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RESUMEN

Se identificaron tres cepas de hongos aisladas de troncos de madera mediante el
andlisis filogenético de la regién de rDNA de ITS como Trametesversicolor (CMU-
TAO1L), Irpexlacteus (CMU-84/13) y Phlebiopsissp. (CMU-47/13). Se realizd un simple
ensayo de fermentacién en estado sdlido (SSF) para analizar la capacidad de las cepas
fangicas de crecer y blanquear la pulpa Kraft (KP). En SSF conducido sin o con baja
concentracién (0,5% p / v) de glucosa, las tres cepas blanquearon KP con diferentes
grados de eficiencia. EI mejor porcentaje de reduccion del numero de kappa obtenido
con Phlebiopsissp. (48,3%), T. versicolor (43%) e Irpexlacteus (39,3%), lo que
demuestra su capacidad para la descomposicién de la lignina. Estos porcentajes de
reduccion del niumero de kappa de KP son iguales o mejores que los reportados
anteriormente para otros hongos de pudricién blanca, y la deslignificacion de KP por
Phlebiopsissp. se reporta por primeravez. Las imagenes de microscopia electronica de
barrido (SEM) de fibras KP en ensayos de SSF demostraron rugosidad aumentada,
estrias, hendiduras y ranuras, mostrando una modificacion significativa de la pared
celular. En medio liquido suplementado con KP al 0,5% (p / v), el T. versicolor produjo
los niveles mas altos de lacasa extracelular (Lac, 99,94 + 4,58 U/ mL), Manganesa-
peroxidasa (MnP, 82,96 + 2,99 U / mL) y lignina-peroxidasa (LiP, 39,06 + 4,66 U/ mL),
mientras que Phlebiopsissp. y . lacteus no mostraron actividad Lac y baja LiP. Por lo
tanto, la actividad de MnP se asocio fuertemente con la capacidad de deslignificacion

de las cepas estudiadas.



Abstract

Three fungal strains isolated from wood logs were identified by phylogenetic analysis of
ITSrDNA region as Trametes versicolor (CMU-TAO1), Irpexlacteus (CMU-84/13), and
Phlebiopsis sp. (CMU-47/13). A simple solid-state fermentation assay (SSF) was
implemented to analyze the capability of fungal strains to grow on and bleach kraft pulp
(KP). In SSF conducted without or with low concentration (0.5% w/v) of glucose, the
three strains bleached KP with different degrees of efficiency. The best percentage
kappa number reductions obtained with Phlebiopsis sp. (48.3%), T. versicolor (43%),
and Irpexlacteus (39.3%), evidencing their capability for lignin breakdown. These
percent kappa number reductions of KP are equal or better than those previously
reported for other white-rot fungi, and KP delignification by Phlebiopsissp. is reported for
the first time. Scanning electron microscopy (SEM) images of KP fibers in SSF assays
demonstrated increased roughness, striation, clefts, and grooves, showing significant
cell wall modification. In liquid medium supplemented with 0.5% (w/v) of KP, T.
versicolor produced the highest levels of extracellular laccase (Lac, 99.94+4.58 U/mL),
Manganese-peroxidase (MnP, 82.96+2.99 U/mL), and lignin-peroxidase (LiP,
39.06+4.66 U/mL) activities, whereas Phlebiopsis sp. and I. lacteus showed no Lac and
low LiP activities. Thus, MnP activity was strongly associated with the delignification

ability of studied strains.

Keywords:white-rot fungi, ligninolytic enzymes,kraft pulp bleaching,Trametes, Phlebiopsis, Irpex.
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NOMENCLATURA

SSF Fermentacion en estado soélido (SSF)

KP Pulpa de celulosa Kraft
LiP Lignin Peroxidasa
Lac Lacasa

MnP ManganesoP eroxidasa

NK indice de Kappa
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CAPITULO | ANTECEDENTES

1.1Caracteristicas estructurales Pared celular.

El CO, atmosférico es fijado por los tejidos vegetales a través del complejo
fotosintético, constituyendo el paso mas importante en la incorporacion de carbono
inorganico a los ecosistemas. Parte de este CO; esincorporado en las plantas en forma
de tejidos de defensa y sostén, constituido mayoritariamente por lignina, celulosa y
hemicelulosas. La celulosa es un polisacarido formado por largas cadenas lineales de
D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos B-(1,4). Las cadenas formadas, unidas entre
si por puentes de hidrogeno, dan lugar a las microfibrillas de celulosa Figura.1l. Estas
microfibrillas se agregan a su vez mediante puentes de hidrégeno. La composicion de
la celulosa es semejante en todas las plantas. Las microfibrillas de celulosa se

encuentran embebidas en una matriz de polisacarido que constituye la hemicelulosa.

Organizacion estructural de la Distribucion de celulosa, hemicelulosa y
pared celular lignina en la pared celular

| Pared
secundarig

Membrana
plasmitica

Pared
secundaria
Pared . Roseta
secundaria
b Lignina
Pared
secundaria

41 Celulosa

=+ Hemicelulog
Pared

primaria

Ll Proteina

Pared
intermedia L. Laminilla medi

Pared
primaria

—

Figura 1. Estructurade lamaderay de la pared de las fibras vegetales, adoptado de Menon y
Rao (2012)

La hemicelulosa es un heteropolisacarido ramificado de cadenas cortas que,
generalmente, se clasifica de acuerdo al principal residuo azucarado presente en el
esqueleto del polimero. Las hemicelulosas mas abundantes tienen un esqueleto

formado por xilano (cerealesy madera de caducifolias) y galacto-glucomanano (madera
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de coniferas), constituido por unidades de D-xilosa y D-manosa unidas por enlaces [3-
(1,4), respectivamente (Aro et al., 2005). Las hemicelulosas menos abundantes son el
arabinano, constituido por unidades de L-arabinosa unidas por enlaces a-(1,4), y el
galactano, constituido por unidades de D-glucosa unidas por enlaces B-(1,3). Las
cadenas principales de azlcar de las hemicelulosas son modificadas por grupos
laterales, como el acido 4- O-metilglucurénico, la arabinosa, la galactosa y grupos
acetilo, haciendo que las hemicelulosas sean mas ramificadas y variables en
estructura. La estructura de la celulosa en la pared se encuentra reforzada por la
lignina, un polimero complejo, altamente ramificado e insoluble, formado por unidades
sustituidas de fenilpropano unidas por diferentes tipos de enlaces, dando lugar a una
enmarafiada red que se extiende a lo largo de la pared celular (Aro et al., 2005). La
lignina forma una matriz en intima relacién con las hemicelulosas, ordenadamente
dispuestas, a las que rodea y une mediante enlaces éter (Brunow G, 2001).

En la tabla 1, es posible apreciar las composiciones de diferentes tipos de biomasa
lignocelulésica, de acuerdo a su contenido en celulosa, hemicelulosas, lignina y otros

compuestos que pueden ser extraibles (como resinas).

Tabla 1. Contenido de celulosa, hemicelulosas y lignina en diferentes biomasas
lignocelulésicas en base seca.

Celulosa Hemicelulosas Lignina

Extractivos
(%) (%) (%) (%)
Maderas duras 40 - 55 24 — 40 18 - 25 3-8
Maderas blandas 45 - 50 25-35 25-35 2-5
Cascaras de frutos 25-30 25-30 30 - 40 --
Mazorcas de maiz 45 35 15 -

Pastos 25 - 40 35-50 10- 30 --
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Papel 85 - 99 0 0-15 -

Paja de trigo 30 50 15 --
Hojas 15-20 80 - 95 0 -
Semillas de algodén 80 - 95 5-20 0 -
Papel periédico 40 - 55 25 - 40 18 - 30 --
Pulpa residuo 60 - 70 10 - 20 5-10 --
D('esec'hos so6lidos 8. 15 N 24 - 29 N
primarios

Pasto varilla 45 31 12 -
Bagazo de cafia 22 15 11 --
Paja de trigo 37-41 27 - 32 13-15 5-9
Tallo de maiz 39 - 47 26 - 31 3-5 1-3

1.2 Caracteristicas e structurales de lalignina.

La lignina, después de la celulosa, es el segundo componente mas abundante e
importante de las sustancias organicas poliméricas en las plantas (Fengel & Wegner,
1989). No se encuentralignina presente en plantas primitivas como los hongos, algas y
liquenes (Freudenberg & Neish, 1968). De todos los componentes de la biomasa, la
lignina es el Unico que estd formado por anillos aromaticos; muchos aspectos
relacionados con su comportamiento quimico aun permanecen desconocidos. Un
ejemplo de lo diverso de su quimica es la estructura especifica que la lignina presenta
en la madera dependiendo de la ubicacién en el xilema, sin embargo, los principales
elementos estructurales de la misma han sido identificados (Sjéstrém, 1981). En la
Figura 1 se presentala estructura caracteristica de la lignina de madera suaves (Adler,
1977).
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Figura 2.Modelo estructural de lignina de maderas suaves.

La lignina de maderas suaves se encuentra formada principalmente de unidades
guayacilo originadas por la polimerizacién del alcohol trans coniferilico, la lignina de
maderas duras se encuentra conformada por unidades de guayacilo y siringilo
copolimero formado por el alcohol trans coniferilico y trans sinapilico, la lignina de
arbustos contiene p hidroxifenol derivado del alcohol trans p cumarilico(Azadi et al.,
2013). La Figura 3 muestra la estructura de los alcoholes; la biomasa que contienen
lignina esta formada por una o0 mas de las tres unidades conocidas que se identifican

en la Figura 4: p hidroxifenol, guayacilo y siringilo (Sakakibara & Sano, 2000).
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La presencia de muchos y no sencillos enlaces entre carbono y carbono vuelve
compleja la degradacién del polimero a fragmentos de bajo peso molecular. Aln no ha
sido posible aislar completamente todas las partes que componen la lignina por lo que
se ha complicado el conocer de forma completa la estructura de dicha molécula. En
1968 Freudenberg et al.Realizaron el trabajo de biosintesis de la lignina in vitro lo cual
ha ayudado a conocer un poco mas de su estructura (Sakakibara & Sano, 2000). Se
sabe que los siguientes procesos son efectivos para la degradacién de la lignina:
hidrogendlisis catalitica, hidrélisis controlada y degradacion por tioacetdlisis o
tioacidolisis seguida por una reduccién (Sakakibara & Sano, 2000). Los datos
cuantitativos que se pueden tener respecto al nimero de estructuras y enlaces
presentes pueden ayudar a conocer mas de su comportamiento. Los rayos ultra violeta
(UV), infrarrojos (IR) y la resonancia magnética nuclear (RMN) junto con algunas
modificaciones quimicas han contribuido a estimar la frecuencia de los grupos
funcionales y los tipos de enlaces (Sakakibara & Sano, 2000).

14



1.2.1. Enlaces presentes entre los monémeros de lalignina

Los enlaces tanto Carbono-Carbono como Carbono-Oxigeno son ambos
identificados en la lignina. El grado de entrecruzamiento de la lignina, y por ende la
rigidez de su estructura, depende del grado de sustitucidn. Asi para el caso de maderas
suaves, la estructura G es dominante, mientras que, en maderas duras, las ligninas
contienen normalmente una mezcla de las estructuras Sy G, siendola S la mayoritaria,
mientras que las estructura H es predominante en ligninas de pastos (Doherty et al.,
2010).Los enlaces presentes en la lignina incluyen B-O-4, 5-5, B-5, 4-0-5, B-1,
dibenzodioxocinay B-B, siendo el enlace p-O-4 el enlace dominante en mas de la mitad
de las estructuras de unién propias de la lignina (Zakzeski, J et al 2010). La abundancia
relativa de los tipos de enlaces en algunas maderas suaves y maderas duras se

muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Abundancia de enlaces en lignina de madera

MADERA p-0-4 a-0-4 4-0-5 B-5 -1 B-B 5-5

Madera 46 6-8 3.5-4 9-12 7 2 9.5-11
suave

(Softwood)

Maderas 60 6-8 6.5 6 7 3 4.5
duras

(Hardwood)

Resaltando que el enlace predominante en ambas maderas es el B-O-4. Las maderas
duras contienen cerca de 1.5 veces mas enlaces B-O-4 en comparacion con la lignina
de las maderas suaves (Azadi, P et al., 2013). Un porcentaje aproximado de los tipos

de enlaces en las maderas suaves y duras, se puede observar en la figura 2.6.

