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Figura 13: Microfotograflas electrónicas de 
barrido de 1 ignocelulosa de trigo 
incubada con S. iviridosporus T7A,.. 

Figura 14: Producción de AF'F'L en medio liquido
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RESUMEN.

En este trabajo se estudió la acción de una bacteria 
■filamentosa y de diversas cepas bacterianas Gram negativas sobre 
1 ignocelulosa y compuestos modelo de lignina, con el fin de 
contribuir al conocimiento del papel de los procariotes en la 
biodegradación de lignina.

La bacteria filamentosa escogida como modelo fue
� � � � � � � � � � � � � ���� � �� � � � � �  T7A, que pertenece al orden de los
��������������  Este microorganismo resulta atractivo, puesto que 
ataca 1 ignocelulosas solubi 1 izando un polímero rico en lignina, 
el que a su vez puede ser utilizado como sustrato de otros 
microorganismos. El mecanismo de liberación de lignina soluble 
por esta bacteria es desconocido. Como una aproximación al 
entendimiento de dicho mecanismo, se hizo una caracterización 
metabólica de esta especie con respecto a su capacidad de
modificar o degradar compuestos modelo de lignina monoméricos, 
diméricos y preparaciones de lignina kraft de alto peso 
molecular. Se observó que S. � � ����������  T7A oxida diversos 
alcoholes aromáticos simples al ácido correspondí ente. Se
comprobó además que la bacteria no es capaz de romper los enlaces 
carácter 1 st i eos de lignina ensayados (F-1 , P-0-4 y bifenilo), en 
cambio si reduce cetoles de estructura tipo P-i (diariletanos) a 
la forma diólica. Su acción sobre fracciones purificadas de 
lignina kraft es bastante limitada. Los resultados obtenidos 
sugieren que ��� ������ � � � � � �  T7A no posee enzimas 1 igninoliti cas 
y que la formación del producto polimérico soluble en agua y rico 
en lignina denominado APF'L, podría deberse a la presencia de
polisacaridasas, lo cual coincide con resultados de otros 
autores.





cepas estudiadas intradujo simultáneamente cambios significativos 
en ambos componentes de los AF'F'L. Los cultivos se carácter i carón 
también con respecto a su capacidad para metabolisar compuestos 
aromáticos simples, modelos diméricos de lignina, monosacáridos, 
celulosas y hemicelulosas. Se encontré que la versatilidad de las 
cepas para metabolizar estos diversos compuestos posee un valor 
indicativo, aunque no absoluto, de la acción de cada una de ellas 
sobre los AF'F'L.

Se estudió también el efecto del basidi omicete Ganoderma 
applanatum sobre los AF'F'L. A pesar de que este hongo es un 
componente fundamental del sistema � igninoli tico selectivo 
conocido como "palo podrido", no se detectó modificación de los 
AF'F'L mediante las técnicas empleadas. Asimismo, utilizando 
preparaciones purificadas de peroxidasa de lignina del hongo 
� igninoli tico Phanerochaete chrysosporium, no se encontró 
alteración de los AF'F'L en las condiciones ensayadas.
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Research was carried out to study the effect of a 
•f ilamentous bacterium and several non-f i 1 amentous bacterial 
strains on wheat 1 i gnocel 1 ul ose and lignin model contpounds, in 
arder to contribute to our understanding of the role played by 
procaryotes in lignin breakdown.

The f ilamentous bacterium chosen for this work,
� � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � � �  T7A, belongs to the $������ � � � � � �  
group. This microorganism is convenient for our purposes due to 
its ability to attack 1 ignocel1 ulose releasing a soluble 
lignin-rich polymer, which in turn can be tested as a substrate 
for other microorganisms. The mechanism used by this bacterium to 
solubilize lignin is presently unknown. In order to gain insight 
into this mechanism, the capacity of this species to metabalize 
single ring aromatic compounds, lignin dimers and kraft lignin 
was analyzed. S. ��������������  T7A was able to oxidize several 
aromatic alcohols to the corr espondi ng carboxylic acids. It. did 
not cleave dimeric lignin models containing characteristic lignin 
linkages, such as P-l, F-0-4 or biphenyl structures. However, 
diarylethane compounds with one or two carbonylic groups were 
reduced to their diolic form. The effect on purified kraft lignin 
fractions was rather limited. These results suggest that 
� � ����������  T7A does not possess ligninolytic enzymes and that 
AF'PLs (for Acid F'recipitable Polymeric Lignin), may be produced 
by the action of polysaccharidases, as reported by other authors.

