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Resumen

Objetivo: Investigar la influencia de los iones de Mn+2 y Cu+2 en ocho formulaciones de diferentes medios
sélidos (F1-F8) para la produccién de lacasa (LAC), manganeso peroxidasa (MnP) y endo B-D-1,4-xilanasa
(ENX) con Trametes versicolor. Metodologia: Los medios se formularon con residuos lignoceluldsicos, dos
niveles de carbonato de calcio, sulfato de manganeso (ll) y sulfato de cobre (). Las formulaciones se
inocularon al 4% (p/p) con Trametes versicolor y se incubaron por 17 dias evaluando la produccién de
biomasa, azucares reductores y la degradacion de hemicelulosa y lignina. Se aplicé un disefio experimental
multifactorial a cuatro vias y se determiné la actividad de LAC, MnP y ENX. Resultados: Los mejores titulos
enzimaticos de LAC se obtuvieron para F5 y F8 con actividades de 11,96 U/g sélido seco (ss) y 8,36 U/g ss;
para MnP, el medio F8 arroj6 la mayor actividad enzimatica (1,32 U/g ss). La maxima actividad ENX fue de
2,63 U/g ss para F1. La mayor degradacion de lignina (42,5%) y de hemicelulosa (32,5%) se alcanzé con el
medio F7. Se propuso un modelo matematico para la produccion de biomasa flngica, actividades LAC y
MnP y consumo de sustratos. Conclusiones: La adicion de 0,16% de CuSO4 y de 0,1% de MnSO4 favorecio
la produccion de LACy MnP por Trametes versicolor. Las condiciones de cultivo seleccionadas permitieron
una mayor sintesis de LAC y ENX. El modelo matematico propuesto permitio describir adecuadamente el
proceso de fermentacion en estado sélido con Trametes versicolor.

Palabras claves: Enzimas degradadoras de lignina, cultivo en estado sélido, cinética de fermentacién,
xilanasa, sales minerales.

Abstract

Objective: This work assesses the influence of Mn+2 and Cu+2 ions in eight formulations of different solid
media (F1-F8) for the production of laccase (LAC), manganese peroxidase (MnP), and endo 1,4 B-D-
xylanase (ENX) from Trametes Versicolor. Methodology: The production media were formulated using
lignocellulosic waste, two calcium carbonate levels, manganese sulfate (Il), and copper sulfate (ll). These
formulations were inoculated at 4% (w/w) with Trametes versicolor and incubated for 17 days, during
which time biomass, reducing sugar production, and hemicellulose and lignin degradation were assessed.
Then, a four-way multifactorial experimental design was applied to determine LAC, MnP, and ENX activity.
Results: The best LAC enzymatic titers were produced by the F5 and F8 media, with activities of 11.96 and
8.36 U/g dry solid (DS), respectively. For MnP, the F8 medium exhibited the highest enzymatic activity at
1.32 U/g DS. The maximum ENX activity was reported by F1 at 2.63 U/g DS. In addition, the F7 medium
evidenced the highest lignin (42.5%) and hemicellulose (32.5%) degradation compared with all other
media. Finally, a mathematical model was proposed for fungal biomass production, LAC and MnP
activities, and substrate consumption. Conclusions: Adding CuSO4 at 0.16% and MnSO4 at 0.1% favored
LAC and MnP production from Trametes versicolor, respectively. The selected culture conditions
facilitated LAC and ENX to be synthesized at a high rate. In addition, the proposed mathematical model
adequately describes the solid-state fermentation process from Trametes versicolor.

Keywords: Lignin Degrading Enzymes, Solid-State Culture, Fermentation Kinetics, Xylanase, Mineral Salts.
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Disefio eficiente de medios para la produccién de lacasa, manganeso peroxidasa y endoxilanasa de Trametes versicolor
cultivado sobre residuos agroindustriales, mediante modelamiento matematico

Introduccion

Se estima que la produccién mundial de biomasa al afio es
aproximadamente de 220 mil millones de toneladas en peso seco [1]. Las
actividades agricolas y agroindustriales generan grandes volumenes de
biomasa con altos contenidos de material lignocelulésico. Esta biomasa
lighoceluldsica se puede usar como materia prima para obtener nuevos
productos con valor agregado reduciendo los problemas ambientales
asociados con su disposicion final. No obstante, la presencia de lignina en el
complejo lignoceluldsico y su naturaleza recalcitrante, la cristalinidad de la
celulosa contenida en este mismo complejo y la baja porosidad de sus fibras,
entre otros factores, hacen que este material sea de dificil degradacion [2],
paso necesario en la mayoria de los casos para su conversién en
bioproductos de alto valor. Entre estos bioproductos se destacan las enzimas
lignoceluloliticas que, a su vez, se destacan por su eficiencia en la
bioconversion de polimeros lignocelulésicos en productos de valor
agregado. La capacidad oxidativa y la accién hidrolitica de las enzimas
lighoceluloliticas en su conjunto han permitido su aplicacién en diferentes
sectores industriales, asi como para fines de biorremediacién y en
biorrefinerias [3]. Especificamente, las enzimas degradadoras de lignina
(ligninasas) se han empleado en el tratamiento de aguas residuales, en la
degradacion de colorantes sintéticos en aguas de la industria textil, en el
blanqueamiento de pulpa en la industria papelera, y en la degradacién y
mineralizacion de hidrocarburos aromaticos, pesticidas y otros
contaminantes nitro-aromaticos [4, 5]. Las ligninasas también se han
empleado en la industria de alimentos para animales ya que mejoran las
propiedades nutricionales de los forrajes al posibilitar la deslignificacion de
materias primas lignoceluldsicas particularmente en el caso de los rumiantes

[6].

Los basidiomicetos de pudricién blanca son capaces de mineralizar una
amplia gama de compuestos aromaticos, incluyendo compuestos
xenobidticos, debido a su sistema enzimatico ligninolitico oxidativo [7]. El
hongo de pudricion blanca T. versicolor ha sido reconocido como uno de los
basidiomicetos mas efectivos en la deslignificacion selectiva [8]. Los hongos
de pudricion blanca deben degradar primero la lignina para luego tener
acceso a los polisacaridos de hemicelulosa y celulosa que son su fuente de
energia, por lo que han desarrollado caracteristicas especificas para reducir
la resistencia de la biomasa lignoceluldsica y mineralizar eficientemente la
lignina hasta CO2 y agua como productos finales [9].

La transformacién de los materiales lignoceluldsicos por T. versicolor se
atribuye predominantemente a la accion sinérgica de su sistema enzimatico.
Las enzimas ligninoliticas son el primer conjunto de enzimas que actian para
degradar significativamente la lignina. Este sistema enzimdtico estd
conformado por enzimas oxidasas y peroxidasas como lacasa (LAC),
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manganeso peroxidasa (MnP), lignina peroxidasa (LiP), peroxidasa versatil y
las enzimas productoras de perdxido de hidrogeno (glioxal oxidasa y glucosa
oxidasa) [10]. El segundo sistema enzimdtico extracelular es el hidrolitico, el
cual se encuentra conformado por las hemicelulasas y celulasas [11]. La
degradacion del polimero de hemicelulosa por medio de las hemicelulasas
se realiza casi al tiempo con la degradacién de la lignina; los hongos emplean
los productos de la hemicelulosa como su fuente inmediata de nutrientes
para posteriormente acceder a la celulosa como su principal fuente de
energia [12].

La obtencion de las enzimas lignoceluloliticas por hongos de pudricién
blanca se encuentra influenciada por factores como la relacién
carbono/nitrégeno (C/N) del medio y las condiciones de operaciéon como la
aireacion, la temperatura, y el control del pH, entre otros [2, 13]. Una
estrategia para aumentar la actividad de estas enzimas consiste en
suplementar los medios de cultivo y generar las mejores condiciones de
operacion en los procesos de fermentacidn. En particular, se ha estudiado el
efecto inductor sobre la actividad lignocelulolitica que ejercen algunas
sustancias adicionadas al medio de cultivo como alcoholes, compuestos
aromaticos, iones metalicos y vitaminas, entre otros [14, 15, 16].