La composicion de la lignina presente en las maderas suaves y duras discrepa en la
abundancia de los alcoholes p-coumarilico, coniferilico y sinapilico. Los alcoholes
coniferilicos componen cerca del 90% de la lignina de maderas suaves, mientrasque,
en la lignina de maderas duras, existen proporciones similares de alcohol coniferilico y
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sinapilico (Zakzeski, J et al 2010). Los grupos metoxilo adicionales de los anillos
aromaticos evitan la formacion de enlaces 5-5 o dibenzodioxocina, teniendo como
consecuencia que la lignina de maderas duras tenga una estructura mucho mas lineal
en comparacion con la de maderas suaves (Zakzeski, J et al 2010). La presencia de
diversos grupos funcionales como: metoxilos, hidroxilos fenélicos, hidroxilos alifaticos,
alcoholes bencilicos no ciclicos. Benciléter y carbonilos; permite la reactividad de la

lignina en varias reacciones quimicas de interés (Azadi, P et al., 2013).

/,_l| N (i do i X% p?
® !
0ud & i

Linkages A-0-4 x-0-4 4-0-5
Softwood (%) 46 -8 35-4
Hardwood (¥) 60 6-8 5

GG

Linkages g=5 g=1 B 5-5
Softwood (% 9-12 7 2 95-11
Hardwood (%) 6 7 3 45

Figura 5. Proporcionesde losenlaces entre las unidades de la lignina en maderas
suaves y duras.

1.3 Degradacién de material lignocelulésico.

La madera y otros materiales lignoceluldsicos representan la mayor fuente de energia y
materia organicarenovables de la biosfera. La mayor parte de la biomasa del planeta
estd constituida por materiales lignocelulésicos, por lo que la degradacion de estos
compuestos representa el proceso biodegradativo mas importante en el ciclo del
carbono (Blanchette,1995).
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En el proceso de biodegradacion intervienen un gran ndmero de enzimas (como
hidrolasas y oxidorreductasas) secretadas por diferentes tipos de organismos, en el
gue ademas juegan un papel importante compuestos de bajo peso molecular y
radicales libres (Higuchi, T. 1985). La conversiéon de celulosas y hemicelulosas en
azUcares mas simples es llevada a cabo por un gran nimero de organismos (bacterias,
hongos y protozoos) que secretan diferentes tipos de hidrolasas capaces de degradar
estos polisacaridos en mono y disacaridos. Entre las hidrolasas que degradan celulosa
se encuentran las enzimas pertenecientes al complejo celulasa formado por
endoglucanasas (hidrolizan enlaces glicosidicos en el interior de la molécula de
celulosa), exoglucanasas (hidrolizan los enlaces de los extremos no reductores de la
cadena de glucosa liberando celobiosa o glucosa) y beta-glucosidasas (transforman la
celobiosa y otras celodextrinas en glucosa). Dentro de las enzimas que degradan
hemicelulosas (endo y exoxilasasas y beta-xilosidasas) podemos encontrar diferentes
tipos con alta especificidad dependiendo de los azlcares mayoritarios que forman las
cadenas. Se han descrito muchos organismos capaces de degradar polimeros aislados
de la pared celular, especialmente polisacéridos. Sin embargo, para poder acceder a
estos polimeros durante la colonizacion del material lignoceluldsico es necesaria la
alteracion o degradacion previa de la lignina. El tamafio del polimero de lignina hace
imposible su absorcion intracelular y su complejidad estructural dificulta su degradacién
(Aust, S. D. 1990). Por esta razon, la degradacion de la lignina constituye el paso

esencial en el reciclado de carbono dentro de los ecosistemas terrestres.

1.4. Mecanismosimplicados enladegradacion de lignina.

La biodegradacion de la lignina es un proceso complejo catalizado por enzimas

extracelulares que muestran una gran inespecificidad.

El proceso implica tanto la despolimerizacion inicial de la lignina como la
transformacién que sufren los productos derivados de la misma para incorporarse en
las rutas generales del metabolismo. El sistema enzimatico ligninolitico extracelular
estd formado por dos tipos de actividades enziméticas, peroxidasas y oxidasas
(Brunow G, 2001).
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Los hongos de podredumbre blanca (HPB) son reconocidos por su produccién de
enzimas lignoliticas. Dichas enzimas pertenecen a los grupos de las fenoloxidasas y
peroxidasas, entre las cuales es posible distinguir a la Lacasa (Lac),

manganesoperoxidasa (MnP) y lignin-peroxidasa (LiP).

1.4.1. Lacasas.

Las lacasas son enzimas que hacen parte del sistema enzimatico ligninolitico producido
por los hongos de podredumbre blanca. Es una fenol oxidasa con cobre que oxida
anillos de lignina en ausencia de LiP. Estas enzimas extracelulares poseen un grupo
Nglicosilato que presenta en su estructura dos monosacéridos: Manosa y
Nacetilglucosamina; contiene ademas cadenas glicosidicas unidas a oxigeno y
nitrégeno, cuya masa molecular aproximadamente se encuentra entre 60-390 kDa
(Call, HP. 1997). Esta enzima requiere de peroxido de hidrégeno que oxida al ion hierro
paraaumentar el estado de oxidacion en el cual la enzima es capaz de despolimerizar
ligninay sus derivados para llevar a cabo su ciclo catalitico (Fig. 6); ademas reduce el
oxigeno a agua y simultdneamente realiza la oxidacién de un electron y muchos
sustratos arométicos. Al mismo tiempo cataliza la remocién de un atomo de hidrogeno
por un grupo hidroxilo de metoxi sustituyendo orto y para difenoles. La lacasa es
también capaz de oxidar otros sustratos como aminas aromaticas, coloca aldehidos y

compuestos no fendlicos con radicales libres (Zille, et al 2003).

Estructuralmente en el sitio activo la enzima posee cuatro atomos de cobre (como
Cu*en el resto de la enzima) los cuales estan distribuidos en tres sitios diferentes de
su estructura (McGuirl, M 1999). Por lo anteriormente planteado es que la enzima
requiere cobre y oxigeno para oxidar fenoles, polifenoles, aminas aromaticas y
diferentes sustratos no fendlicos, lo que permite que se lleve a cabo la polimerizacién,

dipolimerizacién, metilacién y/o dimetilacion de compuestos fendlicos (Claus, H. 2003).

Con respecto al pH el 6ptimo de estas enzimas puede variar de 3 a 7 con un intermedio
de 4.5 donde es completamente estable a una temperatura de 37°C por un minimo de
5 dias (Gayosso, M 2004). Se ha reportado que son enzimas capaces de oxidar

principalmente sustancias recalcitrantes, como clorofenoles (Fahr, et al., 1999) e
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hidrocarburos arométicos polciclicos, compuestos organofosoforados, fenoles, y

colorantes aromaticos.

Ademas, la produccion de lacasa puede ser fuertemente inducida por la adicion de
elementos como cobre, manganeso, magnesio y mediadores como el ABTS (2,2’-
azino-his[3-etilbenztiazolina-6-acidosulfonico]), L-DOPA, siringaldazina, y 2, 6 DMP e
intermediarios de la degradacion de la lignina entre los que se encuentra el alcohol
veratrilico (Gémez, C., et al 2005), en contraste se inactiva en presencia de zinc, calcio,

hierro y tirosina (Zille, et al 2003).

Diferentes estudios llevados a cabo por Nyanhongoy col, 2002, han demostrado que la
mayor actividad de lacasas y el nivel madximo de produccion no es constante, este
oscilaentre 5 y 24 dias de fermentacion. Esto sugiere que existen varios factores que
pueden afectar la actividad de las lacasas, como el tipo de cepa, el sustrato y el tiempo
de fermentacién. La actividad de lacasas en varias especies de Trametesse relaciona
con las condiciones de cultivo, y se destaca la fuente de carbonos, el pH del caldo de
fermentacion, la presencia de inductores y de materiales lignocelulésicos, crecimiento

de la biomasa fungica y tiempo de fermentacion.

Las lacasas han tomado gran importancia a nivel industrial por tener diversas
aplicaciones como delignificacion de materiales lignoceluldsicos, biorremediacion de

aguas papeleras y textiles.

Figura 6.Ciclo catalitico de lacasa (Lac).
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1.4.2 Manganeso Peroxidasas (MnP).

La enzima manganeso peroxidasa MnP es una hemo proteina que cataliza la oxidacion
de Mn*? a Mn*® dependiente de peréxido (H20,) (Fig. 7), presenta un potencial de
oxidacion suficiente solamente para absorber electrones de estructuras fendlicas. El
Mn*® es quelado por diferentes acidos organicos como glicolato, y puede oxidar una
amplia variedad de compuestos fendlicos. La enzima es oxidada por H,O, para generar
un intermediario deficiente de un par de electrones, conocido como componente |.
Dicho componente puede ser oxidado ya sea por Mn*? o por sustratos fendlicos,
generando el componente Il. El ciclo es completado cuando el componente Il gana un
electrdn, produciendo que laenzima detenga su actividad (Gayosso, M 2004).En altas
concentraciones de manganeso se genera una inhibicién de la enzima, debido a que se
generan grandes cantidades de peréxido de hidrogeno que rompen el ciclo catalitico de
la enzima y afecta la cantidad de biomasa flingica y el crecimiento micelial del hongo
(Gbémez, C., et al 2005).La actividad de la MnP es estimulada por la accion de lignina
peroxidasas, presencia deCuSQO4 y por sustratos como el lactato, el cual ayuda a la
oxidacion de Mn*? a Mn*3, igualmente el pH es un factor indispensable debido a que la
enzima es inestable a pHs mayores a 7.5, en los cuales la determinacién de la

actividad es nula (Gémez, C., et al 2005).

Figura 7. Ciclo catalitico de la Manganeso Peroxidasa (MnP).
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1.4.3 Lignin Peroxidasa(LiP).

Fue la primera enzima en descubrirse y se asemeja a otras peroxidasas en que
contiene el grupo hemo férricoy funciona siguiendo la via cataliticatipica en que LiP es
oxidada por H,O2 generando un intermediario deficiente de electrones, el cual regresa
a su estado natural de reposo inicial por medio de oxidaciones posteriores (Fernandez,
J. et al 2007).Es una glicoproteina monomérica que contiene 11% de carbohidratos,
con pH 6ptimo entre 2.5 y 3, que cataliza la oxidacién de la lignina y de otros
compuestos que contengan estructuras homélogas a esta, la lignina peroxidasa por
sintesis enddgena de peroxido oxida compuestos arométicos no fendlicos y cliva las
cadenas laterales de aril propano y enlaces éter, abriendo el anillo aromatico e
hidroxilandolo. El ciclo catalitico de la LiP (Fig.8) comienza con la oxidacion de la
enzima a expensas del peroxido de hidrégeno originando la transformacién de su
centro activo en un compuesto intermediario (complejo I, o complejo radical +4). Este
compuesto actlia como generador cationico de radicales libres de Fe. Asi, en presencia
de un compuesto aromatico (fendlico o no) donador de electrones, el compuesto |, es
reducido a compuesto Il (mediante ganancia de un electrén), alavez que se genera un
radical aromatico. Tras una segunda reduccion del compuesto Il con un sustrato
aromatico se regenerala enzima nativa, cerrandose asi el ciclo. No obstante, si existe
un exceso de peréxido de hidrégeno en el medio, la LiP puede sufrir una inactivacion

irreversible, al transformase su centro activo en el compuesto lIl.

Figura 8. Ciclo catalitico de la Lignin Peroxidasa (LiP).