Chemical analysis of the aromatic componente of AF'PLs 
revealed that when compared to 1 ignocel 1 ulose, they contain 1 ess 
guaiacyl residuos and therefore an increased ratio of syringyl to 
guaiacyl units. AF'PLs contain about 20 %� carbohydrate and have a 
lower glucose content than the wheat 1 ignocel 1 ulose from which
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components o-f the selectiva ligninolytic system called "palo 
podrido", this fungos produced no detectable chsnge in the APPLs 
wi th the techniques employed. Also, puri-fied preparations o-f 
� ignin peroxidase trom the white rot fungus Pbanerocbaete 
cbrysosporium did not alter APPLs under the condi tions used in 
this work.
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INTRODUCCION

La totalidad de los seres vivientes se encuentran 
interrelacionados a través de múltiples equilibrios dinámicos, 
siendo el ciclo del carbono uno de los más importantes. Más del 
90 ‘/. del carbono terrestre se encuentra depositado en tres 
polímeros que estén presentes en todos los vegetales superiores: 
la celulosa, la hemicelulosa y la lignina (Janshekar y Fiechter, 
1983). Entre éstos, la celulosa es el más abundante (40 V.) , 
constituyendo la lignina alrededor de un 25 '  del total 
(Janshekar y Fiechter, 1983). Si se considera además que la 
lignina representa un 40 (�  de la energía solar almacenada en 
plantas y que es el polímero aromático más abundante de la 
naturaleza (Janshekar y Fiechter, 1983), su importancia en el 
ciclo del carbono resulta evidente.

Estructura y síntesis de lignina.
El contenido, la composición y la estructura de la 

lignina difieren según la especie, el tejido y edad del vegetal. 
Sin embargo, a todos ellos la lignina les proporciona rigidez y 
participa además en el sistema de resistencia frente a agresiones 
biéticas y abióticas del medio. Por ejemplo, la 1 ignificaci6 n es 
una respuesta fisiológica frecuente frente a lesiones e 
infecciones por patógenos (Col 1endavel1oo y cois., 1983). 
Adicionalmente, debido a su carácter impermeable, evita la 
pérdida de agua de los tejidos.

La síntesis de la lignina ocurre en la pared celular a 
partir de los alcoholes p-hidroxicinaml 1 ico, coniferilico y 
sinapilico, los que en el polímero nativo dan origen a los
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residuos 1-2 y 6-7), que representa alrededor del 50 '/. del total 
de enlaces en la molécula. Otras uniones importantes son la 
(estructura 1,2-diari 1 propana, residuos 18-19 y 27-28) y el 
bifenilo (residuos 9-10 y 12-17). También se observan estructuras 
cíclicas tipo pinoresinol (residuos 7-8) y feni1 enmaraño 
(residuos 4-5 y 21-22) (Higuchi, 1985). En 1 ignocelulosas de 
pastos existen además enlaces éster entre grupos hidroxilos y 
ácidos aromáticos, en especial, ácido cumárico y fer&lico (Kirk, 
1984).

Biodegradación de lignina.
A diferencia de otros productos naturales, la lignina es 

muy refractaria al ataque microbiano. Sin embargo, en ciertas 
condiciones ambientales de temperatura y humedad, su degradación 
puede ocurrir en forma reíativamente acelerada. Este es un 
proceso oxidativo en el cual los hongos desempeñan un rol 
protagónico, aunque existe creciente evidencia de la 
participación adicional de actinomicetes y bacterias no
filamentosas (Kirk y Farrell, 1987; Vicuña, 1988).