En general, la suplementacién de los medios para el cultivo de hongos con
metales en bajas concentraciones como cadmio, zinc, manganeso y cobre ha
incrementado los titulos enzimdticos de lacasa y MnP, exhibiendo una
mayor velocidad de colonizacién de los sustratos [17, 18, 19]. En el caso de
T. versicolor, la adicién al medio de concentraciones bajas de sulfato de
cobre (ll) y sulfato de manganeso (IlI) en fermentaciones en estado sélido y
fermentaciones sumergidas permitié alcanzar mayores titulos enzimaticos
gue cuando no se suplementaron los medios con estas sales o cuando éstos
fueron suplementados con alcoholes y compuestos aromaticos [20, 21, 22].
Pese al esfuerzo que se ha realizado por esclarecer la accién directa que
ejercen los metales sobre la activacion de las ligninasas, asi como sobre las
concentraciones dptimas de estos metales inductores para la sintesis de
estas enzimas por hongos macromicetos, se requiere investigar el efecto de
estos metales en el caso de cultivos en estado sélido teniendo en cuenta que
la mayoria de los estudios se han enfocado en procesos de fermentacién
sumergida. En un trabajo previo [6], se estudio el efecto de la relacion C/Ny
de la adicion de Cu2+ a medios solidos basados en aserrin de roble, capacho
de coco, cascarilla de café y salvado de maiz sobre la produccién de enzimas
lignoceluloliticas por T. versicolor. Sin embargo, se requiere esclarecer el
efecto inductor del cobre y del manganeso sobre la sintesis de estas enzimas
lignoceluloliticas a partir de este tipo de residuos agroindustriales en
fermentacion en estado sélido. Adicionalmente, no se reporta en la
literatura disponible evidencia cientifica sobre la accion sinérgica que
ejercen estos metales en conjunto con el carbonato de calcio sobre la
produccién de enzimas ligninoliticas por hongos como T. versicolor mediante
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fermentacion en estado sélido. Al respecto, el carbonato de calcio es
empleado comunmente para ajustar el pH de los sustratos sdlidos, asi como
para mejorar el metabolismo del calcio y hacer mas consistente la
produccién de los macromicetos de cultivo en cultivo [23]. En particular, se
requiere investigar con mayor detalle el posible efecto inductor de la
interaccion de los iones de cobre y manganeso con el carbonato de calcio en
sustratos sélidos sobre la obtencidn de las enzimas oxidativas de lignina del
hongo T. versicolor.

De otro lado, se necesita ampliar la informacion existente en torno a los
modelos matematicos utilizados para modelar el comportamiento de la
produccién de enzimas lignoceluloliticas cuando se obtienen a partir de
medios de cultivo sdlidos suplementados con metales. Los modelos
matematicos para describir procesos de fermentacion en estado sélido son
escasos, debido principalmente a la heterogeneidad de los procesos. Las
expresiones matematicas utilizadas corresponden generalmente a
fermentaciones sumergidas que son adaptadas a estos procesos. Se han
desarrollado algunas expresiones especificamente para fermentaciones en
estado sélido [6]. En este sentido, se han utilizado varias ecuaciones
cinéticas de complejidad variable, tales como la ecuacion lineal, logistica, de
dos fases o la ecuaciéon de Monod a fin de describir la produccién de biomasa
en procesos de fermentacion en estado sdlido [24, 25]. De las expresiones
matematicas utilizadas, la mas frecuente es la ecuacion logistica debido a su
simplicidad. En contraste, la produccién de metabolitos primarios vy
secundarios como los azUcares reductores y las enzimas requiere mayor
complejidad en los modelos, por lo que se hace necesario utilizar ecuaciones
que adapten expresiones cinéticas de procesos de fermentacion sumergida
o de procesos enzimaticos.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la influencia de dos niveles de Mn+2
y Cu+2 y dos niveles de carbonato de calcio en ocho formulaciones de
sustratos basados en residuos lignoceluldsicos sobre las actividades
lignoceluloliticas lacasa, manganeso peroxidasa y endo B-D-1,4-xilanasa en
cultivo sélido empleando T. versicolor, asi como la capacidad de este hongo
para degradar los polimeros de lignina y hemicelulosa presentes en los
sustratos formulados. Adicionalmente, se propuso un modelo matematico
para describir el comportamiento de la biomasa fungica, los sustratos y las
enzimas estudiadas en un proceso de cultivo en estado sdlido por lotes
empleando el hongo T. versicolor.
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Metodologia

Microorganismo

Se utilizd la cepa Trametes versicolor PSUWC861 obtenida de la
Pennsylvania State University (EUA). Esta cepa fue extendida sobre agar
papa dextrosa (PDA) y mantenida en refrigeracién a 4°C con transferencias
periodicas. La fase experimental del presente estudio se llevé a cabo en la
Planta de Bioprocesos y Agroindustria de la Universidad de Caldas a 2280 m
s. n. m, con temperatura promedio de 17°C en Manizales, Colombia.

Preparacion de la semilla

La semilla para la inoculacion de los medios de cultivo sélidos se realizd
sobre sorgo rojo lavado e hidratado con agua caliente hasta 40%-45% de
humedad. El sorgo hidratado fue empacado en unidades de 200 g en bolsas
de polipropileno bi-orientado, provistas con un filtro de algoddn en la parte
superior de la bolsa para el intercambio gaseoso. Posteriormente, el grano
fue esterilizado a 121°C por 2 horas. El grano hidratado y esterilizado fue
inoculado con cuatro trozos cuadrados de 0,5 cm de lado de micelio
extendido en agar en cabina de flujo laminar. Las bolsas inoculadas se
llevaron a incubacidn en penumbra y a 25°C hasta colonizacidon completa.

Medios de cultivo y condiciones de colonizacién

Se utilizaron ocho formulaciones de sustrato sdlido en las que se
combinaron dos niveles de sulfato de cobre (1) (0,08% y 0,16% en base seca),
dos niveles de sulfato de manganeso (Il) (0,05% y 0,1% en base seca) y dos
niveles de carbonato de calcio (0% y 2% en base seca) como se muestra en
la Tabla 1. Los demds componentes en las formulaciones de los sustratos (en
base seca) se mantuvieron constantes: cascarilla de café 20%, salvado de
maiz 20% y sacarosa 1%; la cantidad de aserrin de roble en base seca varié
entre 57% y 59% segun las cantidades adicionadas de las sales.
Adicionalmente, se realizé una formulacién de control FO sin adicion de
metales ni de carbonato de calcio. Los sustratos se formularon a 60% de
humedad, empacados en bolsas de polipropileno bi-orientado de 200 g y
posterior esterilizacién a 121°C por 2 horas. Posteriormente, los sustratos se
inocularon con la semilla al 4% en base humeda, se llevaron a incubacion a
25°C bajo penumbra, con 60%-65% de humedad relativa, con relevos de aire
de 2 horas cada 24 horas. Para los andlisis se tomaron tres muestras
destructivas por semana durante 14 dias de incubacion.
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Tabla 1. Contenidos de sales de cobre, manganeso y calcio (en
porcentaje en base seca) para ocho formulaciones de sustrato para el
cultivo en estado sélido de T. versicolor

Formulacién | FO F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8

CuS04 0,00 | 0,16 | 0,16 | 0,08 | 0,08 | 0,16 | 0,16 | 0,08 | 0,08
MnS04 0,00 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,10 | 0,10 | 0,10 | 0,10
CaCO3 0,00 | 0,00 | 2,00 | 0,00 | 2,00 | 0,00 | 2,00 | 0,00 | 2,00

Fuente: Elaboracidon propia

Determinacidon de actividades enzimaticas

Los extractos para la determinacidn de las actividades enzimaticas xilanoitica
y ligninoliticas fueron obtenidas a partir de 10 g de sustrato fresco en 30 mL
de agua destilada sometidos a ultrasonido por 5 minutos y 10 minutos de
agitacién a 800 rpm en placa de agitacion magnética, con posterior filtracion
al vacio. Los extractos liquidos fueron almacenados en viales a 4 °C durante
una semana; todas las actividades enzimaticas evaluadas en estudio fueron
determinadas por triplicado.

