tabla 3. Analisis de varianza (ANOVA) mostrando la influencia de varios factores en la biomasa de
Trametes sp. EUM1 después de conservarse por 5 meses en agua destilada (0=0.05)

Grados de Suma de Cuadrado
Fuente libertad cuadrados | de la media Valor de F Pr>F
Mes 4 14.5298 3.6324 2.80 0.0853
Conservacion 1 107.7872 107.7872 82.99 <0.0001
Mes*conservacion 4 23.5069 5.8767 4.52 0.0241

Tabla 4. Comparacion de medias de la biomasa de Trametes sp. EUM1 después de conservarse por 5 meses
en agua destilada, por el método de Tukey (0=0.05)

Tratamiento Media Numer? de Agrupamiento
observaciones
4 Control 32.270 2 A
3 Control 31.865 2 A
1Control 31.195 2 A
2 Control 30.530 2 A
5 Control 30.485 2 A
2 Conservacion 29.580 2 A B
1 Conservacion 27.790 2 B C
4 Conservacion 25.810 2 B C
3 Conservacion 25.360 2 B C
5 Conservacion 24.590 2 B C
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Tabla 5. Analisis de varianza (ANOVA) mostrando la influencia de varios factores en la velocidad de
crecimiento radial de Trametes sp. EUM1 sobre residuos agroindustriales (¢=0.05)

Grados de Suma de Cuadrado
Fuente libertad cuadrados | de la media Valor de F Pr>F
Sustrato 1 0.2979 0.2979 4167.17 <0.0001
Cachaza 2 0.0003 0.00014 1.94 0.1857
Sustrato*Cachaza 2 0.0007 0.00034 4.72 0.0307

Tabla 6. Comparacion de medias de la velocidad de crecimiento radial de Trametes sp. EUMI1, obtenida
sobre mezclas de residuos agroindustriales, por el método de Tukey (¢=0.05)

Tratamiento Media Numer(? de Agrupamiento
observaciones
Rastrojo de maiz: cachaza (80:20) 0.6546 3 A
Rastrojo de maiz: cachaza (90:10) 0.6396 3 A B
Rastrojo de maiz: cachaza (100:0) 0.6302 3 B
Paja de avena: cachaza (100:0) 0.3871 3 C
Paja de avena: cachaza (80:20) 0.3837 3 C
Paja de avena: cachaza (90:10) 0.3816 3 C

Nota: medias con la misma letra no difieren significativamente

Tabla 7. Prueba de contrastes sobre la velocidad de crecimiento radial de Trametes sp. EUMI, obtenida

sobre mezclas de residuos agroindustriales (¢=0.05)

Grados Contraste Cuadrado
Contraste de suma de . Valor de F Pr>F
. de la media
libertad cuadrados
Cachaza lineal 1 0.0000267 0.0000267 037 0.5525
Cachaza cuadratico 1 0.00025100 | 0.0002510 351 0.0854
Avena lineal 1 0.00001734 | 0.00001734 0.24 0.6313
Avena cuadratico 1 0.00002939 | 0.00002939 0.41 0.5335
Rastrojo de maiz | 0.00013160 | 0.00013160 1.84 0.1999
lineal
Rastrojo de maiz 1 0.00077487 | 0.00077487 10.84 0.0064
cuadratico
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IL.II. Analisis estadistico: Extraccion de enzimas

Tabla 8. Analisis de varianza (ANOVA) mostrando la influencia de varios factores en la recuperacion de
celulasas del rastrojo de maiz (0=0.05)

Grados de Suma de Cuadrado
Fuente libertad cuadrados de la media Valor de F Pr>F
Tiempo 1 4.4652 4.4615 38.77 0.0003
Agente 1 5.0843 5.0843 44.18 0.0002
Tiempo*Agente 1 0.0828 0.0828 0.72 0.4209

Tabla 9. Analisis de varianza (ANOVA) mostrando la influencia de varios factores en la recuperacion de
xilanasas del rastrojo de maiz (0¢=0.05)

Grados de Suma de Cuadrado
Fuente libertad cuadrados de la media Valor de F Pr>F
Tiempo 1 61.4811 61.4811 42 .35 0.0002
Agente 1 5.7851 5.7851 3.99 0.0810
Tiempo*Agente 1 1.1618 1.1618 0.80 0.3971