En términos generales, las enzimas o complejo ligninolitico pueden ser ordenadas

segun sus potenciales de oxidacion asi: LiP>MnP>Lacasas. LiP presenta un potencial
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de oxidacion suficientemente elevado para absorber electrones de estructuras
aromaticas no fendlicas, dando origen a radicales catiénicos, los cuales sufren luego
varias reacciones no enzimaticas incluyendo el rompimiento de uniones C-C y C-
O.Todas las anteriores enzimas son expresadas por hongos de la podredumbre blanca
como un proceso idiofasico (Tabla 1), el cual esta ligado a la limitacién de carbono y/o
nitrégeno o sulfato en el medio y su sintesis es particularmente activa con altas

tensiones de oxigeno.

Tabla 3. Actividad enzimatica de los hongos de podredumbre blanca

ENZIMA COFACTOR REACCIONES
Lignina Peroxidasa H,0, Oxidacion de nucleos
aromaticos no fenélicos hasta
(LiP) radicales cationicos.
Manganeso Peroxidasa (MnP) H,O,, Mn*? Oxidacion de Mn™ a Mn™ el
cual oxida fenoles a radicales
fenoxilos.
Lacasa 0,, Cu*™® Reduce Cu™ a Cu™, Reduce
O, a H,0, Oxidacién de
(Lac) fenoles a radicales fenoxilo.

Fuente. (Pinzon, 2004)

1.5.Procesos Quimicos paralaobtenciénde celulosa.

Para la obtencién de pulpa celulésica existen distintos procesos: mecdanicos, semi-
mecanicos, semi-quimicosy quimicos (Libby, 1967); en éste ultimo grupo, a diferencia
de los anteriores, la eliminacion de hemicelulosas y lignina es mayor. En México en el
afio 2011 se produjeron 138,000 toneladas de celulosa mediante proceso quimico a
partir de madera (FAO, 2013). Dentro de los procesos quimicos, el proceso al sulfato,
también conocido como Proceso Kraft, es altamente utilizado a nivel industrial ya que

se obtiene celulosa con mejores propiedades mecéanicas y tiene perfectamente
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establecido el proceso de recuperacién de reactivos. En la Figura 4 se muestra el
proceso Kraft (Diez, 2014).

Turbina de vapor

Licor negro 10-15%

% ‘ Tt Concentracion
licor negro

Virutas

Digestor
Licor negro 70-80%

o | f\(:
T

. Papel Licor blanco

Tanque de disolucidn

Figura 9. Proceso Kraft con recuperacion de reactivos y energia.

1.5.1 Proceso Kraft.

El proceso Kraft o del Sulfato es actualmente el principal método para obtencién de
pulpa y papel obteniéndose grandes cantidades de lignina. Emplea hidroxido de Sodio
y Sulfato de Sodio bajo condiciones altamente alcalinas para romper los enlaces éter
de la lignina. El proceso de deslignificacion ocurre en tres etapas: la primeraa 150 °C y
es controlada por la difusion, la segunda fase ocurre entre 150°C y 170°C y la tercera
se lleva a cabo a temperaturas alin mayores. El porcentaje de deslignificacion es del
90% en peso y ocurre en la segunda etapa, siendo posible la recuperacién de lignina,
al disminuir el pH del licor negro entre 2 a 3.5 con acido mineral, preferentemente 4cido

sulfdrico, o diéxido de carbono segin norma TAPPI T 222 om-02.

En México, la produccién de pulpa lignocelulésica, a partir de madera, tuvo una
cantidad promedio de 358.85 miles de toneladas al afio en el periodo comprendido
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entre 1983 a 1996 y ha reportado Greenpeace en 2006 que por cada tonelada de pulpa

se tienen de forma aproximada 0.4 toneladas de lignina potencialmente recuperables.

Toneladas de pulpa celulésica a partir de madera producidas
y lignina recuperables al afo (INEGI, 2009).

Miles de toneladas

Figura 10. Produccién de pasta lignocelulésica anual y aproximacion de la
lignina recuperable.

La lignina obtenida por este método presenta grupos alifaticos tiol, llamada lignina
Kraft. Estalignina es hidrofdbica y se requiere modificarla, debido a su alto contenido
de azufre (1 al 2%), para mejorar su reactividad y ha sido empleada principalmente en

generacion de energia

1.7. Potenciales usos de la lignina y sus derivados
La lignina tiene un gran potencial para ser usada como fuente renovable de
combustibles y compuestos aromaticos, sin embargo, las tecnologias que permitan su
valorizacion han sido menos desarrolladas que aquellas para la utilizacién de los
polisacéridos de la materia lignoceluldsica. La conversion de lignina puede abrir una
nueva ruta de produccién de combustibles de bajo contenido de carbono y de
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compuestos arométicos provenientes de fuentes fosiles, de tal manera que impacte en

la viabilidad econdmica de la planta (Azadi 2013).

Los productos derivados de la lignina pueden ser usados como combustibles,
solventes, reactivos quimicos y polimeros. De forma breve se exponen las potenciales
aplicaciones de los compuestos derivados de la lignina como combustibles

biorenovables y quimicos aromaticos. (Azadi 2013).

CAPITULOII. INTRODUCCION

2.1 Justificacion

Tradicionalmente se ha utilizado cloro elemental para blanquear las pulpas de celulosa,
pero a pesar de lagran eficacia de este fuerte oxidante, se debe evitar su uso debido a
la formacion de ligninas y fenoles clorados que se liberan a las aguas. Secuencias de
blanqueo més respetuosas con el medio ambiente implican la sustitucién del cloro por
dioxido de cloro, en el caso del blanqueo “libre de cloro elemental” (ECF) y la
eliminacién completa de reactivos clorados a sustituir por peréxido de hidrégeno,
oxigeno u ozono, entre otros en el caso del blanqueo “totalmente libre de cloro” (TCF).
La introduccién de estas tecnologias mas respetuosas con el medio ambiente en la
industria de la celulosa ha traido consigo una mayor dificultad para obtener elevados
grados de blancura en la pasta debido a la lignina residual y a los compuestos
derivados de la misma que son mas dificiles de degradar en el blanqueo TCF.

Se han propuesto procesos biotecnolégicos como una alternativa a las secuencias de
blanqueo quimico de pasta de celulosa Kraft, ya sea para una reduccion en el uso de
compuestos quimicos o como un procedimiento capaz de llevar a cabo el blanqueo en

una manera ecoldgica (blanqueo con hongos ligninoliticos y sus enzimas oxidativas).

Para el presente estudio se aislaron tres cepas de hongos salvajes de troncos de
madera que fueron identificados por analisis filogenéticos como pertenecientes a
Phlebiopsissp., Irpexlacteus y Trametesversicolor. No se ha informado previamente a

ninguna especie de Phlebiopsis para blanquear y deslignificar la pulpa Kraft, y I. lacteus
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ha sido escasamente estudiado al respecto. Se utilizd un ensayo de fermentacion de
estado sélido con bajo suministro de nutrientes con el fin de evaluar el blanqueo de la
pasta krafty la deslignificacion por las cepas estudiadas. Finalmente, se presenta y
discute la induccién de actividades enziméaticas ligninoliticas (lacasa, peroxidasa Mn y

peroxidasa de lignina) observadas en cultivos liquidos suplementados con pulpa kraft.

2.2.Hipoétesis

La delignificacion de la madera de pino y eucalipto para la obtencion de pulpa para
papel puede realizarse de manera eficiente mediante el uso enzimas ligninoliticas

producidas por hongos, sin afectar la calidad del producto final.

2.3.0bjetivo General

Evaluar el potencial de cepas de hongos silvestres del estado de Michoacan para

su aprovechamiento en el proceso de blanqueo de celulosa para la obtencion de

papel.

2.4.0bjetivos especificos.

= Establecer ensayos que permitan identificar cepas con potencial para el
procesamiento de pulpa para la obtencién de papel.

= Caracterizar las cepas mediante analisis filogenético.

= Determinar cuantitativamente la capacidad para producir enzimas ligninoliticas
extracelulares por parte de las cepas seleccionadas.

= Evaluar la capacidad de las cepas seleccionadas para crecer y producir enzimas
ligninoliticas extracelulares en medio basal, medio con pulpa de celulosa y en
medio con CuSO4.

= Determinar el potencial de delignificacién de pulpa de las cepas seleccionadas
en diferentes condiciones de cultivo.

= Caracterizar las modificaciones quimicas y estructurales de la fibra de celulosa

ocasionadas por las cepas seleccionadas.
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CAPITULO Ill. CARACTERIZACION DE LA PRODUCCION DE ENZIMAS
LIGNINOLITICAS EN CEPAS SILVESTRES FUNGICAS UTILIZADAS PARA
BLANQUEAR LA PUNPA KRAFT.

3.1 Introduccion

La biotecnologia aplicada a la fabricacion de pasta y blanqueo en la industria del papel
se ha desarrollado con el objetivo para reducir el impacto en el medio ambiente al
mismo tiempo mantener la calidad de la pulpa (Martin-Sampedro et al., 2015; Kumar et
al. 2016). En particular, etapas que involucran hongos con enzimas oxidativas:lacasa
(Lac), Mn peroxidasa (MnP) y lignina peroxidasa (LiP) han mostrado resultados
prometedores para el blanqueo de pulpa (Bajpai 2012; Upadhyay et al., 2016). Este
enfoque biotecnolégico se esta utilizando actualmente con excelentes resultados en la
pulpa y papel en la produccién a nivel escala (Bajpai 2012). El usolignocelulolitico
microbiano de las enzimas pueden mejorar el efecto blanqueador de reactivos
guimicos, lo que da como resultado reducir el consumo de reactivos y cantidades de
energia requerida (Bajpai 2012; Martin-Sampedro et al. 2015). Enzimas oxidativas
extracelulares que degradadan lignina son producidas por bacterias y hongos
(Hatakkay Hammel 2011; Cragg et al. 2015), y han sido estudiadas para su uso en
pulpeo y blanqueo (Bajpai 2012); Los taxaBasidiomycota son particularmente

importantes fuente de cepas flungicas para estos procesos (Hatakka y Hammel 2011).

Los basidiomicetos de podredumbre blanca degradan eficientemente la lignina dentro
de la pared celular de la planta usando enzimas extracelulares ligninoliticas, como Lac,
MnP y LiP (Hatakka y Hammel 2011). Las principales especies / cepas fungicas
examinadas producir enzimas ligninoliticas extracelulares que se pueden usar en
tratamiento de la madera y bioblanqueo de pasta Kraft; pertenecen a los géneros
Phanerochaete y Trametes. Aunque las cepas de los géneros Phlebia, Physisporinus,
Pleurotus, PycnoporusyBjerkandera (Hatakkay Hammel 2011), entre otros, también se
han analizado, representan un pequefio porcentaje de hongos de podredumbre blanca
(Berrin et al., 2012). Por otra parte, algunos estudios han identificado la variabilidad

fisiologicay diferentes resultados de procesamiento en blanqueo y biocontrol entre las
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cepas que pertenecen al mismo género o especie, incluso de taxones aparentemente
bien estudiados (Levin et al., 2007; Berrin et al. 2012; Daassi et al. 2016). Ademas, la
degradaciéon de lignina por diferentes especies de hongos o cepas depende en la
composiciéon monomeérica de esta compleja estructura (Skyba et al. 2013). Por lo tanto,
en busca de nuevos hongos de diferentes areas geograficas, nuevos tipos de madera,
o diferentes estilos de vida permiten el descubrimiento de cepas con diferentes
capacidades enzimaticas (Oses et al., 2006; Berrin et al. 2012; Daassi et al. 2016), que
varian tanto cuantitativamentey cualitativamente en la afinidad y el procesamiento del
sustrato (Levin et al., 2007; Liew et al., 2011; Martin-Sampedro et al. 2015). El objetivo
del presente estudio fue identificar y caracterizar tres cepas fungicas silvestres, y
determinar su potencial de uso en el bioblaqueo de pulpa Kraft. Apoyar la evaluacion
del potencial biotecnoldgico de las cepas estudiadas, este trabajo combina enfoques no
comunmente encontrados en informes anteriores. Estos enfoques incluyen: (1) Hacer
un robusto andlisis filogenético de las cepas estudiadas basadas en CriteriosMaximos
de inferencia parsimoniosay bayesiana, (2) Aplicando unproceso simple de cribado de
fermentacion en estado sélido (SSF)Ensayos en placas de Petri, (3) Analisis de las
modificaciones de la de pulpaKraft causadas por el tratamiento con hongos por medio
de microscopia electronica de barrido (SEM) y (4) Determinacién de actividades
enziméticas ligninoliticasbasales e inducidas en el cepas estudiadas. Una de las cepas
estudiadas pertenece a Phlebiopsissp., Un género para el que ninguna especie ha sido
previamente estudiada en el blanqued y deslignificacion de la pulpa Kraft. La otra cepa
fue identificada comolrpexlacteus, una cepa extrafia. El tercer taxén de hongos
estudiado es una cepa de T. versicolor que muestra una gran capacidad para secretar
enzimas ligninoliticas en las condiciones del ensayo. Los resultados de este enfoque
fueron comparados y discutidos para evaluar la contribuciény caracterizacion de

hongos para su uso en blanqueo de pulpa Kraft.
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3.2 Materiales y métodos.
3.2.1 Muestreoy procesamiento de pulpa