La actividad de la lacasa (E.C.1.10.3.2) se determiné utilizando 50 uL de
extracto enzimatico y 0,5 mM de ABTS (2,2 -azinobis (3-etilbenztiazoline-6-
sulfonato)) en solucién 0,1 M de buffer de acetato de sodio con un pH de 3,6
como sustrato segun el método de Paszczynski and Crawford [26], leyendo
el aumento de absorbancia a 420 nm (g420=36/mM cm) luego de tres
minutos de reaccién a 30°C. Una unidad de actividad LAC (U) fue definida
como la cantidad de enzima requerida para oxidar 1 umol de ABTS en 1
minuto.

La actividad de la manganeso peroxidasa (E.C.1.11.1.13) se determind con
100 uL de extracto enzimatico utilizando como sustrato una solucién al
0,01% de rojo fenol en buffer de succinato de sodio 0,1 M con un pH de 4,5
y sulfato de manganeso (0,22 g/L), con perdxido de hidrégeno 0,2 mM como
iniciador de la reaccion, la cual se detuvo luego de 10 minutos con la adicién
de NaOH 5 N para leer el incremento de absorbancia a 610 nm
(€610=22/mM cm). Una unidad de actividad MnP (U) fue definida como la
cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 umol de rojo fenol en 1 minuto
[27].

La actividad de la endo B-D-1,4-xilanasa (E.C.3.2.1.8) se determiné utilizando
como sustrato una suspensién de xilano 0,2% en buffer de acetato de sodio
50 mM con un pH de 4,8, incubada a 50°C con 100 pL de extracto enzimatico
por 30 minutos [28]. La reaccidn se interrumpié con la adicidon de acido
dinitrosalicilico (DNS). Los azucares reductores liberados por las reacciones
de las hidrolasas sobre los sustratos indicados fueron determinados por el
método del DNS a 540 nm de longitud de onda [29]. Una unidad de actividad
enzimatica (U) fue definida como la produccién de una 1 umol de azucares
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reductores en 1 minuto. Para la curva de calibracidn se utilizé xilosa X1500
(SIGMA, EUA).

Cuantificacion de biomasa y analisis quimicos

El contenido de biomasa fungica en los medios sdlidos se estiméd
indirectamente mediante la determinacion del componente estructural de
la quitina, la N-acetil-D-glucosamina (NAGA) de acuerdo con el método de
[30] en las muestras de sustrato colonizadas con T. versicolor en cada uno
de los tiempos definidos de proceso. Las muestras de sustrato se secaron a
105°C por 24 horas, luego se sometieron a hidrélisis acida con HClI 6 N por
cuatro horas a 100°C. Se realizé una curva patrén con una solucidon de NAGA.
Para la cuantificacién de la biomasa se midié el contenido de NAGA por
gramo de micelio del hongo de estudio, cultivandolo en medio liquido. El
desarrollo del micelio en medio liquido se realizé en matraces de 250 mL con
100 mL de medio de cultivo con la siguiente formulacién (en g/L): glucosa
30, extracto de levadura 6, MgS0O4-H20 0,5, K2HPO4 0,5 y CaCl2 0,1. El
tiempo de fermentacion para el crecimiento del hongo fue de 10 dias a 25°C
y 100 rpm de agitacidn. La quitina fue extraida mediante hidrdlisis con HCI 6
N por tres horas. La determinacién de la biomasa y los analisis quimicos para
este estudio se realizaron por triplicado.

Se determinaron los componentes de la fibra (hemicelulosa y lignina) de los
sustratos de cada una de las formulaciones en siete tiempos durante los 14
dias de incubacion, asi como la fraccién soluble, empleando los resultados
de la determinacion de fibras detergente neutra, acida y lignino-acida. La
medicion se realizd a muestras secas y molidas de sustrato; cada muestra se
sometio a tres hidrdlisis en serie (cada una de 75 min): hidrélisis con lauril
sulfato de sodio, hidrdlisis en soluciéon de bromuro de amonio en acido
sulfdrico 1 N, e hidrdlisis con acido sulfarico al 72% (p/v). Al finalizar cada
hidrdlisis, las muestras fueron lavadas con acetona y secadas a 105°C hasta
peso constante [31]. Para la determinacidn de azucares reductores se realizd
un extracto en una relacion 1:3 de muestra seca del medio de cultivo
colonizado en cada tiempo de incubacién en agua destilada con asistencia
de 5 min de ultrasonido y posterior agitacién por 10 minutos y filtracion al
vacio. A los extractos obtenidos se les determind el contenido de azlcares
reductores por el método del DNS (Miller, 1959). Los porcentajes de
degradacion de las fibras fueron calculados al finalizar los catorce dias de
cultivo considerando la cantidad de cada polimero degradado (diferencia
entre su concentracién inicial y final) en relacién con su concentracion inicial.
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Analisis estadistico

Se realizd un disefio experimental multifactorial a 4 vias con un nivel de
significancia del 95%. Se empled el programa Statgraphics version 18
(Stargraphics Technologies, Inc., EUA) para realizar un andlisis de varianza
multifactorial con cuatro factores. El primer factor correspondié al
contenido de CuSO4 con dos niveles (0,08%y 0,16%), el segundo factor
correspondié al contenido de MnSO4 (0,05% y 0,1%), el tercer factor al
contenido de CaCO3 (0% y 2%) y el cuarto factor fue el tiempo a siete niveles
(0,2,4,7,9, 11 y 14 dias de incubacion); las variables de respuesta fueron
las actividades enzimdticas MnP, LAC y ENX, contenido de lignina y
hemicelulosa (en mg/g ss), produccién de biomasa (en UNAGA/g ss) y
produccién y consumo de azucares reductores (en mg/g ss). La masa de los
medios de cultivo fue de 2 kg para cada formulacidon, empacados en bolsas
de 200 g.

Modelamiento matematico

Se utilizo el software Matlab® 2016 (MathWorks, EUA) para la solucién del
modelo matematico del proceso de fermentacién en estado sodlido
propuesto en este trabajo y que consta de siete ecuaciones diferenciales
ordinarias. Al programa se le suministraron los valores experimentales y los
valores supuestos (iniciales) de los parametros. La resolucién del sistema de
ecuaciones diferenciales se realizé mediante la funcion ODE45 que utiliza un
método variable de Runge-Kutta. Los valores de los parametros finales se
estimaron mediante la funcién Fmincon. La funcién objetivo a minimizar se
defini6 como la suma de cuadrados de los residuos entre los datos
experimentales y los calculados por el modelo.

Resultados y discusion

Produccidon de enzimas ligninoliticas y xilanasa

Los mayores titulos enzimdaticos obtenidos para cada enzima no se
presentaron en el mismo dia de fermentacidn, ni tampoco se visualizd una
tendencia constante en el tiempo para las enzimas estudiadas. No obstante,
los valores obtenidos de actividades enzimaticas si conservaron un
comportamiento similar con respecto a los valores mdximos y minimos
durante los 14 dias de cultivo. Para el caso especifico de la lacasa, los
mayores titulos enzimaticos obtenidos para las ocho formulaciones se
alcanzaron durante los dias 7 y 11 de la fermentacién, mientras el descenso
de la actividad lacasa ocurrid a partir del dia 11 de fermentacién (Ver Figura
1). Por otro lado, el comportamiento de la MnP dista significativamente de
la LAC, ya que durante el cultivo todas las formulaciones mantuvieron
intervalos de actividad enzimatica muy similares sin obtener titulos
enzimaticos altos, la medida experimental de esta enzima arrojé dos o mas
valores maximos de actividad en los 14 dias de incubacién en todas las
formulaciones (Ver Figura 2). Posteriormente, los datos experimentales no
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mantuvieron la tendencia en la disminucidon de la actividad enzimatica a
partir del dia 11 de incubacién.

