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RESUMEN

Un hongo ligninoalitico hasido aislado de suel os de la Amazonia Peruana. Su perfil enzimatico
revel 6 una lacasa como Unica enzima relacionada con el metabolismo de lalignina. Su inhibi-
cidn parcia con écido tioglicdlico, también redujo la mineralizacion. La produccion de radical
hidroxilo fue detectado desde el primer diadeincubacién. Suinhibicioninvolucraunadisminu-
cion sustancial en lamineralizacién de lignina sintética. Ademés, el hongo produce una sus-
tanciade bajo peso molecular libre de proteinas“ SBPM” (1.6 kDa) que contiene 0.1% de Fe**.
Se ensayaron diferentes sistemas para elucidar la cooperacion entrelalacasay laSBPM enla
produccidn de radicales hidroxilos (-OH). Asimismo, se ensayaron algunos sustratos recono-
cidospor lalacasa. En unintento de explicar laparticipacion del hongo en lamineralizacién de
la lignina, se propone un mecanismo hipotético para la generacion de radical -OH en este
sistema.

Palabras Claves: Lignina; Lacasa; Mineralizacién; Etileno; Radical hidroxilo.

1. INTRODUCCION gue se esperaincrementar hastaal canzar los

80 millonesdetoneladasen torno al afio 2010
De los més de 150 millones de toneladas de (Moreiraet al., 1997). Estos datos son mas
pul pade maderaque se procesan anual men- gue elocuentes para reflexionar sobre la ur-
te en el mundo, alrededor de 60 millones co- gente necesidad de profundizar en el cono-
rresponden a polimero de lignina, cantidad cimiento relativo a la manipulacion de este
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subproducto, potencial mentepeligroso, pro-
veniente delasindustrias papeleras (Call &
Micke, 1997).

Laligninaesun polimero organico que,
comoindicaron Call & Miicke (1997), trassu
“invencion” por lanaturaleza, haexperimen-
tado un proceso de “optimizacion” através
del proceso evolutivo con fines estructura-
les 'y de proteccion, perdurables alo largo
del tiempo. Las consecuencias de este pro-
ceso pueden ser facilmente apreciables cuan-
do consideramos las severas condiciones
fisicoquimicas a las que es preciso recurrir
cuando se pretende atacar o modificar, con
fines tecnol égicos. Tradicionalmente, en la
industria de la pulpa y del papel, principal
destino de los materiales lignocelul dsicos,
laligninahasido eliminada de lasfibras ve-
getalesmediantetécni casfisicoquimicas (tri-
turado o molienda mecanica, 1848; proceso
sulfito, 1857; proceso sulfato o Kraft, 1879),
detal modo quelaligninaresidual presente
en lapulpa se somete aunaextraccién o de-
gradaci6n posterior con agentes blan-
gueantes (derivados clorados, oxigeno u
ozono; Viilo, 1994; Call & Miicke, 1997).

Teniendo en cuentaestos antecedentes,
si se compara las severas condiciones qui-
micas de estos procesos técnicos con las
suaves condiciones de reaccion delas cata-
lisis enziméticas, no deberia sorprender el
hecho de que la comunidad cientifica haya
tardado tanto tiempo en descubrir una via
para su enfoque alternativo. Pero, como en
tantasotras ocasiones, lanatural ezapropor-
ciona el deseado procesador natural, es de-
cir, losmicroorganismosligninoliticos. Deahi
gue, desde hace mucho tiempo, |as perspec-
tivas biotecnolégicas de estos
microorganismos y sus enzimas hayan sido
consideradas muy prometedoras, tantoen el
desarrollo de métodos alternativos de
deslignificacion delamadera, pulpeo o blan-
gueo, como parael tratamiento de efluentes
olabiorrecuperacion de suel osy aguas sub-
terréneas contaminadas.
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En este sentido, €l arranque definitivo
se produjo con el descubrimiento de las
enzimasligninasa(Tien & Kirk, 1983; Glenet
al., 1983) y manganeso peroxidasa
(Kuwahara et al., 1984), que junto a laya
conocidalacasa, podian dar lugar adiferen-
tes equipos enzimaticos capaces dellevar a
cabolaligninolisis(Hattaka, 1994). Aunque,
€en un principio, se asumio que la presencia
deunao variasdeestasenzimasen loshon-
gos estudiados, parecia ser suficiente para
explicar su capacidad ligninolitica in vitro,
pronto se comprobo que su intervencion di-
recta sobre el polimero in situ parecia mas
discutible. Como consecuencia de €llo, las
grandes expectativas asociadas con el des-
cubrimiento de | os sistemas enziméticos an-
teriores, es decir, la posibilidad de desarro-
Ilar réapidamente un proceso de
deslignificacién bioldgica libre de células
pareciainviable.

Tres afios antes del descubrimiento de
laligninasa, Hall (1980) habia propuesto que
ladegradacion delaligninatenialugar atra-
vésdel ataque de especies reactivas de oxi-
geno. Sin embargo, €l descubrimiento de la
ligninasa pareci 6 ocultar lahipétesisde Hall
hasta que se comprobd laincapacidad dela
misma parallevar a cabo el procesoin situ.
Ante este evidente contratiempoy trasdife-
rentes investigaciones, algunos autores de-
mostraron la participacion de factores no
enziméticos, que actuaban como mediado-
res, en la biodegradacion de la lignina
(Paszczynski etal ., 1988; Daniel, 1994, Evans
et al., 1994, Tanakaet al., 1999a,b; Guillénet
al., 2000; Gooddll et al., 2001). Es decir, se
producian sistemas enzima-mediador, que
daban lugar a la formacion de radicales de
oxigeno (de acuerdo a la hipétesis de Hall)
los cuales podian tener acceso alamol écula
de lignina en las fibras vegetales. De este
modo, podriaexplicarseel ataqueal polimero
in situ. Algunos de estos sistemas ya han
sido patentados, como el Proceso Lignozynf
descubierto por Call & Mucke (1997).




Papel de la lacasa, agentes reductores y sustancias quelantes de Fe™* en la degradacion de lignina por Petriellidium fusoideum.

2.MATERIALESY METODOS

2.1. Recoleccion y tratamientodelasmues-
tras de suelos para €l recuento y € aisla-
miento de microor ganismos

En el presente trabajo se han utilizado como
fuente de microorganismaos ligninoliticos
muestras de suelos dela Amazonia Peruana,
recol ectadas de zonas con abundantes de-
sechos de serrin, provenientes de laindus-
triamaderera establecidaen lariberadel Rio
Amazonas cercanaa lquitos, Pert

2.2. Medios de cultivo de enriquecimiento
selectivos para el aislamiento de hongos
potencialmenteligninaliticos

El medio de cultivo utilizado para el aidla
miento de hongos potencialmente
ligninoliticos, fue un medio definido, cuya
composicion se basa en la descrita previa-
mente por Janshekar et al., (1982), contenia
por litro: 400 ml de unasolucién base, 400 ml
de una solucién que hemos denominado B,
40 mL delasoluciontampodn y agar purifica-
do (20 g/L) como agente solidificante. La
composicién y preparacién de cada unade
las soluciones fue:Solucion base (400 mL):
PO,H, (2N) 10.9 mL; NH, NO, 0.496 g;
MgSO,.7H,0, 0.500g; CaCl,.2H,0, 0.100g;
FeSO,.7H,0, 18.500mg; Solucion deelemen-
tos traza 1.0 ml: Nitrilo triacetato 1.50g;
MnSQ,.2H,0, 1.00g; CoCl,.6H,0, 1.00g;
ZnS0,.7H,0, 3.00g; CuSO,.5H,0, 0.01g;
AIK(SO,),, 0.01g; HBO, 0.01g; Na,MoO,
0.01g. Solucién B (400 ml): KOH 0.86 g; LKP
1.00 g; Solucién de vitaminas 1mL: Biotina
2.0mg; Acido fdlico, (C,iH,(N,O,) 2.0mg;
Tiamina.HCl (vitamina B) 50.0 mg;
Riboflavina (C,,H,0ON,O,) 5.0mg; Piridoxina.
HCI 10.0mg; Cianocobalamina (vitaminaB ,)
0.1mg; Acido nicotinico 5.0mg; DL-
Pantotenato calcico 5.0mg; p-aminobenzoico
(PABA) 5.0 mg; Acido tiético 5.0mg; Tam-
po6n (40 mL): El tampdn utilizado fue el &cido

2,2 dimetilsuccinico-NaOH 0.75 M (pH 4,5).