Los hongos 1 igninoli ticos más estudiados son los llamados 
de pudrición blanca, por ser los más eficientes en degradar la 
lignina a C0=» y HsO. Estos microorganismos consumen en forma 
simultánea los polisacáridos de la madera, aunque diversas 
especies de hongos exhiben grados variables de selectividad con 
respecto al polímero que atacan más rápidamente. La lignina no es 
utilizada como fuente de carbono por los hongos, siendo siempre 
degradada por cometaboli ización. La mayor parte de los trabajos 
se han centrado en el basidi omicete Phanerochaete chrysospor ium. 
Se ha demostrado que su actividad 1 igninoli tica es una
manifestación del metabolismo secundario, el que se inicia en
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2.3.4.- Cosecha de APF'L.
Una vez completado el periodo de incubación en medio 

sólido, se agregaron a cada botella 125 mi de agua destilada, se 
esteri 1 izaron al autoclave a 100"C y 0,5 psi y se -filtró a través 
de papel Whatman 1 prepesada. En algunas preparaciones se
determinó la pérdida de peso seco de la � ignocelulosa luego de 
secar el residuo a temperatura ambiente. Los AF'F'L se encuentran 
en el -filtrado, el cual -fue dial izado exhaustivamente contra agua
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Este protocolo no pudo ser aplicado cuando se sabia o se 
sospechaba de la presencia de sustratos volátiles, tales como 
veratraldehido, alcohol anisico, guaiacol y p-anisaldehido. Con 
el -fin de evitar la evaporación del compuesto aromático junto al 
solvente, se extrajeron alícuotas de 0 , 1  mi de sobrenadante 
acidificado con un volumen de éter y se aplicó directamente la 
fase orgánica a las placas de silicagel. En algunas ocasiones 
este procedimiento rápido fue utilizado también con sustratos no 
voláti 1 es.

Las muestras fueron separadas en diferentes sistemas de 
solventes, a saber: los compuestos modelo diméricos con enlaces 
a-0 ~ 4 fueron analizados mediante un sistema de 
cloroformo : isopropanol : amoniaco (12:2:1). Se empleé la mezcla 
benceno : ácido acético (2 : 1 ) para separar los ácidos gálica, 
3-0-meti 1gálico, siringico y protocatecuico entre si. Los ácidos 
ferólico y cinámico fueron separados en cloroformo : acetona 
(20:7), el aducto de glicina y guaiacol en cloroformo : acetona 
(40:1) y todos los demás compuestos en cloroformo : acetona (9:1) 
(Ver Tabla 1).

Los compuestos aromáticos fueron visualizados mediante 
luz ultravioleta de onda corta. Se tomaron fotografías de placas 
utilizando una película Polaroid 55 positivo/negativo de 50 
Asa/18 Din.

3.3.- Cromatografia liquida de alta presión (HPLC).

La preparación de extractos etéreos fue idéntica a la 
descrita en la sección 3.2. de Materiales y Métodos. Estos 
extractos etéreos previamente secados fueron resuspendidos en 
agua destilada e inyectados en un sistema de cromatografi a de
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3T85 de Rf encontrados para los coapuestos aodelo de lignina analizados por croaatografla de capa fina en silica
gel.

H* Fig,,2 Coapuesto Rf solvente

VII ácido verátrico 0,13 doroforao:acetona 9:1
veratraldehido 0,66 doroforaosacetona 9:1
alcohol veratrilico 0,27 dorof orao: acetona 9:1

V ácido p-anisico 0,14 doroforao: acetona 9:1
p-anisaldehido 0,79 doroforao:acetona 9:1
alcohol p-anisico 0,41 doroforao: acetona 9:1
ácido o-anisico 0,21 doroforao: acetona 9:1
o-anisaldehido 0,74 doroforao:acetona 9:1
ácido a-anisico 0,16 doroforao: acetona 9:1
a-anisaldehido 0,68 doroforao: acetona 9:1