La actividad enzimdtica de la endo B-D-1,4-xilanasa medida en este trabajo
mantuvo un comportamiento similar durante todo el tiempo de Ia
fermentacion para las ocho formulaciones evaluadas. La actividad de esta
enzima exhibidé sus mayores titulos en los dias 9 y 11 de incubacion. Al igual
gue ocurrio con las ligninasas evaluadas, esta enzima mostré una
disminucion en su actividad enzimatica a partir del dia 11 de fermentacion.
La actividad ENX presentd diferencias estadisticamente significativas para
los factores cobre (valor-p = 0,0193) y manganeso (valor p = 0,0163)
evaluados individualmente. Teniendo en cuenta el comportamiento de los
valores experimentales obtenidos de las actividades enzimaticas de LAC,
MnP y ENX, se infiere que la mayor variacidn de la actividad enzimatica del
hongo se presentd entre los dias 2 y 11 de incubacion. Sin embargo, este
periodo no se debe asumir como constante en la produccién de enzimas
lignoceluloliticas, ya que se debe tener en cuenta que los procesos de
fermentacion en estado sélido se rigen por diferentes condiciones de
operacion lo cual influye directamente en la expresién genética de estas
enzimas. Un aspecto que se debe considerar en el analisis de la informacién
obtenida es que el tiempo de fermentacién es relativamente corto en
comparacion con otros estudios, donde los tiempos de produccion de
enzimas lignoceluloliticas pueden llegar hasta 50 dias de cultivo
dependiendo del organismo de estudio y del medio de cultivo empleado
[32].

Se han planteado diferentes hipodtesis para explicar el comportamiento
ascendente y descendente de los titulos enzimaticos de las enzimas
lignoceluloliticas. Es posible que el método en la obtencidn de los extractos
enzimaticos es una de las causas que genera la disminucidon en las
actividades enzimaticas. La actividad catalitica de estas enzimas se puede
ver seriamente afectada dada su sensibilidad a diferentes factores fisico-
guimicos y bioldgicos como la alteracién del pH, cambios de temperatura,
fuerzas mecanicas y contaminacién de los extractos [33]. Sin embargo, las
desviaciones estandar de los datos obtenidos no son muy grandes en la
mayoria de los tiempos de muestreo como se observa en las barras de error
de las Figuras 1 y 2. Otras posibles causas de la variabilidad de estos titulos
enzimaticos son las alteraciones que se presentan en el proceso de
fermentacion; entre estos cambios, se puede considerar la pérdida de
humedad en el medio de cultivo, asi como la transformacién quimica que
sufren los sustratos ya que es posible que exista una nueva produccién de
metabolitos y sustancias que alteren la sintesis y la expresion de las enzimas
lignoceluloliticas [32].
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Efecto de la adicion de cobre, manganeso y calcio sobre la produccion
de ligninasas y xilanasa

Los datos experimentales obtenidos de las actividades enzimaticas
mostraron el efecto estimulante de la interaccion de los iones de Cu+2,
Mn+2 y Ca+2 suministrados al medio de cultivo para la produccién de lacasa
y MnP en comparacién con el tratamiento control (FO) el cual fue formulado
sin la adicidon de cobre, manganeso y calcio (ver Tabla 2). Para el caso de la
lacasa, el analisis estadistico mostré que la interaccidon de los tres factores
correspondientes al contenido de las tres sales tuvo una influencia
estadisticamente significativa (valor-p = 0,043) sobre la producciéon de esta
enzima. Cabe destacar que el mayor titulo enzimatico de lacasa se obtuvo
para el medio F5, el cual fue adicionado con los mayores porcentajes de las
sales de cobre y manganeso (0,16% CuS0O4 y 0,1% MnS0O4) y sin adicién de
CaCO03; esta maxima actividad enzimatica de lacasa obtenida en los medios
se alcanzé en un periodo de tiempo mas corto en comparacidon con el
tratamiento de control, donde su mayor titulo enzimatico se alcanzé en el
dia 14 de incubacioén.

El efecto inductor de la interaccién de uno o mas metales cuando fueron
suministrados a los medios de cultivo para la produccién de enzimas
ligninoliticas ha sido evaluados por otros autores. [34] observaron un efecto
estimulante del Cu+2 cuando se incrementaron los valores en la producciéon
de lacasa, MnP y LiP del hongo Phlebia radiata cultivado en estado semi-
solido durante 32 dias de incubacidn. Los titulos enzimaticos reportados por
estos autores en el dia 14 de incubacion fueron cinco veces mayores para
LiP y lacasa que los obtenidos en los tratamientos sin presencia de metales.
Los resultados obtenidos en este trabajo con respecto al comportamiento
de la lacasa coinciden con los reportados por otros autores quienes
reportaron el aumento en la produccion de lacasas y peroxidasas flngicas
cuando sus medios de cultivo en estado sélido fueron suplementados con
Cu+2 y Cd+2 como moduladores de la actividad enzimatica ligninolitica [35,
36].

El efecto del carbonato de calcio evaluado como factor independiente en la
produccién de MnP arrojo diferencias estadisticamente significativas (valor-
p =0,0302). Por otra parte, los medios de cultivo que fueron formulados con
0,08% de CuSO4 y 2% de CaCO3 (medios F4 y F8) mostraron diferencias
estadisticamente significativas (valor-p = 0,0374) en la producciéon de MnP
en comparacion con los demas medios de cultivo. La interaccién entre los
factores CuSO4 y CaCO3 estimulé ligeramente la induccién de la MnP
extracelular de T. versicolor, ya que se logré duplicar su actividad enzimatica
en comparacién con las actividades enzimaticas obtenidas en los cultivos
formulados sin adicidn de las sales utilizadas en este estudio (medio FO). El
analisis estadistico realizado no mostré que la variacidon estudiada en la
concentracion de manganeso influyera sobre la produccién de MnP, opuesto
alo que se esperaba. Los mayores titulos para esta enzima se alcanzaron con
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las formulaciones suplementados con 0,08% de sulfato de cobre, y esta
actividad enzimatica se vio favorablemente afectada con la interaccién entre
el carbonato de calcio y el sulfato de cobre. Investigaciones recientes para
otros hongos obtuvieron resultados similares a los encontrados en este
trabajo respecto al comportamiento de la MnP. De acuerdo con Meehnian,
et al. [37], la actividad de la MnP en un cultivo en estado sélido de Daedalea
flavida no se indujo con la adiciéon de sulfato de manganeso 0,1 mM vy los
titulos enzimaticos de MnP no sobrepasaron a los obtenidos con el medio
de cultivo de control, mientras que la producciéon de LAC mostré una
tendencia en aumento durante los 21 dias de fermentacién estudiados. El
objetivo de adicionar sulfato de manganeso a los medios de cultivos es
aumentar la disponibilidad del Mn+2 en el ambiente favoreciendo las
condiciones de sintesis de MnP. Si bien se ha encontrado un estudio que
soporta esta estrategia [38], aun se deben definir cudles son las
concentraciones de MnSO4 que favorecen la induccidon de la MnP y los
rangos de pH éptimos para potenciar la actividad de esta enzima. Se debe
resaltar que este trabajo no sélo estudio la influencia de los metales en la
sintesis de enzimas lignoceluloliticas, sino que también se estudio la posible
influencia de la interaccién del cobre, manganeso y calcio como posibles
inductores de este consorcio enzimatico. Aunque en la literatura disponible
hay evidencia cientifica del papel inductor de las sales de cobre y manganeso
para la obtencidn de enzimas ligninoliticas, hace falta profundizar el analisis
de la accidn sinérgica que existe entre el carbonato de calcio y las sales de
cobre y manganeso, asi como el porcentaje de participacién en los medios
de cultivo de cada una de estas sustancias.