Tabla 10. Analisis de varianza (ANOVA) mostrando la influencia de varios factores en la recuperacion de

lacasas del rastrojo de maiz (0=0.05)
Grados de Suma de Cuadrado
>
Fuente libertad cuadrados de la media Valor de F Pr>F
Tiempo 1 36.66604 36.66604 1072.86 <0.0001
Agente 1 12.0 12.0 351.12 <0.0001
Tiempo*Agente 1 4.732608 4.732608 138.48 <0.0001

Tabla 11. Comparacion de medias para la cantidad de celulasas recuperadas del rastrojo de maiz por el
método de Tukey (0=0.05)

Tratamiento Media Numer(? de Agrupamiento
observaciones

Extraccion con agua destilada por 30 min 19.616 3 A
Extraccion con agua destilada por 15 min 18.230 3 B
Extraccion con A. citratos (50 mM, pH 5) 18.150 3 B
por 30 min )

Extraccién con A. citratos (50 mM, pH 5) 17.096 3 C
por 15 min )

Nota: medias con la misma letra no difieren significativamente

Tabla 12. Comparacion de medias para la cantidad de xilanasas recuperadas del rastrojo de maiz por el

método de Tukey (0=0.05)

Tratamiento Media Numer(? de Agrupamiento
observaciones

Extraccion con agua destilada por 30 min 30.893 3 A
Extraccion con A. citratos (50 mM, pH 5) 30.120 A B

por 30 min )

Extraccién con agua destilada por 15 min 26.986 3 B C
Extraccién con A. citratos (50 mM, pH 5) 24.976 3 C

por 15 min :

Nota: medias con la misma letra no difieren significativamente
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Tabla 13. Comparacion de medias para la cantidad de lacasas recuperadas del rastrojo de maiz por el
método de Tukey (0=0.05)

Tratamiento Media Numer(? de Agrupamiento
observaciones

Extraccion con agua destilada por 30 min 9.1040 3 A
Extraccnqn con A. citratos (50 mM, pH 5) 5 8480 B
por 30 min

Extraccion con agua destilada por 15 min 4.3520 3 C
Extraccu{n con A. citratos (50 mM, pH 5) 3 6080 3 D
por 15 min

Nota: medias con la misma letra no difieren significativamente
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ILIIIL. Analisis estadistico: Produccion y productividad de enzimas

Tabla 14. Comparaciéon de medias de la produccion de celulasas, obtenida a varias temperaturas, por el método de Tukey (¢=0.05)

Temperatura . . . , , , . . , , , , .
I(Jo ) Dia 0 Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9 | Dia10 | Dia11 | Dia 12
30 1.141A 1.163C 1.208C 2.356C 2.314C 5.429D 21.452D 35.240B 42.088A | 26.838A | 19.323B | 13.987C | 12.553C
35 1.135A 2.040B 2.356C 3.657C 16.475B | 28.695B | 35.875B 42.220A 37.727A | 30.440A | 26.500A | 20.545B | 18.070B
40 1.195A 3.455A 8.880A 16.840A | 22.750A | 44.795A | 65.850A | 38.625AB 31.780B | 29.590A | 28.835A | 30.100A | 29.770A
45 1.142A 3.674A 6.301B 9.502B 14.633B | 22.055C | 30.273C 25.230C 22.861C | 19.988B | 16.187B | 14.477C | 14.462C
Nota: medias con la misma letra no difieren significativamente
Tabla 15. Comparacién de medias de la produccion de xilanasas, obtenida a varias temperaturas, por el método de Tukey (0=0.05)
Temperatura ; , ; , . . , . , , , , ,
l()0 ) Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9 | Dia10 | Dia11 | Dia 12
30 4.905B 3.805B 2.565C 4.223C 8.448D 21.970C 37.352D | 52.421D | 56.713B | 38.660C | 33.823C | 34.641D | 33.428C
35 5476AB | 7.501A 13.255B | 19.590B | 31.700B 42.095B 65.420B | 80.660B | 60.391B | 54.835B | 45.360B | 40.535C | 39.54BC
40 5.449AB 8.345A 18.018A | 48.333A | 66.216A 112.165A 161.00A | 106.98A | 77.378A | 70.405A | 61.958A | 62.844A | 63.321A
45 7.220A 7.460A 11.275B 16.350B 18.940C 29.055C 45.335C | 62.165C | 54.975B | 51.160C | 47.480B | 46.665B | 44.655B