La preparacién del medio de cultivo se
Ilevé a cabo esterilizando por separado en
autoclave (121 °C, 20 minutos), la solucion
basey €l agar, traslacual ambas soluciones
sereunierony seleafadiélasolucion By el
tampon, esterilizados previamente por filtra-
cién (0.45 mm, Millipore). El pH del mediofue
de4.5.

2.3. Cultivo de Petriellidium fusoideum en
medio liquido suplementado con ligninas
naturalesy sintéticas marcadas con “C

Entre los sustratos marcados radioi-
sotdpicamente con **C que se usaron en €l
transcurso del presente trabajo se incluyé
unalignina natural, lalignina de madera tri-
turadade pajadetrigo (MWL-C, actividad
especifica21,300 dpm/mg). También seusa-
ron tres muestras de ligninas sintéticas,
dehidropolimerizados de alcohol coniferilico
(DHP), de las cuales una fue marcada en el
carbono b de |la cadena latera (DHP-**Cb,
actividad especifica 280,000 dpm/mg), otra
uniformemente en €l anillo aromético (DHP-
1C-anillo aromatico, actividad especifica
27,290 dpm/mg) y por Ultimolamarcadaenel
grupo metoxilo (DHP-O¥CH,, actividad es-
pecifica 186,600 dpm/mg). Todos los
sustratos mencionados fueron preparados
por el Radioisotopen Labor (Universitat
Gottingen. Germany) siguiendo la metodo-
logia descrita por Freudenberg y Neish
(1968).

Petriellidium fusoideum fue cultivado
enmatraces erlenmeyer de 250 mL de capaci-
dad, conteniendo 25 mL del medio de culti-
vo. La composicién salinay los suplemen-
tos vitaminicos del medio ya fueron descri-
tos en el apartado 2.2 y fue suplementado
con glucosa (10 g/L) como fuente de carbo-
no, y como fuente de nitrégeno L -asparagina
0.89 g/L y NH,NO, 0496 g/L. LaLKP fue
sustituidapor lossustratosradioactivosarri-
ba sefialados. La preparacién de cada una
de las fuentes radioactivas se llevd a cabo
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teniendo en cuenta su actividad especifica
para dar aproximadamente 200,000 dpm por
matraz.

Lapreparacion del indculo se hizo apar-
tir de unasuspension de esporas obtenidaa
través de sucesivas resiembras de la cepa.
Tras ser incubadas a 28 °C durante 5 dias el
miceliofueretirado, afiadiendo paraellouna
solucion estéril de tween 80 (0.01 %), que
posteriormente sefiltrd asépticamente atra-
vés de un embudo provisto de varias capas
de gasa estéril. Unaalicuota del filtrado fue
anadidaaun hematocimetro Blrker pararea-
lizar el recuento de esporas de la suspen-
sién. Posteriormente, y en funcion delacon-
centracion de éstas, se hacialadilucion apro-
piada, tal que, al inocular 1 mL delamismaa
25 ml de medio estéril, se alcanzasen en €
medio alrededor de 3.5 x 10° esporas/mL.

Todosloscultivosy suscorrespondien-
tes controles no inoculados fueron realiza-
dos por triplicado e incubados durante 12
dias a 28°C con agitacién (70 rpm, agitador
rotatorio, KIKA KS501 digital).

2.4. Valoracion delamineralizacion

La degradacion de los sustratos radioacti-
vos se estimé como la mineralizacién a
14CO,, expresadacomo porcentajesdelara-
dioactividad total afiadidaaloscultivos. La
recuperacion del “CO, liberado como con-
secuenciadeladegradacion se efectud atra-
pando dicho gas en una disolucién de
NaOH al 10% (1 mL), contenida en una ca-
zoleta de vidrio soldado a una varilla, que
pendia de |os tapones de | atex con los que
se cerraron hermeticamente los matraces
(Trojanowski & Huttermann, 1987). Dicha
disolucion seretird diariamentey lacazole-
ta se lavé dos veces con agua estéril (0.5
mL). Ladisolucién de NaOH sereunié con
el agua de los lavados y |a radioactividad
de lamezcla se midié en un contador b de
centelleo liquido (LKB Wallac, model o Rack
Beta 1214), utilizando liquido de centelleo
Optiphase Hisafe 3 (4 mL).
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2.5. Deteccion de actividades enzimaticas
producidas por P. fusoideum

Con el findeestudiar laproduccién, por par-
te de Petriellidium fusoideum, de activida-
des enzimaticastradicional menteimplicadas
en laligninalisis, este hongo fue cultivado
en el medio descrito en el apartado 2.3.

Los cultivos dePetriellidiumfusoideum
(25 ml en matraceserlenmeyer de 250 ml) fue-
ron incubados durante 30 dias. El miceliofue
separado periédicamente (cada 2 6 3 dias)
por filtrado através de varias capas de gasa
y posteriormente el sobrenadante se
centrifugd (10 min, 15,000 rpm, centrifuga
Beckmann J2 HS) a4 °C. Sevaoraron enlos
sobrenadantes resultantes, las actividades
enzimaticas implicadas en laligninolisis.

Todas las actividades fueron expresa-
dos en miliunidades (mU). Una unidad de
actividad se define como la oxidacién de 1
mmol de sustrato por minuto.

2.5.1. Actividad ligninaperoxidasa (LiP,EC
1.11.1.14)

Esta actividad se valoré siguiendo el incre-
mento de la absorbancia debido alaforma
cion de veratraldehido (e,,,= 9,300 M-‘cm?)
dependiente de H,0, a partir del alcohol
verdtrico. El sustrato se afiadié a la mezcla
reactiva (1 mL), aunaconcentracién 2mM,
en tampdn tartrato sodico 0.1 M, pH 3.5, tal
como describieron Tieny Kirk (1984). Lare-
accion seinicio por adicion deH,0,0.4mM,
y €l blanco se prepard en ausenciade H,O,.

2.5.2. Actividad manganeso peroxidasa
(MnP, EC 1.11.1.13)

La valoracién de esta actividad se llevd a
cabo utilizando como sustratos 2,6-
dimetoxifenol (DMP), MnSO, y H,0O, (Perie
y Gold, 1991). El DMP 4 mM, es oxidado por
el Mn** (productodelaoxidaciondel MnSO,
0.1 mM, por laMnP) en presenciadetampon
tartrato sédico 100 mM, pH 4.5. Lareaccién
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(volumen de lamezclareactival mL) seini-
cio por laadicion de H,0, 0.4 mM, y & pro-
ducto de la oxidacion resultante se sigui6
espectrofotométricamente a 468 nm (g~
10,000 M-1crmrd).