Un aspecto relevante en el comportamiento de la MnP es que su maxima
actividad se obtuvo finalizando el tiempo de incubacién. Por lo tanto, se
debe considerar la realizacién de un estudio donde el tiempo de
fermentacion sea superior al planteado en este trabajo. De igual forma, se
debe tener en cuenta que existen varias limitantes que obstaculizan la
medida experimental de esta enzima. Se encontrd que el comportamiento
de MnP en esta investigacion mantiene la tendencia con el de otros trabajos
de investigacion. Por ejemplo, Fujian and Zuohu [39] no obtuvieron titulos
enzimaticos altos de MnP hasta después del décimo dia de incubacién;
posteriormente la actividad de esta enzima decayd drasticamente y se
mantuvo hasta finalizar el tiempo de los ensayos. Estos autores lograron
aislar y purificar por medio de un tren de operaciones unitarias a escala de
laboratorio cinco isoenzimas de MnP obtenidas con Phanerochaete
chrysosporium. Lo anterior consolida la hipdtesis propuesta en un trabajo
previo [6] en donde se sugiere que, durante los procesos de fermentacién
en estado sdlido, la variabilidad en las actividades enzimaticas podria
explicarse por la posible sintesis y excreciéon al medio de varias isoenzimas
de MnP en el tiempo lo que no permite diferenciar la actividad enzimatica
entre las enzimas secretadas por el organismo o las inducidas por los efectos
de los metales mediadores.
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La evaluacion de la interaccion del contenido de cobre, manganeso y calcio
adicionados a los medios de cultivo no implicd una influencia directa sobre
la sintesis de la endo B-D-1,4-xilanasa. La variacion en los datos obtenidos
para la actividad enzimdtica de esta xilanasa en las ocho formulaciones
estudiadas no fue estadisticamente significativa. No obstante, la
contribucién individual de la adicién de cobre y manganeso (como factores
del disefio experimental) en las concentraciones estudiadas en este trabajo
si mostraron una significancia estadistica medida como valor-p de 0,019 y
0,016 respectivamente, no asi en el caso del carbonato de calcio. De este
modo, se demuestra el posible efecto mediador de los iones de manganeso
y cobre sobre la sintesis de esta xilanasa extracelular cuando fueron
suministrados al medio de cultivo con un porcentaje de 0,08% de CuSO4 o
de 0,05% de MnSO4. Gurpreet, et al., [40] demostraron el efecto inductor
del sulfato de cobre sobre la produccion de xilanasa en fermentacién en
estado sélido por medio de Aspergillus niger; cuando el medio de cultivo fue
suplementado con 1 Mm/kg de esta sal, se logré maximizar la actividad
enzimatica de la xilanasa en comparacién con otros tratamientos evaluados.
No obstante, es importante resaltar que, aunque se encuentran reportes de
estudios relacionados con la accién de algunas sales y minerales en la
sintesis de enzimas lignoceluloliticas, no se encontraron estudios que
evaluaran la interaccion de sales de sulfato de cobre, sulfato de manganeso
y carbonato de calcio para potencializar la produccién de estas enzimas.

En la Tabla 2 se muestran los picos maximos de actividad de las tres estimas
estudiadas, asi como el dia de incubacién en el que se alcanzaron los
mayores titulos para cada una de las formulaciones durante los 14 dias de
incubacién del hongo T. versicolor. De acuerdo con los datos de esta tabla,
la produccion de enzimas lignoceluloliticas fue favorecida por la adicidon de
carbonato de calcio, sulfato de cobre y sulfato de manganeso. En particular,
las formulaciones adicionadas con CaCO3, CuSO4 y MnSO4 permitieron
obtener mayores actividades enzimaticas ligninoliticas (LAC y MnP) en
comparacion con el medio de control (FO). Los titulos enzimaticos mas
importantes para LAC se alcanzaron en los medios F5 (11,96 U/g ss) y F8
(8,36 U/g ss), los cuales contenian los mayores niveles de las sales
mencionadas. Esto ratifica la importancia de los iones de Cu+2, Mn+2 y Ca+2
como promotores en la induccién de estas enzimas ligninoliticas. Este
estudio logré demostrar no solo la accion sinérgica que ejercen estos
metales para la induccion de la sintesis de estas enzimas, sino también el
logro de mayores titulos enzimaticos en menor tiempo de incubacién en
comparacion con el tratamiento de control donde sus maximas actividades
enzimaticas fueron alcanzadas en los ultimos dias de la fermentacién. El
grado de contribucion del CaCO3 en la sintesis de ligninasas fue
determinante no solo en interaccién con los iones de Mn2+ para las
actividades LACy MnP obtenidas en el medio F8 (2% CaCO3y 0,1 de MnS0O4),
sino también como factor independiente en la sintesis de MnP. La
informacién de la Tabla 2 permite observar que la adicién de manganeso y
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cobre no tienen un efecto inductor sobresaliente en la sintesis de ENX,
teniendo en cuenta que el mayor titulo enzimatico se alcanzé con el
tratamiento de control para el dia 14 de incubacidn. Asimismo, se logré
determinar que entre mayor sea la concentracidon de estas sales en las
formulaciones evaluadas, menor es la actividad enzimatica de ENX que se
obtiene.

Tabla 2. Maximas actividades enzimaticas (U/g ss) de T. versicolor para
ocho formulaciones suplementadas con CuSO4, MnSO, y CaCOs;

Formulacion FO F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
LAC (U/gss) 324 | 6,74 | 6,50 | 5,63 | 519 | 11,96 | 584 | 8,14 | 8,36
Dia de max. actividad | 14 11 11 9 9 11 14 11 14
MnP (U/g ss) 1,09 | 1,03 | 1,10 | 0,61 | 0,87 | 1,26 0,80 | 1,29 | 1,32
Dia de max. actividad | 14 14 14 7 11 14 11 14 14
ENX (U/g ss) 536 | 263 | 1,77 | 1,89 | 1,56 | 1,30 1,64 | 1,18 | 1,13
Dia de max. actividad | 14 9 2 2 4 11 11 4 9

Fuente: Elaboracidon propia

La significancia estadistica de las interacciones entre los factores evaluados
con respecto al comportamiento de LAC y MnP permite inferir la influencia
conjunta que ejercen los metales cobre y manganeso con el carbonato de
calcio en los medios de cultivos al inducir la sintesis de estas dos ligninasas.
En enzimologia es conocida la influencia del cobre y del manganeso para
favorecer la accidn catalitica de la lacasa y la MnP [41]. Estudios preliminares
han demostrado que la lacasa sintetizada por Trametes sp. posee
propiedades diferentes en comparacion con lacasas sintetizadas por otros
hongos de podredumbre blanca. Las diferencias mas relevantes a destacar
son la termoestabilidad, resistencia a la alcalinidad o acidez extrema y
tolerancia a los disolventes organicos y a la presencia de metales pesados
[42, 43]. La lacasa es una fenol-oxidasa capaz de catalizar la oxidacion de un
amplio espectro de sustancias fendlicas y aromdticas por medio de la
reduccidn del oxigeno molecular como aceptor de electrones reduciéndolo
hasta agua [44]. La lacasa contiene cuatro atomos de cobre. El cobre tipo |
es el encargado de darle el color azul caracteristico a la enzima y de su
potencial redox dependera la eficiencia catalitica de la misma. También el
cobre tipo | participa en el sitio activo donde se lleva a cabo la oxidacién de
los sustratos, y el cobre tipo Ill es donde ocurre la reduccién del oxigeno
molecular hasta agua [45].
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Figura 1. Progreso de la actividad lacasa (LAC) del hongo T. versicolor sobre ocho
formulaciones de sustratos durante 14 dias de fermentacion en estado sdlido. (a): F1-F2, (b):
F3-F4, (c): F5-F6, (d): F7-F8. ss—sdlido seco
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Fuente: Elaboracién propia

Son diversos los factores que pueden inducir la sintesis de LAC, pero
teniendo en cuenta el rol que cumplen los atomos de cobre y la estructura
de esta ligninasa, se ha sugerido que la adicion de algunos metales en los
medios de cultivo influye sobre el proceso de transcripcion genética
incrementando la produccién de esta enzima [46, 47, 48].