La pulpa Kraft fue suministrada por ScribeTM en la ciudad de Morelia en el estado de
Michoacan, México. En la fecha de muestreo (13 de enero de 2015), la madera
utilizada en la planta de procesamiento era de pino (Pinussp.) y eucalipto
(Eucalyptussp.) en proporcion 50% - 50%. Después de la digestion Kraft, la pulpa
mostraba un niimero kappa de 13.23 (Tappi T-264 om-88); normalmente, esto proceso
continGa con un paso de refinacion, que se produce en diferentes secuencias de
blanqueo conocidas como acido y alcalinas. La pulpa se recolecté directamente en la
planta en bolsas esterilizadas y almacenadas a temperatura ambiente hasta el
procesamiento. Dentro de la misma semana de recoleccién, la pulpa era secado a 40 °
C en un horno y almacenado a temperatura ambiente hasta que fue utilizada para los

bioensayos.

3.2.2. Cepasfungicas

Las tres cepas fuangicas CMU-TA01, CMU-84/13, y CMU-47/13 utilizadas en este
trabajo fueron aisladas de diferentes ecosistemas en el estado de Michoacan, México y
depositadas en la Coleccién de Cultivos de Cepas de Michoacan (CMU) del Laboratorio
de Biotecnologia y Conservacién Microbiana de la Universidad Michoacana de San

Nicolas de Hidalgo.

3.2.3. Medios Sélidos y Liquidos.

Se utilizbé agar papa dextrosa (APD, DifcoTM, EE.UU.) para mantener las cepas y para
la produccion de indculos. Se utilizé un medio liquido papa dextrosa (PDB, DifcoTM,
EE.UU.) en ensayos de induccion de actividad enzimatica en presencia de pulpa Kraft.
Todos los medios se prepararon segun lo indicado por el proveedor y se esterilizaron

en autoclave a 120 *Cy 15 libras/ pulgada®.
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3.2.4. Generaciéonde Inéculos.

Todas las cepas ensayadas se almacenaron en APD a 4 °C hasta su utilizacién. Los
indculos se generaron usando tapones cilindricos de 6 mm extraidos con un barrenador
de corcho desde el margen de la colonia de micelio en fase de crecimiento de registroy
se inocularon en el centro de una placa Petri de APD de 90 mm. Las placas se
incubaron en la oscuridad a 28 °C hastala fase de medio log, y luego 6 mm de inéculo
se tomé del margen de la colonia como se describe. Estos tapones miceliales se

usaron para ensayos de medios sélidos y liquidos.

3.2.5. Extraccion de ADN, ensayos de PCRy se cuenciacién

El ADN gendmico se extrajo de colonias de micelio que crecen en hojas de celofan
superpuestas en medio APD en placas de Petri de 90 mm usando el sistema Fastprep
24 (MP Biomedicals, EE.UU.) con la Matriz A para la lisis celular de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Se utilizé el par de cebadores ITS-1 e ITS-4 (White et al.,
1990) para la amplificacién de las regiones 1y 2 (ITS1-5.8S- ITS2) del espaciador
transcrito interno del grupo de genes rRNA. La mezcla de reaccion utilizada para todas
las amplificaciones conteniatampén Tris-HCI 10 mM pH 8,0, MgCI2 1,5 mM, 0,2 mM de
cada dNTP, 1 uM de cada oligonucledtido, 0,5 U de polimerasa recombinante Taq
(Invitrogen, EUA) y un total de 25 ng de ADN molde, y el volumen final se ajust6 a 25 pl
con H20 desionizada estéril. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
termociclador Veriti (AppliedBiosystems, USA) con el siguiente esquema de
amplificacion: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C durante 3 min, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 1 min, alineacion a 55°C durante 30
segundos y extensién a 72°C durante 2 min, con una extension final a 72°C durante 10
min. Tanto la integridad del ADN aislado como los productos de amplificacién se
analizaron en geles de agarosa al 1% (p / v) tefiidos con bromuro de etidio. Los
productos de amplificacion se purificaron y secuenciaron por Elim Biopharm (Hayward,
CA, EE.UU.). Las secuencias ITS obtenidas de CMU-84/13, CMU-47/13 y CMU-TAO01
se sometieron a GenBank con los numeros de acceso KY448286, KY448287 y

KY448288, respectivamente.

30



3.2.6. Analisis Filogenético

Las secuencias de los ITS de las tres cepas se analizaron individualmente en la base
de datos de la NCBI GenBank mediante el algoritmo BLASTn. Sélo se seleccionaron
secuencias de especies bien identificadas que mostraban una similitud de 97% o mas
con las secuencias de las cepas caracterizadas para el andlisis filogenético. Se
descartaron las secuencias obtenidas con labusqueda BLASTn a partir de muestras no
cultivadas o sin asignacion de especies. Basandose en los resultados obtenidos a partir
del primer conjunto de secuencias para cada cepa, Se recuperaron secuencias
adicionales del mismo género o taxondmicamente relacionadas de GenBank. Estas
secuencias adicionales fueron necesarias tanto para seleccionar grupos de salida y
para aumentar el nimero de especies bien identificadas taxondmicamente relacionados
con las cepas estudiadas, pero no se proporciona en la busqueda BLASTn inicial.
Estas secuencias adicionales permiten un andlisis filogenético robusto.

Las secuencias fueron alineadas con SATé (Liu et al., 2009a) usando MAFFT (Katoh et
al., 2005) como la herramienta de alineacion de secuencias externas y RaxML
(Stamatakis 2006) como el estimador de arboles. Los alineamientos mejorados a mano
se utilizaron para analisis de parsimonia maxima (MP) e inferencia bayesiana (Bl) para
inferir relaciones filogenéticas. Los analisis parsiménicos se realizaron en PAUP
4.0a150 (Swofford 2003) utilizando una busqueda heuristica con una opcion de rama
de intercambio TBR excluyendo vacios y caracteres no informativos, dejando un total
de 359, 88y 49 posiciones en la matriz final para las cepas CMU -47 / 13, CMU-84/13y
CMU-TAO01, respectivamente. El soporte del nodo se determind para los valores de
arranque con 1000 repeticiones. La inferencia bayesiana (Bl) se realiz6 en MrBayes 3.2
(Ronquist et al., 2012), que realiz6 un muestreo para determinar el modelo mas
apropiado para la sustitucion de nucledtidos durante la ejecucion, por lo que no fue
necesario determinar ese pardmetro a priori con otros paquetes. Cuatro cadenas
MCMC se ejecutaron simultaneamente a partir de arboles aleatorios para 10.000.000
generaciones. Los arboles fueron muestreados cada milésima generacion para un total
de 10.000 arboles. Los primeros 2.500 arboles fueron descartados como la fase de

guemado de cada andlisis. Las probabilidades posteriores se determinaron a partir de
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un arbol de consenso de reglas mayoritarias generado con los restantes 7.500 arboles.
Debido a que no se observaron incongruencias entre el arbol MP y la inferencia
bayesiana, las diferentes matrices se combinaron para el arbol filogenético final. Los

arboles fueron editados y visualizados con otras herramientas de software citadas.

3.2.7 Evaluacion de diferentes compuestos aromaticos.

Estos ensayos se llevaron a cabo en placas Petri (90 mm de diametro) con medio APD
y AEM suplementado con los colorantes Naranja de Metilo (azo), indigo Carmin
(indigoide) y Fucsina Acida (trifenilmetano), todos a una concentracion de 250 mg/L
(Nyanhongo y col., 2002). La solucion stock de cada uno de los colorantes se esterilizd
por filtracion a través de membranas Millipore de 0.45 uM de poro y se adicioné al
medio de cultivo después de que éste se esterilizd por autoclave. También se empled
el sustrato guayacol a una concentracion de 0.01 (Kiiskinen y col., 2004). El guayacol
se disolvié por separado en 20 mL de H,O destiladay se adicioné al medio de cultivo al
momento de la esterilizacion por autoclave. Las placas fueron inoculadas a partir de
precultivos de los hongos de interés en fase logaritmica de crecimiento, los inéculos se
obtuvieron del borde de la colonia con un sacabocados de 6 mm de diametro. El
indculo se coloco en el centro de la placa y en todos los casos se incubd en oscuridad
a 28° C. El crecimiento micelial se determin6 cada 12 horas, mediante la medicién del
didmetro colonial durante 15 dias. El grado de decoloracion se determind visualmente
mediante la formacion de un halo de decoloracion alrededor del micelio en crecimiento;
la oxidacion del guayacol se registro por laformacion de un halo café-rojizo en el medio
de cultivo (Kiiskinenet al. 2004; Nyanhongoet al. 2002). Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

3.2.8 Tratamiento y analisis de pulpa Kraft.

Para analizar el blanqueo de la pulpa por las cepas fungicas, se disefiaron ensayos
simples de fermentacion de estado soélido utilizando tanto fibras de pulpa como
obtenidas de la planta de procesamiento y como un grano fino obtenido por
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fragmentacion en una licuadora. En ensayos independientes, las fibras de pulpa

intactas y fragmentadas (5 g) se extendieron para cubrir la superficie de una placa de

Petride 90 mm y se humedecieron con 10 ml de agua destilada esterilizada. Para los

dos tamafios de particulas, se evalud el blanqueo de hongos por las tres cepas de

hongos tanto en ausencia como en presencia de una baja concentracién (0,5%p/ v) de

dextrosa (Sigma-Aldrich, EE. UU.). La dextrosa se disolvié en el agua afiadida para

humedecer las fibras. Después de la inoculacion en el centro de la placa con los

enchufes cilindricos de micelio de 6 mm (obtenidos como se describié anteriormente),

las mezclas se incubaron a 28°C durante 15 dias. Por lo tanto, se ensayaron tres cepas

para el blanqueo de la pasta Kraft en cuatro condiciones diferentes (particula de

tamafio / dextrosa), generando 12 tratamientos

diferentes (Tabla 4).

Tabla 4. Disefio experimental para blanqueo de pulpa Kraft en

bioensayos
Tratamento CMU TAO1 CMU 84- CMU 47-13  Total®
13

Pulpa Intacta TO1 TO5 TO9
Pulpa Fragmentada T02 TO6 T10
Pulpa  Intacta + TO3 TO7 T11
Glucosa 0.5% (w/v)
Pulpa Fragmentada TO4 TO8 T12
+ Glucosa 0.5%
(w/v)

Total, por cepa * 4 (12) 4 (12) 4(12) 12 (36)

" cada tratamiento fue evaluado por triplicado y el numero en paréntesis
representa el total de ensayos por cepa y para todas las cepas.

Los numeros kappa de la pulpa tratada se caracterizaron siguiendo el método de Tappi

(Tappi T-264 om-88). El nimero kappa se define como el volumen de solucién de
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KMnO4 (0.1 N) consumido por un gramo de pulpa libre de humedad en un medio acido

durante las siguientes reacciones, dependiendo de la acidez del medio.