2.5.3. Actividad lacasa (EC 1.11.1.14)

Se valoré utilizando como sustrato 2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato)
(ABTS) 2 mM, en tampdn succinato sédico
0.1 mM, pH 4.5 (volumen de la mezcla
reactival mL). El producto resultante de la
oxidacion, el radical catidnico del ABTS, se
sigui 6 espectrof otométricamente como incre-
mento de la absorbancia a 420 nm §,,=
36,000 M-1cn1t) (Pamieri et al., 1993).
Lalacasatambién fuevalorado siguien-
do la oxidacién del DMP 4 mM en tamp6n
tartrato sddico 100 mM, pH 4.5. El producto
de oxidacion fue valorado espectrofoto-
métricamente como incremento de la
absorbancia a468 nm (g,,,= 10,000 M-‘cnr?)
(Haarset al ., 1981).

2.5.4. Actividad aril alcohol oxidasa (AAO,
EC1.137)

Se determind siguiendo el incremento de la
absorbanciaa 310 nm debido alaformacion
del veratraldehido (g,,= 9,300 M-cm?) re-
sultantedelaoxidacion del alcohol verétrico
(3,4-dimetoxibencilico) afiadido a una con-
centracién de 2 mM ala mezcla reactiva (1
mL.), que conteniatampdn tartrato sodico 50
mM, pH 4.5 (Bourbonnais & Paice, 1988).

2.5.5. Reduccion dd citocromo C

La reduccién del citocromo C (75 nM) fue
seguido por el incremento delaabsorbancia
a 555 nm (g,..= 20,000 M-*cmt). El sustrato
sedisolvié entampdn tartrato sddico 50 mM,
pH 6 (volumen final de la mezclareactiva 1
mL, McCord & Fridovich, 1968).

2.5.6. Actividad celobiosa deshidrogenasa o
CBQ-oxido-reductasa

Se valoré empleando como sustrato
celobiosa 100 M y como aceptor de elec-
trones el diclorofenol indo fenol (DCPIP) a
una concentracién de 25 nM en presencia
de tampdn succinato 20 mM, pH 4,5. Lare-
duccion del DCPIP fue seguida espec-
trof otométricamente, como unincrementode
laabsorbanciaa515 nm (g,,;=6,800M -cn?,
Renganathan et al ., 1990).

2.5.7. Actividad catalasa

La actividad catalasa fue valorada como el
incremento en la concentracion de oxigeno
enlamezclareactiva(3 mL) generado apartir
del H,0, 0.4 mM en tampdn tartrato sodico
50 mM, pH 5. Dicho incremento se determi-
né en un monitor de oxigeno biolégico (Y S
modelo 5300, Y ellow Springs Instrument Co,
Inc. Ohio USA) despuésde equilibar lamues-
tra durante 2 minutos (Dallmier y Martin,
1990).

2.5.8. Actividad glucosa oxidasa

Sevaloré siguiendo | o descrito en el aparta-
do 2.5 del presente capitulo. La mezcla
reactiva contenia: D-glucosa 100 mM,
peroxidasaderabano 60 U/mL, o-dianisidina
0.1mMy 0.5mL deextracto celular entam-
pontartrato sodico 3.3 mM, pH 4.5. Laoxida-
cion de la o-dianisidina fue seguido como
incremento en la absorbancia producido a
460 nm (g,,,= 20,000 M-1cm?).

2.6. Valoracion deactividad lacasa asociada
al micelio

Para detectar la actividad |acasa asociada al
micelio, se pesaron 100 mg de éste (peso
humedo) y seincubaron con DMP (4 mM) a
28 °C y agitacion en tampdn tartrato sédico
0.1 M, pH 4.5, durante diferentes periodos
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de tiempo (0 - 12 h). La actividad lacasa se
determind en el sobrenadante del ensayo
realizado, valordndose como se indicaen el
apartado 2.5.3. Como control se empled €
micelio hervido.

2.7 Reduccién de 2,6-dimetoxi-1,4-
benzoquinona (DBQ)

Lareduccion delaDBQ serealiz6 en basea
las recomendaciones de Guillén (2000).

El micelio de Petriellidium fusoideum,
fue lavado y pesado (alrededor de 1.3 g),
envuelto en gasa e incubado en tampon
acetato 40 mM, pH 4.5 en matracesde Monod
de 100 ml capacidad con un volumen de mez-
clade25mL. Losmatracesconlamezclafue-
ron sellados con tapones de silicona,
purgados con N, durante 5 min, traslo cual
se afiadié 500nM de DBQ con ayudadeuna
jeringa Hamilton de 1 ml. Los matraces fue-
ron incubados a 28°C con agitaciéon. Con
micelio hervido se procedié deformasimilar.
La reduccion de la DBQ fue seguida a 397
nm (Spectronic 20 BAUSCH LOMB) con
intervalosdetiempo de5 miny laconcentra-
cionfinal dequinonafuecalculadaenbasea
una recta de calibrado ( y = 4.915 x 105¢c +
4406 x 104, r=0.99)

2.8 Oxidacién del éacido 2-ceto-4-
tiometilbutirico (K TBA) en los cultivos

Laproduccion de etileno apartir del KTBA
afadido al medio sehautilizado como indice
delageneracion deradicales‘OH enloscul-
tivos de Petriellidium fusoideum Con este
fin el hongo fue cultivado durante 10 diasen
condiciones Optimas de ligninolisis descri-
tas en el apartado 2.3 del presente capitulo
sustituyendo la LKP por MWL de paja de
trigo o DHP, inactivos. Cada dia desde €l
inicio del cultivo, se afiadieron 0.25 mL de
KTBA 0.2M atres matraces conteniendo 25
mL de cultivo (concentracion final, 2 mM).
Seguidamente |os tapones de algod6n de
estos matraces fueron reemplazados con ta-

pones desilicona (ALDRICH, D.l. 25.5 mm)
y seincubaron a28 °C durante 24 horas con
agitacion. Finalmente, seretird 1 mL de gas
del espacio superior de cada uno de estos
matraces y la concentracién de etileno fue
medida directamente por cromatografia de
gases (Shimadzu GC- 8A). Los
cromatogramas fueron obtenidos en un | ec-
tor Shimadzu Chromatopac C-R6A (Enoki
et al., 1989).

El areadel cromatogramade cadamues-
tra, se llevd a una recta de calibrado para
determinar su concentracién de etileno. Di-
charecta (y = 988.89c — 353.05, r = 0.99) se
elaboré inyectando en el cromatografo de
gasesdiferentescantidadesdeetilenoenaire
(100-1000 ni.) suministrado por Supelco
(SCOTTY II, Cat. N°501379). La concentra
cion del gas fue 10 PPM en 14 L contenido
en una botella bajo presion.

2.9 Efecto de secuestradores de especies
activas de oxigeno (O,” y -OH) sobre la
mineralizacion deligninanatural y sintéti-
camar cadas con ““C

Los cultivos fueron preparados e inocula-
dos conforme a lo descrito en €l apartado
2.3. Seemplearon MWL-**C de pajadetrigo
y DHP-1Cb en lugar de LKP. Todos los cul-
tivos seiniciaron con 200,000 dpm. Los se-
cuestradores de radicales-OH se afiadieron
alas siguientes concentraciones: catecol 10
nM (Tanaka et al., 1999a), tiourea 1 mM
(Kutsuki & Gold, 1982), benzoato de sodio 1
mM (Forney et al., 1982). Enloscultivoscon
DHP-“Ch, aparte de |os secuestradores de
‘OH se afiadieron también SOD 80 ng/ml y
azidadesodio 1.5nM (Regaladoetal ., 1999).
L os productos nombrados se afiadieron al
primer y cuarto diade cultivo paraMWL-*C
y DHP-Cb respectivamente. La
mineralizacion fue seguida durante 10 dias
en base alo descrito en el apartado 2.4.
Todosloscultivosy suscorrespondien-
tes controles sin secuestrador fueron reali-
zados por triplicado e incubados a 28°C.
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2.10Purificacidny caracterizacion parcial
de una sustancia de bajo peso molecular de
cultivos de Petriellidium fusoideum

En base a los estudios de Tanaka et al.,
(1999), enlos sobrenadantesdeloscultivos,
diariamente, durante 10 dias, fueron precipi-
tados con acetona una sustancia de bajo
peso molecular (SBPM), seguidamente fue
liofilizada.