Figura 2. Progreso de la actividad manganeso-peroxidasa (MnP) del hongo T. versicolor sobre
ocho formulaciones de sustratos durante 14 dias de fermentacion en estado sdlido. (a): F1-
F2, (b): F3-F4, (c): F5-F6, (d): F7-F8. ss—sdlido seco
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Fuente: Elaboracion propia

Existe evidencia cientifica de la presencia de promotores sensibles a metales
en genes de enzimas ligninoliticas, lo cual indica que la presencia de algunos
metales como cobre y manganeso en el medio de cultivo pueden actuar
estabilizando o activando el procesamiento y trafico de la informacién
genética del ARN mensajero que codifica la informacion para la sintesis de
una nueva proteina [8, 20, 49, 50]. Los resultados obtenidos en este trabajo
indican que la adiciéon de manganeso (evaluada como factor independiente)
no realiza ningun tipo de induccién sobre las actividades enzimaticas
ligninoliticas en el rango de concentraciones estudiado. Contrario a lo
esperado, la presencia de manganeso en los medios analizados influencid la
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activacion y expresién de la lacasa, teniendo en cuenta que el mayor titulo
enzimatico de las dos ligninasas analizadas durante los ensayos de
fermentacion correspondié a esta enzima. El medio F5 fue el que mayor
actividad enzimatica presenté con un valor de 11,96 U/g ssen el dia1ldela
fermentacion, mientras que los titulos enzimdticos de MnP no fueron
mayores a 1,32 U/g ss (ver Tabla 2).

Si bien los medios de cultivos suplementados con las tres sales estudiadas
influenciaron positivamente la secrecion de las ligninasas, la endoxilanasa
medida en estos ensayos no parecio ser inducida por la interaccion de los
factores evaluados. La endo B-D-1,4-xilanasa hidroliza al xilano, el segundo
polisacarido natural mas abundante del material lignocelulésico [51]. En los
ultimos afios, ha aumentado el interés en la produccidon de hemicelulasas
por fermentacién en estado sélido empleando residuos agroindustriales con
alto contenido de material lignoceluldsico, debido a los rendimientos mas
altos en tiempos mas cortos de fermentacion y la disponibilidad de residuos
como sustratos mas baratos comparada con la fermentacidén sumergida. Por
lo tanto, la presencia de xilanasas en el coctel enzimatico es muy importante
para alterar el xilano y facilitar el acceso a la celulosa. Por este motivo,
diferentes grupos de investigacidon se centran en potenciar no solo la
produccién de enzimas ligninoliticas, sino también la obtencidon de
hemicelulasas con el fin de alcanzar una accién sinérgica y degradar
eficientemente los polimeros lignoceluldsicos. Para verificar el
comportamiento enzimatico de la endoxilanasa, se realizd la comparacion
de las actividades enzimadticas de los ocho tratamientos evaluados con
respecto al sustrato testigo, encontrandose que los mayores titulos de ENX
fueron obtenidos sin la adicidn de sales de manganeso y cobre. Luego del
medio FO, la mayor actividad enzimatica de endoxilanasa fue obtenida en la
formulacién F1 (2,63 U/g ss) alcanzada a los nueve dias del proceso de
fermentacion. Por lo tanto, de este trabajo se infiere que la suplementacion
de los sustratos con sales de cobre y manganeso puede alterar también los
titulos enzimaticos de hidrolasas como las endoxilanasas.

Efecto de la adicion de sales de cobre, manganeso y calcio sobre la
produccion de biomasa y la degradacion de lignina y hemicelulosa

La adicién de sales de manganeso, cobre y calcio a los medios de cultivo
presentd diferencias estadisticamente significativas con respecto al
crecimiento micelial del hongo T. versicolor cuantificado indirectamente a
través de la determinacién de NAGA. Los datos obtenidos que mostraron
diferencias estadisticamente significativas para la produccién de biomasa
fungica fueron las formulaciones suplementadas con 2% de CaCO3, 0,08%
de CuSO4 y 0,1% de MnSO4 (valor-p = 0,0076). Asimismo, la produccién de
biomasa mostré diferencias estadisticamente significativas (valor-p = 0,006)
en todas las formulaciones a las que se les adicioné el 2% de carbonato de
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calcio. En la Figura 3 se muestra el progreso en el tiempo del crecimiento
micelial durante los 14 dias de fermentacion para las ocho formulaciones
estudiadas. La mayor produccion de biomasa se registré para el medio F5 en
el dia 11 de la fermentacidn con un valor de 248,2 mg/g ss.

En el presente trabajo se evalud la degradacion de la lignina y la
hemicelulosa (ver Figuras 4 y 8) presentes en los sustratos formulados
considerando la suplementacién con sales de manganeso, cobre y calcio. El
analisis estadistico de la degradaciéon de lignina se vio influenciado por la
interaccion de la adiciéon de cobre, manganeso y calcio cuando las sales
respectivas fueron suministrados a los medios de cultivos (valor p=0,013).
Se puede inferir que la degradacién de la lignina para este estudio se generd
especialmente en los sustratos suplementados con el sulfato cuprico, ya que
los mayores titulos enzimaticos obtenidos correspondieron a la lacasa. Asi,
el mayor porcentaje de degradacion de lignina y hemicelulosa se obtuvo
para la formulacién F7 con 42,5% y 32,5% respectivamente.

El comportamiento de los azlcares reductores en las ocho formulaciones
evaluadas en este trabajo mostré un balance entre su formacién y su
consumo como se observa en la Figura 5. La adicidn de las sales de cobre,
manganeso y calcio no mostrd diferencias significativas estadisticamente
para ninguna de las formulaciones bajo estudio. Es importante sefialar que
en los procesos de fermentacidn en estado sdlido de materiales
lignocelulésicos con T. versicolor, los azucares reductores corresponden al
producto de la degradacion enzimatica que realizan estos hongos sobre los
polisacaridos presentes en el medio de cultivo [6].

Figura 3. Produccidn de biomasa del hongo T. versicolor en ocho formulaciones de sustrato
durante 14 dias de fermentacién en estado sdlido. (a): F1-F2, (b): F3- F4, (c): F5-F6, (d): F7-F8.
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Figura 4. Degradacidon de lignina del hongo T. versicolor sobre ocho formulaciones de
sustratos durante 14 dias de fermentacion en estado sélido. (a): F1-F2, (b): F3-F4, (c): F5-F6,
(d): F7-F8. ss—sdlido seco
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Figura 5. Perfil en el tiempo de la concentracion de aztcares reductores (AR) del hongo T.
versicolor en ocho formulaciones de sustrato durante 14 dias de fermentacion en estado
solido. (a): F1-F2, (b): F3-F4, (c): F5-F6, (d): F7-F8. ss—sdlido seco
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Modelamiento matematico

La sintesis de enzimas lignoceluloliticas por hongos de la podredumbre
blanca implica varios procesos como la absorcién de nutrientes, la
degradacion de materiales contenidos en el medio de cultivo, la produccién
de biomasa celular, la excrecion de metabolitos secundarios y la produccion
y consumo de agua, entre otros [52]. Algunos estudios han descrito modelos
cinéticos para diferentes tipos de fermentacion [53]; la mayoria de ellos se
centran en la fermentaciéon sumergida ya que los fendmenos involucrados
en estos sistemas son actualmente mas conocidos que en el caso de las
fermentaciones en estado sélido. En este ultimo tipo de cultivo, la
heterogeneidad de los sustratos y de las materias primas es una de las
principales limitantes que se deben abordan para obtener modelos
matemadticos mds precisos y aplicables en diferentes procesos bioldgicos
como la degradacion de residuos lignocelulésicos por hongos de pudricion
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blanca. Pocos estudios han abordado los modelos matematicos aplicados a
los bioprocesos en estado sélido con hongos de la podredumbre blanca, asi
como las posibles modificaciones que se deben realizar a las expresiones
matematicas existentes a fin de simular de manera mads precisa los
fendmenos que ocurren en los procesos de fermentacion en estado sélido
con macromicetos [6].

Uno de los objetivos de este trabajo fue encontrar la mejor formulacién
suplementada con sales de cobre, manganeso y calcio para la produccion de
enzimas ligninoliticas y la degradacién y consumo de la lignina y la
hemicelulosa. Con base en los datos experimentales obtenidos de
actividades enzimaticas, degradacidn de lignina y consumo de hemicelulosa
durante la fermentacion en estado sélido con el hongo T. versicolor durante
14 dias de cultivo, se selecciond un modelo matematico conformado por
siete ecuaciones diferenciales ordinarias (Tabla 3) desarrollado en un trabajo
previo [6] para hongos de pudricion blanca y aplicado al proceso de
obtencidn de enzimas lignoceluloliticas. El modelo matematico considera los
pasos mas relevantes del proceso de fermentacién en estado sélido como la
formacién de biomasa, la sintesis de enzimas y la degradacion del material
lignoceluldsico. En este trabajo se presentan los resultados obtenidos del
modelamiento para el medio F7, ya que fue el que mostré el mejor
comportamiento respecto a la degradacién de los sustratos basados en
materiales lignoceluldsicos.

