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o Resumen

Utilizando como sustrato la fibra insoluble del bagazo de cafia de aziicar en medio s6lido, se evalud
la capacidad ligninolitica de dos hongos: Cladosporium sp. y Fusarium sp., aislados del bagazo, y se
compararon con el hongo Phanerochaete chrysosporium. La fermentacion se realiz6 en biorreactores
con 3 g de fibra insoluble y 30 mL de medio basal; fueron inoculados con suspensién de esporas,
mantenidos a una temperatura de 35 °C y aireados diariamente durante 10 min. La evaluacion de la
capacidad de degradacion de laligninase llevé acabo midiendo periédicamente las cantidades de lignina,
celulosa y azucares reductores remanentes; asi como la actividad enziméatica durante 30 dias de
incubacion. Los dos hongos mostraron actividad de lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa. Los
porcentajes de degradacion de lignina fueron: 16 % para Cladosporium sp., 5 % con Fusarium sp. y
6 % con el hongo modelo.
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® Abstract

Insoluble fiber of sugar cane was used as substrate on solid media to evaluate the ability of two
ligninolytic fungi (Cladosporium sp. and Fusarium sp.) isolated from bagasse and were compared with
the fungus Phanerochaete chrysosporium. Bioreactors were prepared with the substrate supplemented,
inoculated with aspore suspension, maintained atatemperature of 35°C, and aerated daily for 10 minutes.
Theevaluation ofthe ligninolytic activity was carried out periodically by measuring the amounts of lignin,
cellulose and reducing sugars remaining, as well asthe enzyme activity during 30 days of incubation. The
two fungi showed activity of lignin peroxidase and manganese peroxidase. The percentages degradation
of lignin were: 16 % with the fungus Cladosporium sp., 5 % with Fusarium sp., and 6 % with the model
fungus.
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® Introduccion

Grandes cantidades de residuos vegetales y
agroindustriales son generados y acumulados
anualmente en la naturaleza en forma soélida,
ocasionando serios problemas de contaminacion
ambiental y pérdidas de fuentes potenciales de alto
valor agregado /1/. Estos problemas traen consigo el
aumento del interés de la comunidad cientifica en
encontrar nuevas tecnologias para el aprovechamiento
de los mismos en la obtencion de productos de alto

valor agregado. Es por ello que el uso integral y
racional de los desechos agroindustriales como
sustratos en la produccidn biotecnoldgica de nuevos
productos se convierte en una alternativa
extremadamente atractiva debido a la presencia en
estos compuestos de grandes cantidades de celulosa,
hemicelulosa, pectinay lignina/2/.

Los desechos agroindustriales poseen poca
biodegradabilidad debido a su alto contenido de
materiales lignocelulésicos pero bajo las condiciones
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adecuadas pueden ser un excelente soporte y/o
sustrato para la fermentacion en estado sélido /3/.

El bagazo de la cafia de azlcar es un residuo que
se generaenaltas proporcionesen laagroindustria, el
cual contiene unacantidad apreciable de celulosaque
puede ser separada de otras sustancias entre las
cuales se encuentran principalmente la lignina y la
hemicelulosa. De esta manera, se estaria creando un
producto de valor afiadido a partir de una fuente de
biomasa, lo que a la vez representa una valiosa
alternativa comercial para las agroindustrias.

Comotodos los materiales lignocelulésicos esrico
en fibra; sin embargo, debido a su estructura, son de
dificil degradacién, es necesario someterlos a
tratamientos que conduzcan a la disminucion o
eliminacion de las barreras fisicas y quimicas, tales
como lacristalinidad de lacelulosa, los grupos acetilo
de lahemicelulosay los enlacesentre lahemicelulosa
y lalignina/4/.

Lafermentacion en estado solido simulamejor las
condicionesambientalesy nutricionales que loshongos
pueden tener en un terreno donde se depositen los
desechos agroindustriales. Por lo general, la
fermentacion se realiza utilizando como soporte los
residuos agricolas, y se les agrega una solucién de
sales u otros compuestos como sustratos, de modo
que los nutrientes estarian disueltos en la solucion
acuosa absorbida sobre el soporte solido /3/.