2.10.1 Valoracién del contenido de protei-
nas de la sustancia de baj o peso molecular

Lavaloracion de proteinas se efectud en el
producto liofilizado y en los precipitados de
10diasdecultivo, antesde ser filtradosenla
columna con Sephadex G-50. Para ello se
empled el método de Bradford.

2.10.2 Determinacion del hierro dela sus-
tancia de bajo peso molecular

La determinacién de hierro se realiz6 em-
pleando Ferrozina [3-(2-piridil)-5,6-difenil-
1,2,4-triazina)] como reactivo seguin descri-
be Stookey (1970). Este compuesto reaccio-
na con hierro divalente (Fe**) para formar
una especie compleja de color magenta, es-
table, que se utiliza paradeterminar directa-
mente el hierro en el agua.

2.11 Reaccién de agentesreductorescon la
SBPM

La capacidad de la sustancia de bajo peso
molecular para generar etileno fue evaluada
en mezclas reactivas que contenian: KTBA
3 mM, los agentes reductores (acido
ascorbico 6 NADH, ambosal mM) en tam-
pon acetato 40 mM, pH 4,6 y diferentescon-
centraciones de la sustancia de bajo peso
molecular liofilizada (1-3 mg). Los controles
contenian todos los productos antes men-
cionados pero sin la sustancia. El volumen

total delamezclareactivafuede1 mL. Dicho
volumen lo contenia un tubo de vacio
«vacutainer» de 6 mL de capacidad. Antes
deiniciar laincubacién (28 °C, 24 h'y con
agitacion), las mezclas reactivas fueron
purgadas con oxigeno al 100% durante5 min
y seguidamente cerrados herméticamente
con lostaponesdesilicona. Transcurrido las
24 horas se extrajo 1 mL de gas del espacio
superior del tubo y fueron analizados direc-
tamente el etileno como seindicaen el apar-
tado 2.8.

2.12 Efecto desecuestradoresde especies
activas de oxigeno (O,", H,0,y ‘OH) sobre
la generacion deetileno de KTBA

Paraevaluar el efecto delos secuestradores
de ‘OH sobrelageneracion deetileno apartir
del KTBA, se empled €l protocolo descrito
en el apartado 2.11, en presencia de acido
ascorbico 1 mM como agente reductor y 1
mg de sustancia de bajo peso molecular. Se
emplearon |os siguientes secuestradores a
las concentraciones que se indican:
benzoato de sodio 10 mM, tiourea 10 mM,
SOD 450 U, catalasa 6 U. Los controles no
Ilevaron ninguno de los secuestradores
nombrados y se incluyé un control adicio-
nal insuflado de nitrégeno.

2.13 Efecto delalacasa sobre la produc-
cion deetilenodeKTBA

Se ensay0 €l efecto de dos lacasas sobre la
generacion deetileno apartir deKTBA: una
purificada del hongo Pyricularia oryzae
(Sigma) y la otra parcialmente purificada de
Petriellidium fusoideum En ambos casos
se usaron 1.62 mU en presenciay ausencia
de &cido ascérbico (1 mM) y lasustanciade
bajo peso molecular (1 mg.mL-Y). El control
no llevé lacasa. El protocolo seguido para
valorar el etileno fue similar alo descrito en
€ apartado 2.11.
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2.14 Produccion de etileno a partir de
KTBA en presenciademicdiolavadoy efecto
desecuestrador esde especiesactivasdeoxi-
geno

El micelio obtenido segun lo descrito en el
apartado 2.6 fue pesado (alrededor de 0,1 g)
y colocado en un tubo de vacio «vacutai-
ner» alacual se afiadi6 tampdn acetato 40
mM, pH 4.5y DBQ 500 nM en un volumen
total de 1 ml. Despuésdelaadicion de DBQ,
los tubos fueron sellados con tapones de
silicona e inmediatamente purgados con N,
por 2 min. Transcurrido el tiempo seincuba-
ron durante 30 min a 28 °C y con agitacion
hasta conseguir lareduccion completadela
DBQ, traslacual sedestaparon paraquein-
gresarael oxigeno, luego se afiadié 3mM de
KTBA completando de estamanera 1mL de
mezclareactiva. Sevolvieron asellar lasta
pasy secontinud con laincubacion durante
24 h antes de proceder a valorar la produc-
cion de etileno en base a lo descrito en el
apartado 2.11. En forma similar se procedié
con micelio hervido, lacasade P. fusoideum
0.54 mU, 1 mg de sustancia de bajo peso
molecular, benzoato de sodio y tiourea am-
bosal0 mM, SOD 450 U, catalasa6 U, &cido
tioglicélico 2 mM y azidade sodio 1 mM.

3 RESULTADOSY DISCUSION

3.1 Aislamiento y seleccion de micro-
organismos ligninoliticos

En el presente trabajo se ha realizado un
screening de nuevos microorganismosligni-
noliticos a partir de muestras tomadas de
suel os que contenian abundantes desechos
de serrin provenientes de laindustria made-
rera establecida en la margen izquierda del
Rio Amazonas, cercanaa | quitos-Perq.

Se cultivaron en medios de enriqueci-
miento-selectivos como el medio LKP, don-
de lafraccion polimérica de lignina de Kraft
fuelatnicafuente de carbono y energia.
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Despuésde observar las caracteristicas
morfol égicas de las colonias que crecieron
en los medios de enriquecimiento, se selec-
cionaron aquellas cepas de hongos que cre-
cieron abundantemente en los citados me-
diosa28°C. Particularmente, dado €l objeti-
vo de este trabajo, se puso especial interés
en las que exhibieron un crecimiento abun-
dante en dichosmedios. Asi, seselecciona-
ron 4 cepasfungicas. Trichodermakoningii
Oudemans, Petriellidium fusoideum von
Arx, Aspergillusfumigatus Fresenius, Tricho-
derma longibrachiatum Rifai. Sus identifi-
caciones fueron realizadas por la
Mycotheque de laUniversité Catholique de
Louvain. Laboratorio de Mycologie
Systematiqueet Aplique, Louvain-la-Neuve
(Bélgica).

Para un estudio més exhaustivo se €li-
gi6 a Petriellidium fusoideum por ser un
hongo nuevo, que alin no ha sido descrito
como ligninolitico. Este hongo seguin el La-
boratorio queloidentifico, hasido caracteri-
zado por un estado tel eomorfico de Microas-
caceae y ha desarrollado dos formas
anamorficas: Scedosporium y Graphium
(synnema).

3.2. Degradacion de ligninas sintéticas y
naturales mar cadas con “C

Para confirmar el carécter ligninolitico de
Petriellidium fusoideum, el hongo se culti-
vO frente a ligninas naturales y sintéticas
marcadas con *C, lo que nos ha permitido
valorar su capacidad de mineralizacién a
14C0O, que, seguin se hadescrito esunaprue-
ba inequivoca para establecer el caracter
ligninolitico de unacepa.