Nota: medias con la misma letra no difieren significativamente
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Tabla 16. Comparacion de medias de la produccién de lacasas, obtenida a varias temperaturas, por el método de Tukey (¢=0.05)

Temperatura . . . , . . . . . . , . .
I()o ) Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia9 | Dial10 | Diall | Dia 12
30 0.028B 0.052B 0.108B 0.304B 3.813B 4.640BC 4.582D 3.692D 3.054D 2.668C 2.552C 2.262C 1.798C
35 0.036B 0.106A 0.241A 2.106A 6.265A 10.03A 12.638A | 10.198A 9.328A 8.723A 6.673B 4.905B 4.398B
40 0.110A 0.098A 0.104A 0.145C 2.514C 5.292B 8.555B 8.308B 6.345C 4.660B 2.088C 1.334D 1.113D
45 0.112A 0.119A 0.222B 0.309B 2.610C 4.543C 6.264C 6.742C 7.660B 8.724A 10.053A 9.956A 9.731A

Nota: medias con la misma letra no difieren significativamente

Tabla 17. Comparacion de medias de la productividad de enzimas lignoceluloliticas obtenida a varias temperaturas por el método de Tukey(0=0.05)

Temperatura (°C) Celulasas Xilanasas Lacasas
30 5.265C 7.090D 0.930C
35 6.035B 11.520B 2.105A
40 10.975A 26.835A 1.425B
45 50.050C 8.880C 1.010C

Nota: medias con la misma letra no difieren significativamente
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IL.IV. Analisis estadistico: Produccion de proteina extracelular

Tabla 18. Comparaciéon de medias de la produccion de proteina extracelular en cultivo sélido, obtenida a varias temperaturas, por el método de Tukey ((¢=0.05)

Temperatura , , , ; , , , , , , , , ,
]()0 0) Dia 0 Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5§ Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia10 | Diall | Dia 12
30 4.014C 4.045C 4.234C 5.031C 5.848B 6.439C 7.145C 8.272C 10.880B 12.004A 9.785B 9.229B 9.254C
35 5.659AB 6.302B 7.165B 8.336B 10.026A 11.987B 12.827B 14.39AB 13.305A 12.294A 10.880A 9.820AB 9.703BC
40 5.330B 5.835B 6.564B 7.417B 10.325A 14.218A 17.628A 15.554A 13.155A 11.978A 11.187A 11.369A 11.569A
45 6.459A 7.404A 8.713A 10.058A 10.686A 11.336B 12.092B 12.949B 12.29AB 11.806A 11.732A 10.932A 10.65AB

Nota: medias con la misma letra no difieren significativamente

IL.V. Analisis estadistico: Cambios de pH durante el cultivo sélido

Tabla 20. Comparacion de medias de los cambios de pH del cultivo sélido, obtenido a varias temperaturas, por el método de Tukey ((¢=0.05)

Temperatura , , . , , , , , , ; ; , ;
I()O 0) Dia 0 Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia10 | Diall | Dia 12
30 6.525A 6.515A 6.370A 6.325A 6.165A 6.000AB 5.865B 5.825B 5.835C 5.785C 5.865C 6.015C 6.075C
35 6.281AB 6.169BC 5.830B 5.769C 5.751B 5.815B 5.970AB 6.049B 6.150B 6.214B 6.230B 6.249B 6.330B
40 6.200B 6.060C 5.950B 5.935BC 5.705B 5.905AB 6.150A 6.435A 6.560A 6.685A 6.920A 7.065A 7.065A
45 6.525A 6.365AB 6.270A 6.175AB 6.125A 6.110A 6.130A 6.040B 5.955BC | 6.015BC 6.250B 6.380B 6.425B

Nota: medias con la misma letra no difieren significativamente
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II.VI. Analisis estadistico: Cambios de humedad durante el cultivo solido

Tabla 21. Comparacion de medias de los cambios de humedad del cultivo sélido, obtenida a varias temperaturas, por el método de Tukey ((0=0.05)

Temperatura (°C) Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12
30 80.136A 79.690A 79.436B 80.510A 81.240B
35 79.930A 79.50A 80.236A 80.996A 82.166A
40 79.906A 79.690A 79.97AB 80.000A 81.250B
45 79.816A 78.713B 78.836C 78.756B 79.263C
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