Para la observacion y medicion se utiliz6 un microscopio de la marca Leica y el

software LAS EZ Leica Aplication Suite. Versién 3.0.0 (Buid: 6.29)

Las fibras de pulpa Kraft inoculadas con cepas flngicas se tomaron muestras después
de 7 y 15 dias de crecimiento fungico en la pulpa. Las muestras se recubrieron con
cobre y se examinaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM) utilizando
un microscopio JEOL JSM-7600F operado a 20-30 keV.

3.2.9. Determinacion de actividades enzimaticas ligninoliticas

extracelulares fungicas.

Se determind la actividad enzimética basal de Lac, MnP y LiP en 50 ml de medio PDB
en matraces de 250 mL. Se indujo la actividad en condiciones similares, pero se agrego
al medio formulado a base de PDB, 150uM de CuSO,4. Un tercer ensayo se formuld
complementando con fibras de pulpa Kraft intactas al 2% (p / v). Los matraces se
inocularon con tres inoculos de micelio de 6 mm de didmetro obtenidos como se
describié previamente y se incubaron a 28°C con agitacion a 120 rpm durante 15 dias.
Las actividades enzimaticas se determinaron cada 24 horas a partir de alicuotas del
medio extracelular obtenidas en condiciones estériles. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.

La determinacion de la actividad extracelular de la enzima lacasa se realizd
cuantificando la formacién de 2, 2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) radical
(ABTS + 1), de acuerdo con (Nagai et al. 2002) usando 100 ul del sobrenadante del
medio de cultivo centrifugado (1500 rpm durante 10 minutos) como fuente de enzima.
La actividad enzimatica se cuantificé espectrofotométricamente a 420 nm utilizando un
¢ de 36 M'cm™ para ABTS. La actividad enzimatica de LiP se determiné cuantificando

la oxidacion de alcohol veratrilico a veratraldehido segin (Tien y Kirk 1988) con 50 ul
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de H,0, 5 mM como iniciador y se centrifugaron 200 ul del sobrenadante del medio de
cultivo de reaccion enzimética como se describié previamente. La actividad enzimatica
se cuantificé espectrofotométricamente a 310 nm utilizando un ¢ de 9.3 Mcm™ para
veratraldehido. La actividad enzimética de MnP se determiné cuantificando la
formacion del complejo de manganeso-tartrato en presencia de 2,6-dimetoxifenol 10
mM segun (Wariishi et al. 1992), con 50 pyl de H,0> 5 mM como iniciador de la reaccién
enzimatica y se centrifugaron 300 ul del sobrenadante del medio de cultivo como se
describe anteriormente. La actividad enzimatica se cuantifico espectrofotométricamente

a 334 nm usando un € de 18.3 M'cm™ para tartrato de manganeso.

La actividad enzimatica de 1U se define como la cantidad de enzima que oxida 1 pumol
de sustrato por minuto. Todos los productos quimicos para los ensayos de actividad
enzimética se adquirieron en Sigma-Aldrich (EE. UU.), Y los escaneres
espectrofotométricos se produjeron en un espectrofotometro NanoDrop 2000c
(ThermoScientific, EE. UU.).

3.3 Resultados y discusién.

3.3.1 Analisis Filogenético.

El andlisis filogenético identifico la cepa CMU-84/13 como Irpexlacteus (Fig. 11a). La
secuencia ITS de la cepa CMU-84/13 muestra altos valores de bootstrap / posterior
(50.8/0.62) con secuencias de cepas |. lacteusde diferentes origenes geograficos. La
secuencia ITS de la cepa CMU-47/13, el andlisis filogenético la identifica como
Phlebiopsissp. (Figura 11b). Es dificil asignar la cepa CMU-47/13 a una especie
especifica porque el arbol filogenético lo coloca en un clado independiente entre P.
gigantea y P. flavidoalba (Fig. 11b); por lo tanto, aunque esta cepa puede estar
asociada con la primera especie con un alto valor de bootstrap / posterior (51.2 / 0.84),
se debe realizar un analisis adicional usando regiones genéticas adicionales para tener

una identificacion mas precisa de la cepa. Finalmente, la cepa CMU-TAOQ1 se agrupa
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con las secuencias de diferentes aislamientos geograficos de Trametesversicolor, con
valores de 56.9 y 0.95 para bootstrap y probabilidad posterior, respectivamente (Fig.
11c).

El analisis filogenético mostré que todas las cepas estudiadas pertenecen al orden
Polyporales, un grupo complejo que incluye especies de pudricién blanca y pudricién
marrén, para las cuales se han identificado seis clados principales (Floudas y Hibbett
2015). Las cepas analizadas se distribuyen dentro de dos de estos grupos; la cepa
CMU-TAO1 (complejode T. versicolor) se encuentra dentro del cladoPolyporoid Core,
mientras que las cepas CMU-84/13 (l. lacteus) y CMU-47/13 (Phlebiopsissp.) se
encuentran dentro del cladePhlebioid. Este Ultimo grupo se subdividié en los
subclausulasPhlebia, Byssomerulius y Phanerochaete (Floudas y Hibbett 2015), y las

cepas CMU-84/13 y CMU-47/13 pertenecen a estos Ultimos grupos, respectivamente.

Si bien el analisis filogenético proporciona un fuerte apoyo para la identificacién de
especies de la cepa CMU-84/13 (I. lacteus), no fue posible identificar especies
inequivocas para la cepa CMU-47/13 (Phlebiopsissp.). Un estudio reciente que utiliza
cuatro genes de datos indica que lo que antes era el complejo de T. veriscolor ahora
estd compuesto por la especie T. versicolor, T. ochracea, T. pubescens y T. ectypa
(Carlson et al., 2014). Sin embargo, aunque la Gltima especie tiene una distribucion
geografica restringida y no se encuentra en México, las tres anteriores tienen una
distribucién amplia en los bosques templados del hemisferio norte, siendo T. versicolor
el mas comun (Carlson et al., 2014). Ademas, T. versicolor y T. ochracea tienen una
alta similitud de secuencia ITS (98-99%), y esta Ultima especie nunca se recolectd enel
bosque donde se obtuvieron las cepas utilizadas en este estudio. Por lo tanto, en
conjunto, tanto los datos ecoldgicos como los moleculares favorecen la identificacion de
CMU-TAO01 como T. versicolor.
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Figura 11Analisis Filogenético de las cepas estudiadas.
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Los arboles se generaron segun los criterios de Parsimonia maxima (MP) y la inferencia bayesiana (BI)
usando la regién de ADNr TS (ITS1-5.8S-TS2). Solo se muestran arboles MP, porque los arboles Bl son
congruentes con este patron de agrupacion. Se muestra uno de 20 y de 4 arboles igualmente
parsimoniosos para las cepas CMU-84/13 (panel a), CMU-47/13 (panel c), respectivamente, y el arbol
individual obtenido para la cepa CMU-TAO1 (panel b). Los valores de arranque (1000 repeticiones) /
probabilidades posteriores bayesianas superiores a 50 / 0.5 se muestran cerca de cada nodo. Para cada

secuencia recuperada de GenBank, el nonbre de la especie va seguido de su nimero de acceso.

El andlisis filogenético muestra que todas las cepas estudiadas estan dentro del orden
de Polyporales, un grupo complejo con aproximadamente 150 géneros y 40 familias
gue incluye tanto a la putrefaccién blanca como a la putrefaccién marrén; los primeros
pueden decaer tanto la lignina como los compuestos celuldsicos, y este ultimo puede
eliminar la celulosa y la hemicelulosa sin causar una degradacion significativa de la
lignina (Hibbett et al., 2014). El andlisis filogenético de Polyporales ha identificado seis
clados principales, incluyendo Phlebioid, Core Polyporoid, Residual Polyporoid,
Cinereomyces, Tyromyces y Antrodia (Floudas y Hibbett, 2015; Justo y Hibbett, 2011).
Las cepas analizadas se distribuyen dentro de dos de estos clados; la cepa CMU-TAO01
(complejode T. versicolor) se encuentra dentro del cladoPolyporoid Core, mientras que
las cepas CMU-84/13 (. lacteus) y CMU-47/13 (Phlebiopsissp.) se encuentran dentro
del cladePhlebioid. Este udltimo grupo se subdividi6 en los subclausulasPhlebia,
Byssomerulius y Phanerochaete (Floudas y Hibbett, 2015), y las cepas CMU-84/13 y
CMU-47/13 pertenecen a estos Ultimos grupos, respectivamente.

Si bien el analisis filogenético proporciona un fuerte apoyo para la identificacién de
especies de la cepa CMU-84/13 (l. lacteus), no fue posible identificar especies
inequivocas parala cepa CMU-47/13 (Phlebiopsissp.). Aunque el analisis filogenético
molecular asigna claramente la cepa CMU-TAO1 dentro del complejo T. versicolor, la
evidencia ecolégica podria ayudar a respaldar su identificacion al nivel de especie. Se
ha documentado que el andlisis de la secuencia ITS no puede resolver las especies
dentro de los taxones altamente morfolégicamente y secuencialmente similares
anteriormente denominados complejo T. versicolor (Justo y Hibbett, 2011). Un estudio
reciente que utiliza cuatro genes de datos indica que lo que antes era el complejo T.

veriscolor ahora estd compuesto por la especie T. versicolor, T. ochracea, T.
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pubescensy T. ectypa (Carlson et al., 2014). Sin embargo, mientras que la uUltima
especie tiene una distribucién geogréfica restringida y no se encuentra en México, las
tres anteriores tienen una distribucién amplia en los bosques templados del hemisferio
norte, siendo T. versicolor el mas comuin (Carlson et al., 2014). Ademas, T. versicolor y
T. ochraceatienen una alta similitud de secuencia ITS (98-99%), y esta Ultima especie
nunca se recolectd en el bosque donde se obtuvieron las cepas utilizadas en este
estudio. Por lo tanto, en conjunto, tanto los datos ecologicos como los moleculares

favorecen la identificacién de CMU-TAO1 como T. versicolor.

3.3.2 Decoloracion/oxidacionde compuestos fenolicos por cepas
fungicas.

Todas las cepas probadas fueron capaces de decolorar el indigo carmin, pero el
naranja de metiloy la fucsina 4cida fueron resistentes a la decoloracién (Figura. 12). De
las cepas examinadas, ninguna fue capaz de decolorar todos los colorantes fendlicos
probados en ambos medios. Se encontraron mejores resultados con Phlebiopsissp.
(CMU-47/13) y T. versicolor (CMU-TAO01), que fueron capaces de decolorar todos los
compuestos ensayados en medio AEM, pero no en APD. Todas las cepas evaluadas
fueron capaces de oxidar guayacol con diferentes grados de eficiencia (Figura. 12).La
evidencia experimental previa demuestra que el MnP es la principal enzima (sobre Lac
y LiP) implicada en la decoloracién de los colorantes azoicos (Contreras et al. 2012;
Yao et al. 2013), observacidn que concuerda con nuestros resultados y que sugiere
gue esta enzima tiene un papel principal parala deslignificacion de pulpa Kraft (Figura
13). Esta observacién indica que el uso de colorantes azoicos es adecuado para

seleccionar hongos de deslignificacién capaces de producir altos niveles de MnP.
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Figura 12 Decoloracion / oxidacién de compuestos fendlicos por cepas analizadas.