Tras 30 dias de incubacién, Petrie-
Ilidium fusoideum produjo una minera-
lizacién cercanaal 30 % deunamuestradela
MWL-C de paja de trigo. En cuanto alas
ligninas sintéticas, en el mismo periodo de
tiempo, & hongo mineralizé un 23.6 % del
DHP-“C-anillo, un9.5%del DHP-“Cb y un
5.7 % del DHP-OCH, (Figura 1).
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Figura 1: Porcentajesde mineralizacion pro-
ducidos por Petriellidium fusoideum, des-
pués de 30 dias de incubacién con distintas
ligninas marcadas con *C. Se incluyeron
muestrasde: MWL-“C depagjadetrigoy las
ligninassintéticas: DHP-4C-anillo, DHP-**Ch
y DHP-OCH,.

Esimportantedestacar lamineralizacion
obtenidaen los cultivos suplementados con
DHP-“C-anillo, que en este caso superaala
valorada en cultivos suplementados con
DHP-“Ch (23.6 frentea9.5 %). Debedecirse
gue ambos cultivos fueron realizados con
una concentracion inicial de, aproximada-
mente, 1.4 x 10° dpm por matraz.

3.3. Screening de actividades enzimaticas
relacionadascon ladegradacién deligninas
en cultivos de P. fusoideum.

Unavez establecido €l caréacter ligninolitico
de Petriellidium fusoideumy determinadas
las condiciones de cultivo que promueven
|as mayores tasas de degradacién, asi como
la capacidad del hongo para atacar diferen-
tes preparaciones de lignina, se procedio al
estudio de sus actividades enziméticas, con
el fin de determinar su implicacién en la
ligninolisis.

Lasvaloracionesenzimaticasllevadasa
cabo pusieron de manifiesto la ausencia de
actividades tales como peroxidasas (LiP y
MnP) y oxidasas (AAO, CQOR,
glucosaoxidasa) (Tabla 1). Sin embargo, se
detecté una actividad capaz de oxidar al
ABTSyDMPenausenciadeH,0,y MnSO,.
Y aque laadicién de esos compuestos alas
mezclas reactivas que contenian dichos
sustratos no alteran la cuantia del producto
formado, como hubiese ocurrido de ser una
MnP, pensamos que la citada actividad es
una fenoloxidasa, y probablemente se trate
de una lacasa. Su actividad méxima en los
sobrenadantes de los cultivos fue de 1.49
mU.mL? (Tablal).

Tabla 1. Actividades enzimética extracelulares producidas por Petriellidium fusoideumtras
17 dias de incubacion. Los medios fueron suplementados con lignina de Kraft (1 mg.mL1).

Ensayos enzimaticos

Actividad en los Actividad en los

sobrenadantes del cultivo sobrenadantes
(mU.mL?) concentrados (10x)
(mU.mL?)
Peroxidasas (LiP, MnP) - -
Fenoloxidasa (lacasa) 1,49 17,75

Oxidasas (AAO, CQOR, glucosaoxidasa)
Catalasa

Reduccién del cirocromo C
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El papel delalacasaenlosdistintoshon-
gos que la producen es controvertido, pero
desde el punto de vista de nuestro estudio,
resultaadecuado referirnosalostrabajosde
Ander & Erikson (1976) en los que se de-
muestra, claramente, que mutantes de
Sporotrichum pulvurulentum deficientesen
lacasas (lac’) tenian poca habilidad parade-
gradar la lignina. Sin embargo la recupera-
cion de esta caracteristica en tales cepas,
implicé sumayor capacidad paradegradar el
sustrato. Més recientemente Eggert et al.,
(19963, 1997) han realizado estudios en
Pycnoporus cinnabarinus, en el que sere-
velan resultados equivalentes alos comen-
tados anteriormente en el trabajo de Ander
& Eriksson. Debe mencionarse también aqui
€l trabajo de Nutsubidze et al., (1998), en €
gue se propone también el papel delalacasa
de Trametescingulata en ladegradacion de
lalignina.

Dado que Petriellidium fusoideum pro-
duce solamente una lacasa puede conside-
rarse como un organismo model o para estu-
diar el papel dedichaproteinaenladegrada-
cion.

3.4. Efecto delainhibicién dela lacasa de-
tectada en los cultivos de P. fusoideum so-
brelamineralizaciéon deligninassintéticas
mar cadas *C

Enloscultivos de P. fusoideumsuplementa-
doscon DHPsno radioactivos, lainhibicion
delaactividad lacasacorrelacioné conlain-
hibicién delamineralizacion detectadaenlos
cultivos suplementados con DHP-4C. Asi,
la adicion de &cido tioglicélico (4° dia de
incubacién) provocd unadisminucién dela
actividad lacasadel 72 % (valorada 24 horas
despuesde afiadir el inhibidor), en compara-
cion conladetectadaen loscultivoscontro-
les (Figura 2A). El valor del porcentaje de
inhibicién indicado coincidié con el valor
obtenido para la tasa de mineralizacién de-
tectada en los cultivos suplementados con
unaligninasintética: DHP-**C(Figura 2B).
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Un experimento similar realizado con
DHP-“C-anillo puso también de manifiesto
que un descenso del 72 % de la actividad
lacasa, se acompanid transcurridas 24 h, con
un descenso de la mineralizacion del 74 %
(Figura2C).

Por tanto, en los dos casos estudiados
hay un desfase de 24 h entreel efectoinhibi-
torio del &cidotioglicélico sobrelaactividad
lacasay lainhibicion delamineralizacion en
los cultivos suplementados con ligninas
marcadas con **C (Figuras 2, By C).
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Figura 2: Relacion entre lainhibicion de la
actividad lacasa, en cultivos deP. fusoideum
suplementados con DHP no radioactivos(A)
y lainhibicion de la mineralizacion de un
DHP-“Cb (B) y un DHP-*C-anillo (C), trasla
adicion de &cido tioglicdlico (2 mM). Con-
trolessin &cido tioglicdlico (- ), cultivoscon
acido tioglicdlico (W). Lasflechasindican el
diaen que se afadi6 el inhibidor de lacasa.
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Durante muchas décadas, se ha debati-
do el temadel papel delalacasaenladegra-
dacion de lalignina. La pregunta clave ha
sido si la lacasa produce o no la
deslignificacion. Estacuestion, hastaahora,
no ha sido totalmente aclarada (Thurston,
1994; Bourbonnaiset al ., 1995).

Ha sido aceptado que la participacion
de lalacasa en la degradacion de lalignina
solo se limita ala oxidacion de unidades de
lignina fendlica, que comprende solamente
del 10 a 20 % del polimero. Sin embargo,
durantelapasadadécada, hasido demostra-
do que la lacasa puede también oxidar las
unidades deligninano fendlicaen presencia
de ciertos compuestos, conocidos como
mediadores, que incluye sustratos artificia-
les (Bourbonnais & Paice, 1990; Call &
Mucke, 1997) y metabolitos del hongo
(Eggert et al ., 1996b).

L os mediadores natural es sonimportan-
tespuesto quelasenzimasligninoliticastie-
nen que actuar indirectamente durante las
primerasfases deladegradacion delapared
celular de las plantas debido alas limitacio-
nes del tamafio de poro entre las fibras que
componen la pared celular (Flournoy et al.,
1991; Flournoy et al., 1993). Otras pequefias
moléculas o agentes que participan en la
degradacién delalignina, producidosdirec-
tamente o indirectamente incluyen iones
manganicos (Mn3*) (Hammel et al., 1989;
Wariishi etal., 1991; Joseleauet al., 1994), e
radical cation producido a partir del veratril
alcohol, un metabolito fungico (Harvey et
al., 1986) o especies activas de oxigeno tal
comoe -OHyd O, (Backaet al.,1993; Gierer
et al., 1994; Joseleau et al., 1994). Tamhién
pueden incluirse en este apartado laproduc-
cion de compuestos de bajo peso molecular
gue actuan como quelantes de Fe** y que
son producidos por al gunos basi diomicetos
(Tanakaet al., 1999).