Métodos experimentales

Preparacién del inéculo

Las tres cepas utilizadas como indculo, fueron
obtenidas del Laboratorio de Microbiologia Ambiental
del Departamento de Ciencias Bésicas de la
Universidad Autdnoma Metropolitana-Azcapotzalco
(UAM-A), de las cuales, dos de ellas (Cladosporium
sp. y Fusarium sp.), fueron aisladas previamente del
bagazo de cafa, y Phanerochaete chrysosporium
(P. chrysosporium), la cual fue usada como
comparativo respecto a las otras dos cepas.

Las cepas fueron mantenidas en tubos inclinados
con agar extracto de malta y posteriormente fueron
desarrolladas en botellas Roux con el mismo agar

durante dos semanas, a fin de obtener una suspension
de esporas para la inoculacidn del sustrato sélido.

Pruebas de degradacién sobre sustrato
sélido

Se obtuvo la fibra insoluble de bagazo de cafia
conforme a laNorma Mexicana NMX-F-300-1991 /
5/y se utiliz6 como fuente de sustrato en medio sélido,
para lo cual se homogeneiz6 una porcion de la
muestra, se transfirié aproximadamente 100 g de la
mismaaunabolsade lonay se lavé con agua caliente
a 333 K (60 °C), hasta que el agua de lavado no
presentd prueba positiva a la prueba de alfa-naftol.

El bagazo de cafia de azlcar de donde se obtuvo
la fibra insoluble utilizada en este proyecto fue
proporcionado por el ingenio azucarero San José de
Abajo, del Estado de Veracruz. Se peso una cantidad
de 3 g de fibra insoluble seca por biorreactor, y se
afiadieron 30 mL de medio basal con composicion por
litro: 2,0 g de KH,PO,; 0,5 g de MgSO,-7H,0; 0,5 ¢
de NH,NO,; 0,1 g de CaCl; 0,04 g MnCI,-4H,O y
10,0 g de glucosa. Se someti6 a un proceso de
esterilizacion en autoclave (15 kg/cm? durante 20
min). Para cada periodo de incubacidn se realizé un
sembrado por triplicado para cada hongo en estudio.
Los biorreactores (figura 1) fueron aireados
diariamente por un periodo aproximado de 10 min.

Actividad enzimdtica

Se prepararon extractos enzimaticos para
determinar la actividad enzimética que presentan los
tres hongos en estudio en cuanto a lacasa, lignina
peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP).
Una vez tomadas las muestras de los biorreactores a
los diferentes tiempos de crecimiento, se tomé el total
de lafibrainsoluble contenido en ellos con el micelio
de los hongos; se mezclé con 50 mL de solucién
buffer de tartrato de sodio 0,25 My pH 3,5; se llevd
a agitacion por 1 h 'y posteriormente se centrifugé a
14 000 rpm durante 10 min y se filtrd. Los extractos
fueron almacenados en refrigeracion.

La actividad enzimatica se monitored cada cinco
diasdurante trentadias. Las mediciones se registraron
usando un espectrofotometro Shimadzu modelo UV
1800. La actividad de la enzima lacasa se determin6
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por la oxidacion del ABTS (2,2’-azino-bis [3-
etilbenztiazolina-6-&cido sulfénico) /6, 7/. La
actividad de la enzima LiP se determiné por la
oxidaciéndel alcohol veratrilico a veratrilaldehido
/8, 9/. La actividad de la enzima MnP se
determindé por el método de la oxidacion de rojo
de fenol /10/.

Determinacién de lignina, celulosa y
azucares reductores

El contenido de lignina se determind por el
Standard Test Method for Acid-Insoluble Ligninin
Wood D1106/11/. Lacelulosase precisé de acuerdo
con Van Soest y Wine /12, 13/ y los azUcares
reductores se determinaron por el método del
acidodinitrosalicilico (DNS) /14/.

Fig. 1 Biorreactores utilizados en el estudio.

® Resultados y discusion

Actividad enzimatica

Solo se apreci6 actividad de LiP y MnP para
los tres hongos. En la figura 2 se muestran los
resultados de la actividad de LiP por litro de
extracto. Los tres hongos mostraron baja
actividad de LiP durante los primeros diez dias.