Los ensayos se realizaron en agar dextrosa de papa (PDA) y agar de extracto de malta (MEA) a 28 ° C
durante 10 dias. La clave CMU de las cepas fungicas se muestra en la parte superior de cada columna.
Las placas de control (C), sin inoculacion de hongos, se muestran en la primera columna; el color inicial
para cada compuesto fendlico fue el msmo para PDA y MEA, por lo que solo se mostré una placa de
control para ambos medios. Los compuestos fendlicos probados son indigo carmin (IC), naranja de

metilo (MO), é&cido fucsina (AF) y guayacol (G)

Estudios anteriores han utilizado los ensayos de decoloracion/ oxidacion de sustancias
fendlicas en medios sélidos para seleccionar hongos para el blanqueo y pulpa de
lignina. Por ejemplo, la capacidad de decolorar Poly R-478 y Azure B fue el criterio
utilizado para seleccionar Pycnoporussanguineus para deslignificar la madera de
Pinustaeda (Afrida et al., 2014), y se ha utilizado la oxidacion de guayacol para producir
coloracion parduzca en los medios para seleccionar hongos ligninoliticos para tratar la
pulpa kraft (Afrida et al., 2009). Indigo carmin fue decolorado eficientemente por las
cepas en este estudio, mientras que el naranja metilico y la fucsina acida fueron
recalcitrantes a la decoloracién, y todas las cepas probadas tuvieron una reaccién de
oxidacion positiva con guaiacol. Debido a que la decoloracion acida de la fucsina se
correlaciona con la alta actividad ligninolitica (ver mas abajo), este compuesto, junto
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con guaiacol, serd una alternativa barata para la seleccion de cepas, en comparacion
con Azure B y Poly R-478.

3.3.3. Modificaciones de pulpa Kraft originadas porlas ce pas de hongos.

Con los ensayos simples de fermentacion en estado sélido, fue posible observar que
las cepas de hongos probadas blanquearon la pasta Kraft con diferentes grados de
eficiencia dependiendo de las condiciones de incubacion. Si bien las cepas no
mostraron blangueo significativo en los ensayos suplementados con dextrosa (0.5% p /
V), los que crecieron en medios sin suministro de carbono mostraron los mejores
resultados de blanqueo (Figura. 13). El tamafo de particula no afecté la eficacia del
blanqueo porque las fibras de pulpa fragmentadas se decoloraron con la misma
eficacia que se observo en las fibras intactas (Figura. 13). La actividad de blanqueo
mas fuerte se obtuvo con Phlebiopsissp. (CMU-47/13). El orden decreciente de la
eficacia de blanqueo para los tratamientos fue T9 (CMU-47/13)> T1 (CMU-TA01)> T3
(CMU-TAO01).

Control CMU-TA01  CMU-84/13 CMU-47/13

FP

IP+G

FP+G

Figura 13 Blanqueo de la pasta de papel por cepas flngicas estudiadas.
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B blanqueo se muestra en pulpa Kraft intacta de una planta de procesamiento (IP) y en pulpa
fragmentada mezclada (FP) sola o con 0,5% (p / v) de dextrosa afadida (P + Gy FP + G). En la parte
superior de cada columna se mostrd la cepa del codigo CUM. Los cultivos se incubaron a 28 ° C durante

15 dias.

El blanqueo se muestra en la pulpa Kraftintacta(IP) y en pulpa fragmentada (FP) solo o
con 0,5% (p / v) de dextrosa afiadida (IP + G y FP + G). En la parte superior de cada
columna se muestra el cédigo CMU. Los cultivos se incubaron a 28°C durante 15
dias.El nimero kappa de la fibra de pulpa Kraft no tratada fue 13.23, y los tratamientos
fungicos dieron como resultado numeros kappa que varian de 10.41 en TO5 con la
cepa CMU-84/13 de I. lacteus a 6.83 en T09 con la cepa CMU-47/13 de Phlebiopsissp.;
TO09 fue el mejor tratamiento general seguido de TO1 y TO3 con la cepa CMU-TAOQ1 de
T. versicolor (Tabla5), y estos correspondieron a reducciones en el nimero kappa del
48%, 43% y 41%, respectivamente. El resto de los tratamientos con diferentes cepas
no redujeron el nimero kappa en mas del 40%, e I. lacteus tuvo su mejor resultado con
un namero kappa de 8.02 en T07, lo que representa una reduccion del 39% del valor

original (Tabla 5).

Tabla 5 Numero Kappa de la pulpa Kraft después de tratamentos con cepas de hongos.

Tratamientos Kappa No.® % reduccion ©
Control 13.23 (0.132) .
To1 7.53 (0.251) 43.08
TO2 9.05 (0.046) 31.59
TO3 7.78 (0.124) 41.19
TO4 9.55 (0.114) 27.81
T05 10.41 (0.299) 21.31
T06 8.59 (0.144) 35.07
TO7 8.02 (0.092) 39.38
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T08 9.13 (0.075) 30.99

T09 6.83 (0.108) 48.37
T10 8.60 (0.090) 34.99
T11 8.25 (0.115) 37.64
T12 8.19 (0.096) 38.09

% H valor en paréntesis es + la desviacién estandar

b

obtenida por el andlisis por triplicado ~ Valor del %

de reduccién en el ndmero kappa con respecto al

control.

La informacién sobre el blanqueo y la reduccion del nimero de kappa de la pulpa Kraft
tratados conPhlebiopsissp. no habiainformado anteriormente y encontramos que este
taxdn podria ser tan eficiente paralareduccién del nimero de kappa (48.3%, Tabla 5)
como las especies de pudricidn blanca bien estudiadas de los géneros Trametes,
Phanerochaete y otros (Takano et al., 2001; Afrida et al. 2009). Incluso las reducciones
de numero kappa obtenidas con la cepa CMU-84/13 de I. lacteus fueron comparables a
los valores reportados previamente reportados (Tabla 5). Este resultado refuerza el
argumento a favor de la busqueda de nuevas especies / cepas para biopulpeo y
bioblanqueo, un enfoque que ha contribuido a encontrar cepas prometedoras para esta
aplicacion biotecnoldgica, incluso de taxones no ecoldgicamente asociados a la
descomposicion de la madera (Oses et al., 2006; Martin -Sampedro et al. 2015). La
cepa CMU-84/13 blanquea la pulpa Krafty reduce su nimero kappa aproximadamente
un 39%. El Unico estudio previo realizado con |. lacteus mostr6 que una cepa fue capaz
de reducir el 46% del namero kappa de la pulpa Kraft de la madera de A. mangium
(Afrida et al., 2009); sin embargo, la pulpa tratada con hongos se deslignificé con

oxigeno, y el tiempo de tratamiento fue una semana mas que en el presente trabajo
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(Tabla 5). En el caso de especies de T. versicolor, los porcentajes informados de
reduccion del namero de kappa para los ensayos de fermentacion en estado sélido
oscilan entre 9.7 y 49.6%, dependiendo del tipo de pulpa y si la pulpa habia sido
previamente tratada quimicamente (Tabla 5). Cabe sefialar que el estudio con T.
versicolor que logré una mejor reduccidn del niumero de kappa que el obtenido en el
presente trabajo (Tabla 5) utilizd un micronutriente y medios suplementados con
vitaminas (Katagiri et al., 1995) y un mayor tiempo de incubacién (Afrida et al al. 2009).
Curiosamente, la cepa estudiada de |. lacteus mostré una mayor reduccién en el
namero kappa en condiciones de baja glucosa y pulpa intacta, mientras que T.
versicolor y Phlebiopsissp. lo hizo en pulpa intacta sin agregar glucosa. Dichos
resultados muestran que los hongos de pudricién blanca que evaluamos podrian
deslignificar la pulpa Kraft con un procesamiento minimo, sin condiciones nutritivas
especialesy sin mediadores adicionales. En general, los datos previamente discutidos
indican claramente que se necesitan mas estudios para evaluar las condiciones
Optimas para el blanqueo de la pulpa por las cepas estudiadas.

La tabla 6 muestra los resultados de los diferentes tamafios de fibra obtenidos al
finalizar los ensayos de fermentacion solida presentados en la tabla 4, esta observacion
nos permite analzar que la fibra que presento menor reduccidon en su tamano es
nuevamente T9 obteniendo un valr de 1.42mm una disminucidon con respecto al

controlde 0.36mm

Tabla 6 Longitud de lafibra de celulosa después del tratamiento con cepas fungicas

Tratamientos Longitud de la fibra de
celulosa (mm) ?

Control 1.78 (0.110)
Control Fragmentado 1.01 (0.079)
To1 1.35 (0.070)

TO2 0.08 (0.086)

TO3 1.30 (0.084)

To4 0.73 (0.058)

T05 1.24 (0.060)

TO6 0.74 (0.053)
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T07 1.17 (0.099)

T08 0.86 (0.072)
T09 1.42 (0.063)
T10 0.68 (0.066)
T11 1.348 (0.097)
T12 0.78 (0.093)

%Los valores entre paréntesis son +la desviacion

estandar obtenida de los andlisis por triplicado.

Las observaciones microscoépicas indican una extensa colonizacion de la superficie de
la fibra Kraft de celulosa por los hongos estudiados. Las imagenes SEM muestran que
los hongos inicialmente colonizan la fibra que causa la erosidn; posteriormente, las
areas erosionadas se llenan con micelio. Las modificaciones de la superficie de la fibra
se observan después de una semana de crecimiento fungico con cambios
estructurales, incluida la rugosidad y la estriacion de la superficie de la fibra, por lo
demés lisa (Figura. 14);otras modificaciones obvias incluyen la presencia de
hendidurasy surcos distribuidos através de la superficie de la fibra (Figura. 14). Para
Phlebiopsissp. (CMU-47/13), se observa un aflojamiento de la fibra (Figura. 14c).Las
modificaciones estructurales de pulpa de Kraft similares a las descritas en este
documento habian sido observadas previamente por SEM usando enzimas
lignoceluloliticas. Se observé un aumento en la rugosidad y la estriacién en la pulpa
Kraft cuando se trat6 con la lacasade Aspergillus fumigatus y su sistema mediador N-
hidroxibenzotriazol (Vivekanand et al., 2008). La pulpa Kraft tratada con la lacasa
comercial de Aspergiullusoryzae y el mediador de siringol metilico se volvié dspera y
con una mayor adhesién superficial (Liu et al., 2009b). Ademas, la pulpa fabricada con
residuos de papel tratados con xilanasa de un aislado silvestre de Aspergillus niger
muestra ruptura y apariencia de los poros (Sridevi et al. 2016). Por lo tanto, las
modificaciones estructurales de las fibras de pulpa Kraft que observamos son
consistentes con las documentadas para mejorar las caracteristicas de fibra para la

produccion de papel.
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Figura 14.SEM de secciones de pulpa Kraft tratadas con cepas de hongos estudiadas.

Las fibras se incubaron a 28°C en 7 dias de tratamiento (imagenes superiores) y en 15 dias de

tratamiento (imagenes inferiores) con las cepas CMU-84/13 (panel b), CMU-47/13 (panel c) y
CMU-TAO1 (panel d) (Panel a): fibra de control incubada a la misma temperatura sin
inoculacion fungica. La aspereza, las hendiduras, los agujeros y la estria no presentes en la
fibra de control son evidentes en las fibras tratadas con hongos. Bar = 1 um.

3.3.4. Determinacion de actividades enzimaticas ligninoliticas

extracelulares fungicas.

Las regiones reguladoras de genes que codifican enzimas ligninoliticas han sido
analizadas en diferentes especies de hongos de podredumbre blanca, pero hay
descripciones mas detalladas a este respecto para Lac y MnP que para LiP (Janusz et
al., 2013).En particular, se han descrito elementos tanto de respuesta metalica (MRE)
como de respuesta xenobiotica (XRE) para las regiones reguladoras de los genes Lacy
MnP; los primeros responden a los cationes divalentes, y los segundos induciran
niveles transcripcionales de Lac y MnP en respuesta a los compuestos fenolicos

relacionados con la lignina. Ademas, el elemento represor de catabolito (CreA) se ha
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encontrado en las regiones reguladoras de ambos genes y es responsable de bajas

actividades enzimaticas en presencia de glucosa. Por lo tanto, en el presente trabajo,

evaluamos la induccidon de enzimas ligninoliticas en las cepas estudiadas para

determinar sus respuestas respectivas a Cux" y lignina Kraft.La cepa T. versicolor

(CMU-TAO01) fue la tnica que mostré actividad de tres enzimas ligninoliticas en todas

las condiciones de cultivo ensayadas; I. lacteus (CMU-84/13) y Phlebiopsissp

47/13) no mostro actividad Lac y baja actividad LiP(Figura 15).
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Figura 15. Actividades enzimaticas en medio Basal PDB.