Por tanto es de esperar el halazgo de
algunos de esos mediadores en los cultivos
del hongo que aqui se estudia. Por los co-
mentarios que a continuacion haremos, pa-
rece l16gico pensar que dichos mediadores

estuvieran relacionados con radicales de
oxigeno. Por eso nos parece oportuno sefia-
lar aqui que dentro del rango de sustratos
oxidables por la lacasa se encuentran las
hidroquinonas (Chefetz et al., 1998).

El ciclo redox de las quinonas es un fe-
némeno que hasido mostrado envariossis-
temas biol 6gicos (Kappus & Sies, 1981). En
el curso del ciclo redox, una quinona es re-
ducida a semiquinona o hidroguinona. En
presenciade O, |os productos de reduccion
de la quinona son autooxidados para rege-
nerar laquinona, mientrasque el O, esredu-
cidoaO," (Ollinger et al., 1990).

&+ O2 «— Q + OZ" @

Q +0,«—Q + O, 2
3.5. Deteccion de especies activas de oxige-
no en los cultivos de P. fusoideum

Dado que el hongo producelacasay que su
inhibicién parcial provoca, aunque con un
retraso de 24 h, efectos inhibitorios en la
mineralizacién, nos planteamos|abusgueda
deotro componentedel sistemaligninolitico
de este hongo, que pudiera estar implicado
en ladegradaciony consecuentementeenla
mineralizacion delasligninasestudiadas. De
losposibles componentes, el candidato mas
plausible seriael -OH, en cuya formacion
puede estar implicada la lacasa ya detecta-
da

3.5.1. Produccién de etileno a partir de la
oxidacién dd acido 2-ceto-4-tiometilbutirico
(KTBA) comoindicedelageneracién deOH
en los cultivosde P. fusoideum

El KTBA se afiadi6 desde |os primeros dias
alos cultivos suplementados con MWL de
pajadetrigo o con DHP inactivos, respecti-
vamente. La produccién de etileno se valo-
ré, posteriormente, durante 10 dias. Su pro-
duccion fue continua durante el periodo de
incubacion, pero alcanzo su valor maximo al
tercer diaen ambos casos (Figura 3).
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Tiempo (dias)

Figura 3: Produccion de etileno detectada
mediante cromatografo de gases, apartir del
KTBA afiadido en cultivos de P. fusoideum.
L oscultivosfueron suplementadoscon DHP
(-) y con MWL de paja detrigo (®) no mar-
cados.

Como seobservaenlareaccionly 2, en
el curso del ciclo redox de las quinonas se
generael radical anion superoxido (O,”). Di-
cho radical, no tiene el potencial reductor
como para actuar sobre el polimero de la
lignina, provocando laroturade susenlaces
o laaperturade sus anillos. Este papel sele
atribuye al ‘OH. Sin embargo, agunas reac-
cionesrelevantesinvolucradas en ladegra-
dacion delaligninapueden ser causadas por
e O, que dependiendo deladisponibilidad
de dianas adecuadas, puede actuar como un
agente oxidante o reductante. Como oxidante
es capaz de reaccionar con Mn?* producien-
do Mn3* (Archibald & Fridovich, 1982). El
O, puede también reaccionar con radicales
producidas por enzimas ligninoliticas, con-
duciendo a la apertura de anillos o
desmetoxilacion (Haemmerli et al., 1987,
Gierer etal., 1994). Otradelascaracteristicas
del O,~ es que puede participar en la pro-
duccién de H,0, por dismutacion

20, + 2H —® HO, + O, (3

Finalmente, el O~ puede también estar
involucrado en la produccién de -OH atra
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vésdelareacion Haber-Weiss catalizado por
ion metélico. Su proceso global es:

O, + HO, —» OH + OH + 0O, (4

Asi pues, pareceinteresante lablsque-
da de estos radicales en los sobrenadantes
delos cultivos de Petriellidium fusoideum.

L os métodos para detectar la produc-
cion de -OH suelen utilizar sondas mole-
culares que rinden productos quimicamente
detectables después de la reaccion con los
‘OH. Entre las sondas més efectivas tene-
mos el acido benzoico, el &cido 2-ceto-4-
tiometilbutirico (KTBA), €l triptéfano, el
dimetilsulféxido (DMSO) (Halliwell &
Gutteridge, 1987) y lahidroxilacién del &cido
4-hidroxibenzoico (Forney et al ., 1982). Cud-
quiera de esos compuestos seria adecuado
paradetectar ‘OH en un sistemadonde estos
se generen.

Para evaluar la produccién de ‘OH en
cultivos ligninoliticos de Petriellidium
fusoideum, hemos utilizado el KTBA.

3.6. Deteccion de compuestos de bajo peso
molecular, mediador esdeladegradacion de
lignina, en los cultivos de P. fusoideum.

Considerando lostrabajosen losque se han
descrito compuestos que ligan Fe** y que
cooperan con fenol oxidasas como mediado-
res en la produccion de -OH (Enoki et al.,
1989; Tanakaet al.,1999ay b), procedimosa
su busguedaen los cultivosdePetriellidium
fusoideum

Como se indicé en el apartado 2.10 se
recogieron diariamentey durantetodo el pe-
riodo de incubacion, los sobrenadantes de
loscultivosincubadoscon MWL de pajade
trigoy DHP. El perfil de elucién de cadauno
de los estractos ensayados, revel6 un pro-
ducto conun Kav de 0.83 (Figura4A). Si se
atiendealosvaloresdel &reacorrespondiente
alaabsorbanciadedicho producto, su maxi-
mo valor se alcanz6 en las muestras corres-
pondientes al tercer dia de incubacién. Ello
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tanto en los extractos provenientes de culti-
vos suplementados con el DHP como enlos
suplementadoscon laMWL depajadetrigo

(Figura4B). No se detectd ningun otro pico
en los cromatogramas estudiados.
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Figura4: Perfil deeluciéndelaSBPM (A) detectado por cromatografiade exclusién molecular
(Sephadex G-50; 85 x 2,5 cm) del extracto crudo proveniente del cuarto diade incubacion de P
fusoi deumen medios con MWL de pgjadetrigo. B: Vaores maximosdelaconcentracién dela
SBPM (I =280 nm) enlosdistintosextractoscrudos ensayadosduranteel periodo deincubacion.
Medios con MWL de pajadetrigo (-) y con DHP (®), no marcados. Patrones: a) citocromo C
(12,5kDa), b) aprotinina(5,5kDa), c) somatostatina (1,6 kDa).

Para solubilizar y secuestrar hierro en
estado férrico, muchos organismos han de-
sarrollado sistemas eficaces de alta afinidad
de adquisicion de hierro (Neilands, 1974;
Neilands et al., 1987). La produccién de
guelantes con altaafinidad por el hierro per-
mite alos microorganismos competir por me-
tales que se encuentran de manera limitada
en el medio.

Lamayor partedel OH generadoinvivo,
excepto durante excesivaexposicion aradia-
cion ionizante, proviene de la degradacion
del H,0,, mediadapor unmetal, deacuerdoa
la siguiente ecuacion:

M™ + H,O, . M™D +-OH+ OH (5
En laque M™ es un ion metalico. M™

puede ser Titanio(l1), Fe?*,Cobalto(ll), Cro-
mo, Vanadio, Niquel o Cobre(l), pero proba:

blemente la formacién del -OH in vivo
unicamente dependa del Fe** bajo condicio-
nes normales (Halliwell y Gutteridge, 1990).