El modelo matematico seleccionado incluye la descripcidn de produccion de
la biomasa y tres enzimas lignoceluloliticas (LAC, MnP y ENX), azucares
reductores como producto intermedio consumido durante la misma
fermentacion, consumo de hemicelulosa y degradacion de lignina. El modelo
seleccionado consignado en la Tabla 4 para la descripcién de la biomasa es
la ecuacién (1), la cual corresponde a la ecuacidn logistica modificada por
Mitchell, et al. [54]. Para describir la variacion de los azlcares reductores en
el tiempo se selecciond la ecuacidn (2) que incluye un factor que afecta la
derivada de la velocidad de produccion de biomasa; los aztcares reductores
son considerados un producto de la fermentacién que es consumido por el
mismo hongo como fuente de energia y su variacién se ajusté mas a la
velocidad de formacidn de la biomasa que a la concentracién de la biomasa
misma. Para la degradacion de lignina y el consumo de hemicelulosa en el
tiempo de fermentacidén, se propusieron las ecuaciones (3) y (6) cuyo
planteamiento se realizd en funcidn de las concentraciones de las enzimas
especificas responsables de la degradacion de cada uno de los sustratos. La
variacion de las actividades xilanolitica (ENX) y ligninoliticas (LAC y MnP)
fueron propuestas en dependencia de la concentracién del sustrato
especifico y de la velocidad de produccién de la biomasa con un factor de
inhibicién provocado por la concentracion de azucares reductores en el
medio en el caso de la endoxilanasa, mientras que para las dos ligninasas el
factor de inhibicién fue afectado por la misma concentracion de lignina en

Revista Investigacion e Innovacion en Ingenierias, vol. 8, n°. 2, pp. 106 - 136, julio — diciembre 2020
DOI: https://doi.org/10.17081/invinno.8.2.3601


https://doi.org/10.17081/invinno.8.2.3601

Sandra Montoya Barreto, Yesica Alejandra Patifio Marin, Oscar Julidn Sanchez Toro

el medio, como se observa en las ecuaciones (4), (5) y (7). La inhibicion de
las enzimas ligninoliticas puede deberse a sustancias intermedias producidas
durante la fermentacidn o probablemente por concentraciones muy altas de
lignina [55]. Aunque aun no hay certeza de ello, los datos experimentales
obtenidos en este trabajo mostraron una posible inhibicién de las ligninasas
y como no se determinaron productos intermedios durante el desarrollo de
la fermentacién, se asumié una inhibicidon por sustrato, en este caso por
lignina. Los parametros de cada una de las ecuaciones consignadas en la
Tabla 3 se presentan en la Tabla 4, asi como la nomenclatura de cada una de
las variables del modelo.

La fermentacidon en estado sdlido es un proceso heterogéneo que se ve
afectado ademds por las condiciones ambientales. La dificultad que
representa la determinacion del crecimiento de la biomasa, el consumo de
los sustratos y la imposibilidad de determinar todas las sustancias
intermedias que pueden generarse como producto de las reacciones
bioquimicas durante las fases de incubacién ha dificultado la descripcién de
los procesos de fermentacidn en estado sélido y su escalamiento cuando se
pretende aplicar estos procesos en produccién industriales de alguna
sustancia de interés [56, 57, 58, 59]. Adicionalmente las materias primas
utilizadas para el crecimiento y desarrollo de los hongos de pudricion blanca
son bastante heterogéneas, compuestas principalmente del complejo
lighocelulésico.

Los hongos basidiomicetos como T. versicolor contienen quitina en su pared
celular. Debido a que en los procesos de fermentacion en estado sélido no
es posible determinar directamente la cantidad de biomasa, se determind el
contenido de quitina a través de la cuantificacion de N-acetil-D-glucosamina
(NAGA) en todos los tiempos de la fermentacién. Ademas, se le determind
el contenido de NAGA al micelio seco de T. Versicolor obtenido a partir del
cultivo liquido, obteniendo como resultado 12,05% (p/p). Estos porcentajes
de NAGA fueron utilizados para calcular la cantidad de biomasa de los
sustratos sélidos en cada uno de los tiempos de fermentacion; los datos de
biomasa asi obtenidos fueron reemplazados para la determinacion de los
pardmetros de la ecuacién (1). En la Tabla 4 se relacionan los valores de los
parametros del modelo cinético, asi como las concentraciones iniciales
respectivas.

En la Figura 6 se representan las curvas calculadas por el modelo matematico
para el crecimiento celular de la biomasa junto con el perfil en el tiempo de
los azUcares reductores, asi como los datos experimentales
correspondientes. Como se puede observar, el ajuste de los datos es
aceptable ya que las curvas del modelo reflejan la tendencia del
comportamiento de los datos experimentales. Se debe tener en cuenta que
el modelo describe la produccién y consumo de los azlucares reductores
como una sustancia intermedia del proceso de fermentacién en estado

Revista Investigacion e Innovacion en Ingenierias, vol. 8, n°. 2, pp. 106 - 136, julio — diciembre 2020
DOI: https://doi.org/10.17081/invinno.8.2.3601


https://doi.org/10.17081/invinno.8.2.3601

Disefio eficiente de medios para la produccién de lacasa, manganeso peroxidasa y endoxilanasa de Trametes versicolor
cultivado sobre residuos agroindustriales, mediante modelamiento matematico

sélido. En la Figura 7 se presentan las curvas calculadas por el modelo
matematico para la degradacion de lignina y produccién de las
correspondientes enzimas ligninoliticas (LAC y MnP), asi como los datos
experimentales respectivos. El ajuste de los datos fue completamente
satisfactorio para MnP y lignina y satisfactorio para lacasa. Finalmente, en la
Figura 8 se describe la producciéon de ENX y el consumo de hemicelulosa
durante la fermentacion en estado solido con T. versicolor. El ajuste de los
datos de la hemicelulosa fue completamente satisfactorio. Sin embargo, la
curva calculada por el modelo matematico para ENX no obtuvo un ajuste
satisfactorio con respecto a los datos experimentales correspondientes a
esta enzima. Evidentemente, la expresion planteada para el
comportamiento de la actividad ENX no logré describir de manera aceptable
la tendencia de los datos experimentales, por lo que se debe mejorar a fin
de alcanzar el ajuste de los datos para esta enzima; esta labor se abordara
en un trabajo futuro. Por otro lado, el tiempo de fermentacién para este
estudio es relativamente corto comparado con otros trabajos donde se
empled T. versicolor cultivado sobre residuos agroindustriales para la
produccién de enzimas lignoceluloliticas. El modelo matematico propuesto
en esta investigacidn fue probado para las ocho formulaciones cultivadas en
estado sélido con T. versicolor, lo que le confiere suficiente validez, en
términos generales, a la representacion de los datos experimentales por el
modelo matemadtico propuesto.