. (CMU-

las actividades

ligninoliticas enla mayoria de las condiciones analizadas, que incluyen actividad basal

(68.37 £ 4.35 U/ mL) e inducida por CuSOy4 (495.76 £ 9.71 U/ mL), asi como basal

47



(54.73 = 2.34 U/ mL) e inducida por CuSO4 (130.08 + 14.41 U / mL) (Figura 16)
actividad de MnP(Tabla 7).

Tabla 7Actividad enzimética basal e inducida (U/mL) en las cepas de hongos estudiadas

Cepa de estudio

Medio Enzima T. versicolor Phlebiopsissp. I. lacteus
(CMU-TAO1) (CMU-47/13) (CMU-84/13)
PDB Lac 68.37(4.35) ND ND
MnP 54.73(+2.34) 46.75(=0.87) 12.65(+0.73)
LiP 33.90(+1.99) 12.97(+0.40) 10.21(0.65)
PDB+CuSO, Lac 495.76(+9.71) ND ND
MnP 130.08(+14.41) 103.44(+3.24) 18.65(+1.82)
LiP 43.58(+3.75) 38.85(+3.36) 71.00(5.11)
PDB+KP Lac 99.94(+4.58) ND ND
MnP 82.96(+2.99) 75.69(+7.94) 12.75(+0.99)
LiP 39.06(+4.66) 22.83(+1.05) 8.99(+1.27)

La cepa de l.lacteus fue el productor mas pobre de las tres enzimas ligninoliticas en la
mayoria de los ensayos de cultivo liquido, pero mostro la mayor actividad de LiP
inducida por CuSO4 (71.00 + 5.11 U/ mL). La adicion de CuSO4 a PDB aumenta
significativamente la actividad de las enzimas ligninoliticas detectadas en cada una de
las cepas estudiadas (Figura 17). En esta condicién de cultivo, se produce un aumento
méaximo de la actividad Lac en la cepa T. versicolor (CMU-TAO1) (7,25 veces); para
MnP, el mayor aumento fue en la cepa T. versicolor(CMU-TAOQ1) (2.37 veces), y para
LiP, el mayor aumento fue para la cepa I. lacteus (CMU-84/13) (6.95 veces) (Tabla8).
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Tabla 8. Incrementd en actividades enziméaticas con respecto a actividad basal de los
hongos estudiados.

Cepa de estudio

Medio Enzima T. versicolor Phlebiopsissp. I. lacteus
(CMU-TAO1) (CMU-47/13)

PDB Lac 68.37 0
MnP 54.73 46.75
LiP 33.90 12.97

PDB+CuSO, Lac 495.76(7.20) 0 0
MnP 130.08(2.37) 103.44(2.21) 18.65(1.47)
LiP 43.58(1.28) 38.85(2.99) 71.00(6.95)

PDB+KP Lac 99.94(1.46) 0 0
MnP 82.96(1.51) 75.69(1.61) 12.75(1.007)
LiP 39.06(1.15) 22.83(1.76) 8.99(0.88)

La adicion de pulpa Kraft al medio aumenta diferencialmente las actividades
enzimaticas ligninoliticas, pero a una magnitud menor que CuSQOy; Lac y MnP muestran
incrementos significativos para T. versicolor, MnP y LiP para Phlebiopsissp., Y ninguno
para I. lacteus(Figura 15, Tabla 7). Se ha informado que Irpexlacteus muestra tres
actividades ligninoliticas distintas cuantificadas en este trabajo cuando se cultivan en
medios liquidos (Rothschild et al., 2002; Kasinath et al., 2003). La ausencia de
actividad de Lac extracelular que observamos en presencia de sustratos
lignocelulésicos se inform6 previamente (Xu et al.,, 2009) y algunos estudios
documentan niveles bajos o ninguna actividad de LiP y MnP extracelulares en
presencia de sustratos lignocelulésicos (Afrida et al. 2014). En el Gnico trabajo previo
que informa actividades de enzimas ligninoliticas de I. lacteus cultivadas con pulpa
Kraft, la cepa utilizada produjo una alta actividad enzimatica deMnP, bajo nivel deLac y

sin LiP (Afridaetal., 2014), de acuerdo con nuestros resultados. Aunque en |. lacteus,
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MnP producido referencialmente sobre Lac y LiP, algunas condiciones de cultivo
aumentan significativamente la actividad de LiP (Rothschild y otros 2002, Kasinath y
otros 2003, Sklenar et al., 2010). Recientemente se inform6 que dos isoenzimas MnP
expresadas de forma heterdloga de |. lacteus son capaces de oxidar de manera
eficiente los compuestos del modelo de lignina no fendlica; los resultados obtenidos
sugieren que esta especie fungica usa laenzima de MnP como una
moléculaacidoorganica que puede secretar, posiblemente malonato u oxalato, para
degradar mas lignina recalcitrante (Qin et al., 2017). Un analisis bioinformatico de la
region reguladora de los genes para ambas isoenzimas muestra la presencia de sitios
de union de CreAy XRE (Qinetal. 2017), lo que explica los bajos niveles de MnP en el
medio PDB basal y el aumento de la actividad en AP suplementado con KP que
observamos. Aunque no se informaron MRE por Qin et al. (2017) en la region
reguladora de ambos genes MnP, realizamos una evaluacion de las regiones de 1 kb
gue informarony encontramos el motivo 50-TGCGCAAC-30 (posicién -193 a -186) para
IMnP1 y 50-TGCACAA - 30 (posicion -128 a -122) para los genes isoenzimados
IIMnP2, que se asemeja al consenso 50-TGCRCNC-30 (R=A/ G) descrito como MRE
en la regidn reguladora del gen MnP de varios hongos de podredumbre blanca (Janusz
et al. 2013).

Estos supuestos MRE podrian explicar el aumento significativo con respecto al medio
de PDB basal de la actividad de MnP en la cepa CMU-84/13 en presencia de CuSOa.
No se realizd ningun andlisis gendémico en el genoma disponible para determinar el
namero de isoenzimas LiP y sus regiones reguladoras; esta informacién podria mejorar
su produccién experimental. Por lo tanto, aunque |. lacteuses el productor mas pobre
de enzimas ligninoliticas extracelulares de las tres cepas estudiadas, la gendmica y
otras herramientas Omicas podrian ayudar a mejorar su rendimiento en la
biorremediacidn yel biopulpeo. La ausencia de Lac, baja actividad deLiP y alta actividad
de MnP en Phlebiopsissp. la cepa documentada en este estudio esta respaldada por
evidencia gendmica reciente que muestra la ausencia de genes Lac en la especie
relacionada P. gigantea pero la presencia de 3 y 7 genes para LiP y MnP,
respectivamente (Hori et al., 2014). Cuando esta especie se incuba con biomasa de
gramineas, presenta patrones de actividad enzimatica similares (Baker et al., 2015)
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como los que se muestran aqui para Phlebiopsissp. en presencia de pulpa Kraft. Sin
embargo, nose han realizado trabajos previos sobre la capacidad de las especies de
Phlebiopsis para producir enzimas ligninoliticas en presencia de pulpa Kraft; por lo
tanto, se necesita mas investigacion para explorar el potencial biotecnolégico de estos
taxones en el biopulpeo y el bioblanqueo. La presencia de Cu,” aumenta
significativamente las actividades de Lac y MnP con respecto a PDB no
complementado con este cationen T. versicolor (Lebrun et al., 2011). Por el contrario,
el andlisis de transcriptoma en presencia de madera de alamo ha mostrado una

regulacion positiva de ocho genes LiP, y una regulacion negativa de un Lac yGen MnP
cada uno (Zhang et al. 2017).
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Sin embargo, el analisis gendmico ha documentado la presencia de 26 genes clase I
de peroxidasa (relacionados con MnP y LiP) y 10 genes multicopper oxidasa (relacion-
Lac) en T. versicolor(Floudas et al., 2012), indicando claramente que las diferentes
condiciones de cultivo en la presencia de celulosa y lignina Kraft debe usarse para
aumentar el potencialligninolitico en tales especies. T. versicolor secreta las enzimas
LiP, MnP y Lac en presencia de sustratos de madera (Liew et al., 2011; Marti'nez-
Morales et al., 2015), pero hay una pequefia investigacionen la induccién de estas
enzimas ligninoliticas cuando se cultivan en presencia de pulpa Kraft. Los estudios de
fermentacion en estado sélido de T. versicolor realizados en pulpa Kraft suplementada
con nitrégeno limitado, pero medio rico en glucosa dieron como resultado un aumento
en la actividad de MnP (Katagiri et al., 1995). Se ha documentado que el T. versicolor
cultivado en pulpa Kraft alcanza actividades muy altas de Lac y MnP (Bermek et al.,
2002). Brzonova et al. (2017) mostré que T. versicolor eracapaz de crecer en medios
liquidos que contienen Unicamente pasta Kraft comercial, usando y modificando lignina,
y que dicha modificacion aumenta significativamente afiadiendo dimetilsulféxido
(DMSO) al medio de cultivo para aumentar la solubilidad de la lignina. DMSO no inhibié
el crecimiento micelial y mejoré las actividades Lac, MnP y LiP. Esta notable
transformacion de pulpa Kraft con excelente produccion de enzimas ligninoliticas
extracelulares se logro utilizando una estrategia nombrada por Brzonova et al. (2017)
como condiciones casi inmovilizadas, que consisten en utilizar como agar
inoculantebloques que contienen pre-crecimiento de micelio en medio sélido de lignina
a baja velocidad de agitacién. Tal trabajo previo, y los ensayos SSF que presentamos
aqui, destacan que es importante realizar ensayos de blanqueo y deslignificacién de
pulpa Kraft utilizando enfoques experimentales renovados. Por lo tanto,parece que la
optimizacién del blanqueo de pulpa Kraft para la aplicacién de hongos de manera

econdmica y eficiente para el tratamiento con lignina esta lejos de ser completa
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CAPITULO IV. ANALISIS DE COMPUESTOS DE
DEGRADACION.

4.1 Introduccion

La busqueda de nuevas materias primas para nuevos procesos que permitan el
aprovechamiento de forma integral se engloba en el concepto de biorefinacion(Holladay
et al., 2007). De acuerdo a los sistemas que las integran las bio-refinerias pueden

clasificarse por (IEA Bioenergy, 2010):

e Plataformas de desarrollo: “plataforma de azicar”, “plataforma del gas de
sintesis” etc....

e Productos: combustibles (bioetanol) o materiales (quimicos como vainillina).

e Materia prima: puede tener como origen los residuos de la agricultura, residuos
forestales y desechos industriales (corteza, aceites que han sido utilizados para
cocer, licor negro producto de la coccion de madera etc.).

e Procesos de conversién: bioquimicos (fermentacion), termoquimicos (pirolisis),

qguimicos (esterificacion) y mecéanicos (fraccionar).

La lignina tiene un gran potencial para ser usada como fuente renovable de
combustibles y compuestos arométicos, sin embargo, las tecnologias que permitan su
valorizacion han sido menos desarrolladas que aquellas para la utilizaciéon de los
polisacéridos de la materia lignoceluldsica. La conversion de lignina puede abrir una
nueva ruta de produccién de combustibles de bajo contenido de carbono y de
compuestos aromaticos provenientes de fuentes fésiles, de tal manera que impacte en
la viabilidad econdémica de la planta (Azadi et al., 2013).

Para lignina, el PacificNorthwestNationalLaboratory en 2009 y con el liderazgo de JE
Holladay, JJ Bozell, JF White y D Jhonson, realizé un estudio de usos potenciales de la
lignina en la biorefinacién, principalmente se consideran tres lineas de

desarrollo(Holladay et al., 2007):

a) Energia, combustibles y gas de sintesis (syngas)
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b) Macromoléculas

c) Compuestos arométicos y diferentes monémeros

En la primeralinealo que se busca es romper totalmente su estructura polimérica, en
la segunda se busca romper de forma selectiva los enlaces que unen de manera
natural a las moléculas de gran tamafio que la forman y por Ultimo se tiene una
posiciénintermedia entre la primera y segunda linea de desarrollo que busca obtener
los compuestos aromaticos mediante la ruptura de la compleja estructura molecular
(Holladay et al., 2007).