Ladescomposicion dependientedel Fe*
del H,O, (la denominada reaccion Fenton)
usual mente es escrita como

Fe** + H,0, » F&* +OH + OH (6)

Se dijo también que € radical hidroxilo
puede ser generado en presenciade metales
por lareaccion Haber-Weiss (reaccion 4). Es
conocidaqueestareaccion sellevaacabo a
través de la reduccion del hierro en estado
férrico por & O, con oxidacion del H,O, por
el hierro en estado ferroso resultante para
producir ‘OH. En este tipo de reaccion pro-
bablemente tenga participacion lasustancia
de bajo peso molecular aislada de cultivos
de Petriellidium fusoideum En apartados
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posteriores se tratara con mas detalle este
aspecto.

3.7. Produccion de etileno en un sistema
congtituido por acido ascorbicoy KTBA en
relacion con la adicion de la lacasa y la
SBPM deP. fusoideum

En este sistema se uso el 4cido ascorbico
como agente reductor y como sustrato dela
lacasa. El Ultimo aspecto habia sido consi-
derado por otros autores (Y arapolov et al.,
199%4; Cdl & Miicke, 1997). Lamezclareactiva
basica contenia, ademés del citado &cido,
KTBA y tampdn acetato sodico a una con-
centracién de 40 mM, pH 4.5.

El ensayo control considerando exclu-
sivamenteloscomponentesbasesdelamez-
clareactiva, esto esécido ascérbicoy KTBA
dié tras unaincubacién de 24 horas, 20 ppm
de etileno (Figura5A). Un segundo control

se efectud para comprobar si |a lacasa era
capaz de oxidar al KTBA y producir en con-
secuencia etileno. No se produjo dicho gas
en las mezclas reactivas que contenian la
enzima (1.62 mU.mL"1) pero que carecian de
acido ascérbico (Figura5E).

Cuando lamezclareactivaestuvo cons-
tituida por el &cido ascérbico y la SBPM,
parcialmente purificada, y lacasaaunacon-
centracion de 1,62 mU.mL -1, se detectaron 50
ppm. Lo que significa 2,5 veces la produc-
cion de etileno detectada en su control (Fi-
gurabA).

Losvaloresdeetileno alcanzaronlas 150
ppm cuando se afadi6 lalacasa ala mezcla
reactiva base. El ensayo realizado afiadien-
dolalacasay laSBPM produjeron unincre-
mento notable en la produccion del gas,
alcanzandose las 220 ppm (Figura 5C). Ello
supuso unincremento de 4.4 vecesrespecto
asu control (comparense Figura5 A 'y C).

250

200

150 —

Etileno (ppm)

I Sin SBPM
[ sBPM: 1mg

100 —
50 —
A B

C D E

Figurab: Efecto delalacasadePyricularia oryzae(B) y delalacasadePetriellidiumfusoideum
(C) en la produccién de etileno en sistemas (1 ml) constituido por acido ascérbico (1 mM)
KTBA (3 mM), tampon acetato (40 mM, pH 4,5) y ocasionalmente 1 mg de SBPM. A) Control
sinlacasa. D) Control delacasadeP. oryzae. E) control delacasadeP. fusoideum En estosdos
ultimos controles las mezclas reactivas no contenian &cido ascrbico.
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Con el fin de comprobar si este efecto
producido por la lacasa de Petriellidium
fusoideum sobre la produccion de etileno,
indicativo de su participacion en la forma-
cién de ‘OH, se puede extender a otras
lacasas, serealiz6 un ensayo similar pero con
unalacasacomercial dePyriculariaoryzae.
En efecto los resultados fueron similares a
los comentados para la lacasa de
Petriellidium fusoideum Se detectaron 115
ppm como consecuencia de la reaccion en-
trelalacasadePyricularia oryzaey d &cido
ascorbicoy laadicion de la SBPM provoco
un incremento en la produccién de etileno
de 3 veces con respecto ala de su control
(comparese Figura5 A y B).

3.8. Efecto de secuestrador es de especies
activas de oxigeno sobre la generacion de
etileno

Visto el papel mediador de la lacasa en la
produccién de OH valoradospor laproduc-
cion de etileno, y para confirmar la genera-
cién dedicho radical en el estudio realizado
en el apartado anterior, se disefiaron los en-
sayos que a continuacion se detallan. En
todos ellos la mezcla reactiva base (1 mL)
estuvo formadapor: &cido ascorbico (1 mM),
KTBA (3 mM) y tampo6n acetato sodico (40
mM, pH 4.5).

Laadicion del benzoato sédicoy tiourea
alamezclareactiva conteniendo | acasa con
0 sin SBPM produjo un descenso en lafor-
macion de etileno del 67 y 99%, respectiva
mente (Figura 6B y 6C).

Laadicion de SOD alos ensayos reali-
zados en mezclareactivasformadas solo por
acido ascorbico, KTBA y lacasa, se produ-
jo, comparandolo con su control, un incre-
mento en la produccion de etileno valorado
en un 88 % (comparese Figura 6, A y D,
histogramas lado izquierdo).

w
8
3

N Sin SBPM
[ sBPM: 1mg

Etileno generado (ppm)
o i N n
8 8 8 g
L 1 1 L

@
3
1

A B C D E

Figura 6: Efecto de los secuestradores del
‘OH y otras especies activas de oxigeno so-
brelageneracion deetilenoapartir deKTBA.
Lamezclareactivabase (1 mL) estuvo cons-
tituidapor &cido ascérbico (1 mM), KTBA (3
mM), tampén acetato sddico40mM pH 4,5y
lalacasa de P. fusoideum(1,62 mU). Ocasio-
nalmente seafiadié laSBPM (1 mg). A) con-
trol sin secuestrador. B) ensayo con benzoato
sodico, 10 mM. C) ensayo con tiourea, 10
mM. D) ensayo con con SOD, 450 U. E) con
catalasa, 6 U.

Sinembargo al afiadir |aSOD alosensa-
yos realizados con mezclas reactivas que
contenian lalacasay la SBPM sedetecté un
descenso en la produccién de etileno valo-
radaen un 14 % (compéarese Figura6 Ay D,
histogramas lado derecho).

Lacatalasaprodujo unareducciénenla
produccion de etileno de un 75y 80 %, de-
pendiendo de que su adicion se efectuaraa
mezclas reactivas conteniendo o nolaSBPM
(compareseFigura6 A y D). Evidentemente,
si como suponemos laformacion de etileno
en el sistemase debealageneracion de OH,
la adicién de sus secuestradores especifi-
cosalasmezclasreactivasdonde dichosra-
dicales se generen produciria una disminu-
cion en la deteccion del citado gas. Si ade-
mas, como cabe esperar, en laformacion de
dichosradicales, intervienen el radical O,y
el H,0,, la adicion de otros componentes
como |aSOD y lacatalasatambiéninhibirian
respectivamente la formacion de los -OH
hecho que sereflgjariatambién enlaproduc-
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cion de etileno.