Figura 6. Perfil en el tiempo de la produccidon de biomasa y azlcares reductores para T.
versicolor cultivado en la formulacién F7. Las curvas continuas fueron calculadas por el
modelo seleccionado
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Figura 7. Perfil en el tiempo de la produccidon de MnP y lacasa y de la degradacion de lignina
para T. versicolor cultivado en la formulacidon F7. Las curvas continuas fueron calculadas por el
modelo seleccionado
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Figura 8. Perfil en el tiempo de la produccidn de endoxilanasa y del consumo de hemicelulosa
para T. versicolor cultivado en la formulacidn F7. Las curvas continuas fueron calculadas por el
modelo seleccionado
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Aunque existen numerosas investigaciones previas acerca de la produccion
de actividades enzimaticas lignoceluloliticas por diversos hongos de pudri-
cion blanca, la degradacion de materiales lignoceluldsicos y la formaciéon de
productos intermedios en procesos de fermentacién en fase sélida [60, 61,
62, 63, 64] se requiere todavia mayor informacién sobre las cinéticas de for-
macién de biomasa, produccién de enzimas, consumo de nutrientes y de-
gradacion de la lignina que permitan la descripcidn del proceso global y pos-
terior escalado para la obtencién de los productos de interés comercial
como los que se plantean en este estudio. En la literatura disponible sobre
procesos de fermentacion en estado sélido con macromicetos de pudricién
blanca para la degradacion o consumo de las componentes de la biomasa
lignoceluldsica (celulosa, hemicelulosa y lignina) y la produccién de enzimas
lignoceluloliticas, no se logré encontrar la aplicacion o el planteamiento de
modelos matematicos que intenten describir estos complejos fenédmenos,
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por lo que los resultados del analisis cinético mediante la descripcion mate-
matica propuesta en el presente trabajo y en el articulo previo [6] represen-
tan una novedad en la descripcién de este tipo de procesos. Para futuras
trabajos, es necesario incluir compuestos intermediarios que son producidos
y consumidos durante las diferentes etapas del proceso de fermentacién, los
cuales juegan un rol muy importante en los procesos metabdlicos. Asi-
mismo, se deben considerar factores del proceso de fermentacion en estado
solido como la remocidn de calor, la transferencia de masa y la tasa de ai-
reacion, los cuales tienen un grado de incidencia importante en la posible
sintesis e induccién de enzimas con interés industrial.

Tabla 3. Modelo matemadtico para la descripcion de formacién de
biomasa fungica, azlUcares reductores, enzimas ligninoliticas y xilanasa,
consumo de hemicelulosa y degradacion de lignina

Ecuacién Numero | Descripcion
n (€Y Biomasa (C»)
@© e 1{&]
dt o
n 2 Aztcares reductores (AR)
Lo _q 4y |1 (nr1) [ S
dt P dt C,,
46, = —ky. Cuac. Comp 3) Lignina (L)
dt
d%:C = kLAC'%' Cr— trac-Cp (€] Lacasa (LAC)
) Manganeso peroxidasa (MnP)
M =k _ﬁ_c — 4, 0-C
dt MR T gt L MnP *~L
dC (6) Hemicelulosa (HM)
= K Cenx
dt
dCENx dC @ Endoxilanasa (ENX)
—_—= k .C ._b _ ,Ll .C
dt ENX HM dt ENX AR

Fuente: Elaboracidon propia

Tabla 4. Parametros del modelo matematico presentado en la Tabla 3

Parametros | Descripcion Valor

Wm Velocidad especifica de crecimiento de la biomasa, en dia! 1,3287
Cobm Concentracién de biomasa méaxima, en mg/g ss 160,99
n n <1, el organismo es relativamente sensible a la auto-inhibicién y ésta ocurre | 0,8199

para valores muy bajos de Cp

n =1, ecuacidn logistica
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n > 1, el organismo es relativamente resistente a la auto-inhibicién y ésto

ocurre solo cuando Cp = Chm
Cho Concentraciéon de biomasa, en mg/g ss 50,555
dp Coeficiente de produccién de azticares reductores, en mgxdia/mg 0,1946
Caro Concentracidn inicial de azicares reductores, en mg/g ss 2,000
ke Coeficiente de degradacion de lignina, en mgxg ss/(diaxU?2) 0,70
kiac Coeficiente de produccidn de lacasa, en Uxg ss/(mgxmg) 0,0090
Meac Coeficiente de inhibicién para lacasa, en U/(mgxdia) 0,0086
Knnp Coeficiente de produccién de MnP, en UXg ss/(mgxmg) 0,000118
Hnnp Coeficiente de inhibicién para MnP, en U/(mgxdia) 0,0011
Cro Concentracidn inicial de lignina, en mg/g ss 70,01
CLACO Actividad inicial de lacasa, en U/g ss 0,95
Cwmnpo Actividad inicial de MnP, en U/g ss 0,62
Kum Coeficiente de consumo de hemicelulosa, en mg/diaxU 1,1886
kenx Coeficiente de produccion de endoxilanasa, en Uxg ss/(mgxmg) 0,002451
MENX Coeficiente de inhibicién para endoxilanasa, en U/(mgXxdia) 0,03563
Chmo Concentracién inicial de hemicelulosa, en mg/g ss 130,526
Cenxo Actividad inicial de endoxilanasa, en U/g ss 0,50

Fuente: Elaboracidon propia

Conclusiones

Los niveles independientes de las sales de manganeso y cobre que
favorecieron la produccion de enzimas ligninoliticas fueron: 0,08% CuSO4
para la produccion de manganeso peroxidasa y 0,1% MnSO4 para la
produccién de lacasa. Aunque los resultados obtenidos en este trabajo
permitieron conocer la alta influencia que la participacién independiente de
los metales tiene sobre la producciéon de enzimas ligninoliticas, se pudo
demostrar que el efecto inductor que ejercen los metales sobre la sintesis
de enzimas ligninoliticas se ve potenciado con la interaccién entre las sales
de sulfato de manganeso (Il) y cobre (ll) con el carbonato de calcio dentro
de los rangos de concentraciones evaluados. No obstante, se determiné que
la interaccion de los niveles mas altos de CuSO4, MnSO4 y CaCO3 no
representan un efecto inductor importante sobre la sintesis de LAC y MnP,
por lo que se deben continuar los estudios enfocados a la determinacién de
las concentraciones 6ptimas que maximicen cada una de estas actividades
en el caso del hongo T. versicolor. En este sentido, este trabajo ofrece
importantes datos de partida en la busqueda de un medio de cultivo éptimo
suplementado con sales de cobre, manganeso y calcio. Se destaca la
importancia de adicionar al medio de cultivo CaCO3 para aumentar la
produccién de MnP y LAC en los cultivos en estado sdélido con este hongo. La
adicién del carbonato de calcio favorecié la produccidon de titulos
enzimaticos altos en ambas enzimas ligninoliticas. En particular, se identifico
un posible efecto estimulante en la produccidon de ligninasas cuando se
adiciona carbonato de calcio con al menos un nivel alto de algunas de las dos
sales estudiadas de manganeso o de cobre, ya que esta interaccidon permite
disminuir el tiempo de produccién de enzimas en comparacion con el medio
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sin adicidn de sales donde los titulos enzimdticos mas altos se alcanzan en
los dos ultimos dias de cultivo. Las actividades enzimdaticas obtenidas para
ENX han sugerido que la adicion de las sales de sulfato de cobre y sulfato de
manganeso y su interaccidn con carbonato de calcio no ejercen un rol
importante en la produccién de esta enzima.

Con respecto a la degradacién de lignina y el consumo de hemicelulosa, la
fermentacion del medio F7 permitié alcanzar una mayor degradacidn parcial
de estos polimeros (42,5% y 32,5%, respectivamente). Se infiere que las altas
actividades enzimdticas oxidativas (ligninoliticas) obtenidas durante los 14
dias de fermentacién con la formulacién F7 sustentan el porcentaje de
degradacion de la lignina, teniendo en cuenta que T. versicolor es uno de los
basidiomicetos con mayor efectividad en la degradacién de este polimero.
No obstante, determinar productos intermedios originados por la accién de
las enzimas medidas, u otras enzimas no evaluadas y sus productos,
contribuiria a una interpretacion mas elaborada de los complejos
fenédmenos que ocurren durante el crecimiento de los macromicetos como
T. versicolor en los sustratos lignoceluldsicos. Por lo tanto, en futuros
estudios se recomienda determinar la dindmica de produccién de una mayor
cantidad de enzimas lignoceluloliticas producidas por el hongo evaluado, asi
como de los posibles inhibidores que puedan generarse durante el proceso
cuando se suplementan los medios sélidos en los que crece T. versicolor con
sales de cobre, manganeso y carbonato de calcio.

Finalmente, el modelo matemadtico aplicado en este trabajo mostré un
ajuste satisfactorio en términos generales de los datos experimentales que
describen los procesos de cultivo de T. versicolor con materiales
lignocelulésicos por fermentacion en estado sélido. Este modelo tiene el
potencial de brindar informacién valiosa para el desarrollo de futuros
paquetes tecnoldgicos para la produccién de enzimas lignoceluloliticas con
hongos de podredumbre blanca.
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