Se empleo la técnica de electroforesis capilar (EC) con el objetivo de analizar
compuestos aromaticos de bajo peso molecular que son usados generalmente en una
variedad de industrias como solvente o reactivo quimico. De acuerdo con el uso de los
aromaticos derivados de la lignina, se tiene dos escenarios:

v' Produccién de los compuestos aromaticos mas comunes (benceno,
tolueno, xileno) que son facilmente incorporados a productos y procesos
industriales ya existentes.

v" Produccion de fenoles alquilados con alto grado de similitud a los
monolignoles que ocurre en lograr modificar los procesos industriales
existentes para poder incorporar los monolignoles extraibles de la lignina.

De tal forma es que la lignina puede ser utilizada como materia prima para la

generacion de nuevos productos mediante técnicas ya desarrolladas o novedosas.

4.2 Metodologia

4.2.1. Evaluacion de Extractos enzimaticos sobre Ligninay pulpa Kraft.

Se tom6 10 mL de 3 extractos enziméaticos seleccionados (TA Dia 9; IrpexLacteus Dia
10; Phlebiopsis Dia 10) por su alta actividad enzimatica la cual se indujo con CuSOQOuy

se procedid a inocularlos en medios a base de lignina técnica y pulpa Kraft.

Se tomaron muestras cada 2 horas durante 72 horas, con el objetivo de confirmar la

degradacién de la lignina se analizaron dichas muestras por medio de la identificacion
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de los productos metabdlicos, de estandaresy las muestras tratadas por electroforesis
Capilar.

4.2.2. Electroforesis Capilar

Parael analisis por electroforesis capilar se emple6 un equipo P/ACE MDQ Beckman
Coulter (Posgrado de Ciencias Médicas y Biologicas en UMSNH), con detector UV (190
— 380 nm), un capilar de silice fundida de diametro interno: 50 um y diametro externo
de 365 pm, con longitud total de 50 cm y longitud al detector de 10 cm,
respectivamente, y una fuente de poder con polaridad positiva. El tratamiento de los
datos obtenidos utilizé el software 32 Karat. La solucién buffer empleada fue de 40 Mm
de NazN4O7, 10 H,0 pH 9. La separacion electroforética se realizd a 20 kV y 20°C
durante 15 min. La deteccidn se realiz6 a 210 nm.Empleando un detector de arreglo de
diodos con una longitud de onda de 201nm, una temperatura controlada de 25°C y un
campo eléctrico constante, en polaridad normal (+) e inversa (-). Para el
acondicionamiento diario del capilar, al inicio de cada jornada, se realizé un lavado con
agua (3 min), metanol (3 min), acido clorhidrico (5 min) e hidroxido de sodio (15 min) y
parael lavado entre corridas se emple6 la misma solucion buffer descrita anteriormente
(5 min).

4.3. Resultados

4.3.1. Identificacion de compuestos de degradaciéon por medio de
Ele ctroforesis capilar

Se analizaron los tiempos de retencién de cuatro estandares grado reactivo (Tabla 9)
bajo las condiciones del ensayo como primer acercamiento al desarrollo del método de

identificacion.
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Tabla 9Tiempo de retencion en electroforesis Capilar de estandares

Tiempo
Estandar Formula Quimica Peso Molecular de
(g/mol) retencion
(min)
Guayacol C7HgO, 124.14 4.16
Alcohol Sinapilico C11H1404 210.23 4.36
Vainillina CgHgO3 152.15 7.86
Acido 4-Hidroxibenzoico CHsOs 138.12 11.29

Se analizaron los extractos enzimaticos sobre los sustratos seleccionados Celulosa

Kraft (CS) Lignina Kraft (L) tomando muestra cada 4 horas los resultados se muestran

en la tabla 10

Tabla 10Analisis de Muestras en electroforesis Capilar

Muestra Tiempo de
retencion en
(min)

Compuesto encontrado

1. CSIRP 1 Pico 1:2.06
Pico 2:5.23

N.D

2. CSIRP 3 Pico 1: 2.00
Pico 2:5.49

N.D

3. CSIRP 6 Pico 1: 3.66
Pico 2: 3.85
Pico 3: 4.26

Alcohol Sinapilico

4. CSTA1 Pico 1:1.22

Pico 2: 6.63
Pico 3: 6.69
Pico 4: 16.08
Pico 5: 16.19

N.D

5. CSTA3 Pico 1: 2.06

Pico 2:5.12
Pico 3:5.36
Pico 4: 6.07

N.D

6. CSTAG6 Pico 1: 2.12
Pico 2:5.14
Pico 3:5.43

N.D
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7. CS47131 Pico 1: 2.06 N.D
Pico 2: 5.27
8. CS47133 Pico 1: 1.56 N.D
Pico 2: 6.50
Pico 3: 16.62
9. CS47136 Pico 1: 1.87 N.D
Pico 2: 4.78
Pico 3: 5.51
Pico 4: 5.92
10. LIRP1 Pico 1: 2.15
Pico 2: 4.26 Alcohol Sinapilico
Pico 3: 4.86
Pico 4: 6.50
11. LIRP3 Pico 1: 2.10
Pico 2: 4.32 Alcohol Sinapilico
Pico 3: 4.91
Pico 4: 6.57
12. LIRP6 Pico 1: 2.06
Pico 2: 4.39 Alcohol Sinapilico
Pico 3: 6.70
13. LTA1 Pico 1: 4.35 Alcohol Sinapilico
14. LTA3 Pico 1: 4.39 Alcohol Sinapilico
15. LTA3 Pico 1: 4.36 Alcohol Sinapilico
16. L47131 Pico 1: 4.37 Alcohol Sinapilico
17. L47133 Pico 1: 4.39 Alcohol Sinapilico
18. L47136 Pico 1: 4.37 Alcohol Sinapilico

*N.D. No determinado
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APENDICE

Apéndice A: Cromatogramas de Electroforesis Capilar

¢ Vainillina; Tiempo de retencion: 7.86

0.1 PDA- 254nm
Vainillin, boratos 9, v 20, ¢ 50 752017 11.53.59 AW

10
Minutes

¢ Guayacol; Tiempo de retencién: 4.15 min.

PDA- 200nm
G, boratos 9, v 20, ¢ 50 7-5:2017 10.05-03 AW

10
Minutes

20
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Acido 4-Hidroxibenzoico; Tiempo de retencién

:11.29 min.

PDA- 254nm
4HB, boratos 9, v 20, ¢ 50 7-6-2017 10-16-33 AM

0.075

0.047

Minutes

Alcohol Sinapilico; Tiempo de retencion: 4.54

min.

PDA- 254nm
AC, boratos 9, v 20, ¢ 50 7-5-2017 10-44-13 AM

0.09

0.07

0.06

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Minutes

13 14 15

17

18

65



CSIRP 1

Tiempo de retencion pico 1; 2.06

Tiempo de retencion pico 2: 5.23 min

Longitud de onda: 254

7 8

9

10
Minutes

11 12

CSIRP 3

Tiempo de retencion pico 1; 2.00

Tiempo de retencion pico 2: 5.49 min

Longitud de onda: 254
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PDA- 254nm

CSIRP3, Boratos9, v20, 50 7-13-2017 2:00-55 PM

Minutes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

CSIRP 6

Tiempo de retencion pico 1; 3.66 min.
Tiempo de retencion pico 2: 3.85 min.
Tiempo de retencion pico 3; 4.26 min.

Longitud de onda: 254

PDA- 254nm

CSIRPS, Boratoss, v20, ¢50 7-14-2017 11-24-45 AW

Minutes




CSTA1

Tiempo de retencion pico 1: 1.22 min.
Tiempo de retencion pico 2: 6.63 min.
Tiempo de retencion pico 3; 6.69 min.
Tiempo de retencion pico 4: 16.08 min.
Tiempo de retencion pico 5: 16.19 min.

Longitud de onda: 254

0.10

PDA- 254nm
CSTA!, Boratos9, v20, ¢50 7-13-2017 11:25-06 AM

0.09

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Minutes

CSTA3

Tiempo de retencion pico 1: 2.06 min.
Tiempo de retencion pico 2: 5.12 min.
Tiempo de retencion pico 3; 5.36 min.

Tiempo de retencion pico 4: 6.07 min.



PDA- 254nm
CSTAS, Boratos9, v20, ¢50 7-13-2017 11-57-09 AM

0.04

0.027

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Minutes

CSTA1
Tiempo de retencion pico 1: 2.12 min.
Tiempo de retencion pico 2: 5.14 min.

Tiempo de retencion pico 3; 5.43 min.

PDA- 254nm
CSTAS, Boratoss, v20, €50 7-13:2017 12-54-57 PM

1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 12
Minutes




CS47131
Tiempo de retencion pico 1: 2.06 min.

Tiempo de retencion pico 2: 5.27 min.

PDA- Z54nm
CSATI31, Boratoss, v20, c50 7-13.2017 92400 AM

1 2 3 4 s 6 7 8

9

0 1 12 13 14 15
Minutes

CS47133
Tiempo de retencion pico 1: 1.56 min.
Tiempo de retencion pico 2: 6.50 min.

Tiempo de retencion pico 3: 16.62 min.

~254nm
©S47133, Boratoss, v20, ¢50 7132017 10-15:26 AW

1 2 3 4 5 6 7 8

9

10 11 12 13 14 15
Minutes
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CS47136

Tiempo de retencion pico 1:
Tiempo de retencion pico 2:
Tiempo de retencidn pico 3:

Tiempo de retencion pico 4:

1.87 min.
4.78 min.
5.51 min.
5.92 min.

LIRP1

Tiempo de retencion pico 1:
Tiempo de retencion pico 2:
Tiempo de retencién pico 3:

Tiempo de retencion pico 4:

2.15 min.
4.26 min.
4.86 min.
6.50 min.

71



PDA- 254nm
LIRP1, Boratoss, v20, €50 7-14-2017 12:02:04 PM

1 2 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Minutes
LIRP3
Tiempo de retencidn pico 1: 2.10 min.
Tiempo de retencion pico 2: 4.32 min.
Tiempo de retencion pico 3: 4.91 min.
Tiempo de retencion pico 4: 6.57 min.
0.1 PDA- 254nm
0.09
0.08
0.07
0.06
3 0.05
oco4y L
B e
003l
0.02
0.01
[ 00 e it bt Ml Mt bt bt At A b b i e b bt A bl A Al Mt bt bt MAD bt b A kit b A bt A e b Al At bbb M bt b
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Minutes
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LIRP6
Tiempo de retencion pico 1: 2.06 min.
Tiempo de retencion pico 2: 4.39 min.
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LTA3

Tiempo de retencion pico 1: 4.39 min.

DA 250nm
TR0, Boratos 9, v20, ¢ 50 7-17-2017 149-37 PM
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L47131

Tiempo de retencion pico 1: 4.37 min.
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Tiempo de retencion pico 1: 4.39 min.
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L47136

Tiempo de retencion pico 1: 4.37 min.
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Abstract Fungal strains identified by phylogenetic analy-
sis of the ITS rDNA region as Trametes versicalar (CMU-
TAOL)., Irpex lacteus (CMU-84/13), and Phlebiopsis sp.
(CMU-47/13) are able to grow on and bleach kraft pulp
(KP) in a simple solid-state fermentation (SSF) assav

Incubation in PDB + KP shows significant increases in
Lac and MnP for T. versicolor. MnP and LiP for Ph-
lebiopsis sp.. and none for [ Jactens. SSF assays in Petri
plates are a valuable ol to select fungi that are able to
delienifv KP. Here. delienification bv Phlebionsis so. of
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