Unaposibleexplicacion alosresultados
antes comentadosesqueal afiadir |aSOD el
aumento en laproduccion deetileno, sedeba
auna sobreproducci6n de -OH, consecuen-
ciadelaformacion, en principio, deunagran
cantidad de radicales O,~. La explicacion
podriaser validaal ser el acido ascérbicoun
compuesto con alto potencial redox, quefa-
cilitarialaproduccion de superdxido. En ese
caso, eslégico pensar quelaadicién de SOD
incremente |a cantidad de H,O,, compuesto
gue podria ser el paso limitante en la reac-
cion que conduce alaformacion del radical
‘OH. Por otra parte, un incremento en H,0,
en el medio, facilitarialaproduccion de -OH.
Ademas debetenerse en cuentaque en esta
reaccion median iones metalicos como se
reocge en la ecuacion 5. Al respecto debe-
mos decir que, aunque éstos no han sido
expresamente afadidos, estarian como ele-
mentostrazas en el aguao el tampdn que se
hautilizado. Algunosautores paraevitar que
estos cationes interfieran en estos tipos de
reacciones, tratan las mezclas reactivas con
agentes quelantes (Guillén et al., 2000).

Yasedijoquesi laSOD seafiadeasiste-
mas formados por €l acido ascérbico, lacasa
y SBPM, se detecta un descenso en la pro-
duccion de etileno del 14 % respecto a su
control (Figura6 A y D, histograma de ba-
rras horizontales). Unaexplicacion plausible
aestefendmeno laencontramosen que pue-
de establ ecerse unacompetenciaentreel O,
y su dismutacion aH,0O, y lareaccion entre
dichoradical y el Fe*** queparticipariaenla
reduccién de Fe*. El ion ferroso debe for-
marse para dar lugar a la reaccién Fenton
gue se describe en la ecuacion 6.

Por ultimo hemos de decir que €l H,0,
seformaen|ossistemas que hemos ensaya-
do, pueslaadicion decatalasa (6 U) produjo
un drastico descenso en la produccion de
etileno, estimado en un 80% (Figura 6E).
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3.9 Reduccion dequinonas por P. fusoideum.
Actividad lacasa asociada al micelio.

El micelio de P. fusoideum preparado como
seindic6 en Materialesy Métodos (aparta-
do 2.7), fue incubado en condiciones
aerdbicas y anaerdbicas afin de determinar
la reduccion de la 2,6 dimetoxi-1,4-benzo-
quinona (DBQ). Tras unaincubacién de 30
min en anaerobiosis, practicamente el 100 %
de la quinona afiadida se transformé en su
correspondiente hidroquinona(Figura7). Un
efecto reductor similar, aungue menos acu-
sado se observo en un ensayo equivalente
realizado tras la incubacion del micelio en
aerobiosis. En este caso la reduccidn de la
quinonaalcanzé un 80 % (Figura7).

600

500 ¢

400

300

DBQ (M)

200 -

100

0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (min)

Figura7: Reduccién de la 2,6 dimetoxi-1,4-
benzoquinona (DBQ) durante laincubacion
con micelio dePetriellidiumfusoi deumbago
condicionesaerdbicas(-) y anaerbicas (m).
Con micelio hervido en condiciones
aerdbicas (0) y anaerébicas ().

Por otra parte, también se detect6 acti-
vidad lacasaasociadaal micelio quesevalo-
ré en 0.36 mU/mg de micelio (peso himedo).

Por lodicho, y como yasecomentaraen
ladiscusién, puede decirse queP. fusoideum
cuenta con un sistema redox de quinonas
asociado a micelio.
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3.10 Efectodesecuestradoresdeespecies
activasdeoxigenoy deinhibidoresdelaac-
tividad lacasa en la produccion de etileno.

Teniendo en cuentalosresultados comenta-
dos en €l apartado anterior, trataremos de
confirmar ahora la produccién de radicales
‘OH ensistemasquecontienenel micelioy la
benzoquinona antes indicada.

En todos los casos la mezcla reactiva
base (1 mL) estuvo formada por € micelio
(100 mg peso himedo), laDBQ (500 M) y
tampdn acetato (40 mM, pH 4,5). Después
deincubarla 30 minutos en anaerobiosis, se
afiadi6 € KTBA (3 mM).

La produccién de etileno en los ensa-
yos constituidos por la mezcla base antes
mencionada, alcanz6 las 670 ppm. Estevalor

fue muy superior a cualquiera de los detec-
tados en |os ensayos anteriores.

El micelio hervido provocd un descen-
sodel 95% deetileno (Figura8B). Laadicion
de secuestradores de-‘OH como benzoato de
sodio y tiourea produjeron un descenso en
la produccion de etileno del 87 y 88 %, res-
pectivamente, en comparaci 6n con sus con-
troles (Figura 8, A, Cy D). La catalasa pro-
dujo un descenso del 65 % en laproduccion
dedicho gas (comparese Figura8, Ay F),y
laadicién de la SOD, produjo una disminu-
ciondel 73% (Figura. 8, Ay E).

Cuando seafiadieron alossistemasbase
d &cidotioglicdlico (2mM) y laazidadesodio
(1mM) seprodujeron descensosen lagene-
racion de etileno del 60y 70 %, respectiva
mente (Figura8Fy G).
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Figura8: Efecto de secuestradores de especies activas de oxigeno e inhibidores de lacasa
sobrela generacién deetileno de KTBA obtenido despuésdelareduccidn de 2,6 dimetoxi-1,4-
benzoquinona por micelio de Petriellidium fusoideum A) Control; B) micelio hervido; C)
Benzoato de sodio, 10 mM; D) tiourea, 10 mM; E) SOD, 450 U; F) catalasa, 6 U; G) &cido

tioglicdlico, 2 mM; H) azidade sodio, 1 Mm.

Este Ultimo ensayo ha puesto de manifiesto
varios aspectos relevantes de nuestro tra-
bajo. Asi, laquinonaafiadidaal sistemaque
contiene el micelio, fuereducidapor éste en
condiciones anaerdbicas. Su oxidacién pos-
terior, en presenciadel micelio, deberelacio-

narse alaactividad fenol oxidasaasociadaal
mismo Yy quizasla producidatambién duran-
telaincubacion. De estamanera el sustrato
podria ser reducido posteriormentey se ce-
rrariael ciclo. Apoyaestahipotesisel hecho
recogidoenlaFigura7, enlaqueseobserva
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cémo en condicionesaerdbicasel miceliofue
capaz dereducir hastaun 80 % delaquinona
anadida al medio.

En definitiva puede decirse que
Petriellidium fusoideum presenta €l ciclo
redox delas quinonasy ello seriasuficiente
para producir radicales superéxido (Guillén
et al., 2000). Evidentemente, |a produccion
de ‘OH se veria favorecida por la presencia
de la SBPM, que como hemos demostrado
ligaFet*.

En consecuencia delo anteriormente di-
cho, para explicar los hechos que
presumiblemente acontecen en relacion con

la degradacién/mineralizacién de las mues-
trasdeligninas aqui estudiadas, se propone
€l ciclo que serecogeenlafigura®.

En este trabajo se hademostrado que el
hongo es capaz de producir lamineralizacion
parcial a CO, de todas las muestras de
ligninasestudiadas. Sehavisto queel siste-
ma caracterizado, formado por lalacasay la
SBPM es capaz de generar radicalesOH. Se
hademostrado el papel de éstosenladegra-
dacion, utilizando diversos secuestradores
de esas especies activas de oxigeno, y como
sedijo antes, lalacasajuegaun papel impor-
tante en dicho proceso.

Lacasa H-0
reducida

Q Q”

KTBA Etileno

0, % 0,7 ——> H,0, ——> OH % H,0

Sustancia Fe**

Sustancia Fe**

Figura 9: Esquema de las reacciones presumiblemente implicadas en la generacion de espe-
cies activas de oxigeno por cooperacion entre el sistema reductor de quinonas asociado al
micelio, lalacasay la SBPM producidos por Petriellidium fusoideum
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