Despues de este periodo, la actividad
aumento presentando los hongos Cladosporium
sp. y Fusarium sp. su maxima actividad el dia
15 y P. chrysosporium el dia 20. Al final se
observd una tendencia a disminuir la actividad
de Cladosporium sp. y P. chrysosporium. La

mayor actividad de LiP la presentd P.
chrysosporium el dia 20.

La figura 3 muestra los resultados de la
actividad de MnP por litro de extracto.
Cladosporium sp. y Fusarium sp. tuvieron un
comportamiento similar, mostraron baja actividad
de MnP durante los primeros 20 dias de prueba
y al final presentaron un aumento importante.

La actividad de P. chrysosporium se
mantuvo baja y casi constante durante todo el
periodo de prueba. La méxima actividad de
MnP la presentaron Cladosporium sp. y
Fusarium sp. el dia 30, siendo ligeramente
mayor la de Cladosporium sp.
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Lignina Peroxidasa (LiP)
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Fig.2 Actividadenzimaticade LiP.
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Fig. 3 Actividad enziméaticade MnP.
Determinacién de lignina, celulosa y Los resultados de la determinacion de celulosa
azucares reductores se presentan en la tabla 2. Los tres hongos

mostraron unatendenciaaincrementar el contenido

En la tabla 1 se muestran los porcentajes de de celulosa durante el periodo de la prueba.

degradacion de lignina. Cladosporium sp. fue el  Cladosporium sp. es el hongo que dio el mayor

hongo que produjo el mayor porcentaje dedegradacion  incremento en el contenido de celulosa seguido por
de lignina (15,9 %). Fusarium sp.
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TABLA 1. PORCENTAJE DE DEGRADACION DE LIGNINA

Hongo %% Degradacion
P. chrysosporiiir 5,8
Cladosporinm sp. 15,0
Frusaritr 5p. 4.2

El contenido de celulosa en la fibra insoluble con el hongo P. chrysosporium aumento ligeramente
después del tratamiento.

TABLA2. CONTENIDODE CELULOSA

Hongo Celulosa inicial  Celulosa Final
(%o} {%o)
P. chrysosporiirm 51,5 41,7
Cladosparium sp, 51,5 535
Frusarium sp, 51,5 2.9

La figura 4 muestra los resultados obtenidos para  Fusarium sp. es el hongo que present6 el consumo
los azucares reductores totales. En la grafica se  masrapido, mientras que Cladosporium sp. presentd
puede observar lavelocidad de consumode laglucosa. el consumo mas lento.

Azucaresreductores

Concentracion (mg/mL)
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Fig.4 Azlcares reductores totalesen lafibra.
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Conclusiones

Los tres hongos s6lo mostraron actividad
enzimatica de LiP y MnP. Aunque la produccion
de estas enzimas ligninoliticas se presentd desde
el dia 5, la actividad resulté importante solo en los
altimos diez dias de tratamiento.

Bajo las condiciones de trabajo, la
deslignificacion de la fibra insoluble resulto,
después del tratamiento, en una maxima
degradacion del 15,9 % con el hongo
Cladosporium sp.; un 5,2 % con Fusarium sp. y
un 5,8 % con P. chrysosporium. Aunque estos
porcentajes de degradacion son bajos se cree
pueden mejorar modificando las condiciones de
tratamiento para lograr una oportuna y mayor
produccion de enzimas.

La comparacidon de los hongos Cladosporium
sp. y Fusarium sp. con la referencia del P.
chrysosporium indica, después de las pruebas
realizadas, que son potencialmente utilizables
para el proceso de fermentacion sélida aplicada
a la obtencidn de celulosa, optimizando algunas
condiciones del proceso como una posible
alternativa biotecnoldgica para llevar a cabo la
deslignificacion de la fibra insoluble de manera
sustentable y que permita reducir los impactos
ambientales provocados por la obtencion de la
celulosa en la industria papelera. A lo anterior
se afade la importancia de que utilizando como
materiaprimaun residuo, se obtiene un producto
de valor agregado.
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