IV ácido protocatecuico 0,41 benceno:ác. acético 2:1
IX ácido gálico 0,22 benceno:ác. acético 2:1
XI ácido siringico 0,74 benceno:ác. acético 2:1
X ácido 3-0-*etil gálico 0,53 benceno:ác. acético 2:1
XIV ácido cafeico 0,56 benceno:ác. acético 2:1
XIII ácido cuaárico 0,84 benceno:ác. acético 2:1
XV ácido ferélico 0,58 doroforaosacetona 20:7
XII ácido cináaico 0,44 doroforao:acetona 20:7
II guaiacol 0,62 doroforao:acetona 40:1
XVI aducto de glicina 0,93 doroforao:acetona 40:1
XIX anisolna 0,68 doroforao: acetona 9:1
XXVI hidroanisolna 0,31 doroforao: acetona 9:1
XX desoxianisolna 0,78 doroforao: acetona 9:1
XXVII desoxihidroxianisolna 0,58 doroforao:acetona 9:1
XVII benzolna 0,70 doroforaosacetona 9:1
XXIV hidrobenzolna 0,31 doroforao:acetona 9:1
XXIII d i fflstox i benc i 1 o 0,68 doroforao:acetona 9:1
XXVIII desoxibenzoina 0,84 doroforaosacetona 9:1
XXV desoxihidroxibenzolna 0,69 doroforao:acetona 9:1
XXI hidroxiaetildesoxianisolna 0,41 doroforaosacetona 9:1
XXVIII HHRDñ 0,20 doroforaosacetona 9:1
XXXV 4,4?-bi fenol 0,86 doroforaoiacetona 9:1
XXXVI 3,3’-diaetoxibifenilo 0,91 doroforaosacetona 9:1
XXXVII ot-fenilcináaico 0,26 doroforaosacetona 9:1
XXIX et-fenilcináaico reducido 0,26 doroforaosacetona 9:1
XXXII ‘trlaero* 0,90 doroforaosacetona 9:1
XXX GGGEox 0,67 dor.:isopr.:a»on. 13:1:1
XXXI VGGEox 0,53 dor.:i5opr.:aaon. 13:1:1
XXXIII 6G6E 0,60 dor,:isopr.:aaon. 13:1:1
XXXIV VGGE 0,50 dor.:isopr,:aaon. 13:1:1
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3.6.- Espectros Infra-rojo (I.R.)

Los espectros de I.R. se hicieron en un espectrofotómetro 
Perkin Elmer 1310 de la. Facultad de Ciencias Químicas de la P. 
Universidad Católica de Chile. Las muestras sólidas fueron 
preparadas en pastillas de KBr.

4.- Análisis químicos de productos metabólicos de alto peso 
molecular.

4.1.- Determinación de hidratos de carbono en muestras de APPL.

Se realizó un análisis cual i y cuantitativo de los 
hidratos de carbono presentes en la � ignocelulosa de paja de 
trigo y en los APPL derivados de ella según un método recomendado 
para madera y pulpa de madera (Ver ref. anónima "Provi si onal 
method...", 1975). En este método se determina el contenido de 
glucosa (glucanos), mañosa (manarnos), arabinosa (arabinanos), 
xilosa (xilanos) y galactosa ígalactanosí, los cinco 
monosacáridos principales que definen la composición de 
carbohidratos de la madera. Se introdujeron algunas 
modificaciones y el método fue adaptado para cantidades mucho 
menores de muestra. El procedí miento utilizado consta de las 
etapas descritas a continuación.

4.1.1.- Preparación de muestras y calibración.
Las muestras de 1 ignocelulosa fueron cernidas a través de 

un cedazo de 60 mesh. Las muestras de APPL incubadas con 
bacterias fueron centrifugadas al término del periodo de







extraida sucesivamente con 25, 15 y 10 mi de dic1orometano en un
embudo de decantación. Se colectaron las tres -fases orgánicas 
obtenidas en un balón y se evaporó casi a sequedad en el 
rotavapor manteniendo el baño a 65aC. Se agregaron 2 mi de agua y 
se evaporó a sequedad. El residuo -fue resuspendido 
cuantitativamente en 1 mi de di elorometano.

4.1.3.- Análisis por cromatogr af i a de -fase gaseosa.
Se analizaron las muestras en un cromatógrafo Tracor 560 

acondicionado con una columna de vidrio de 10 pies de longitud 
con un soporte de chromosorb WHF' recubierto de ci anosi 1 i cona 
(SP2330 al 3 '/.) . Se utilizó un detector de ionización de 11 ama 
acoplado a un integrador Hewlett—F'ackard 3390A. La temperatura 
del inyector y del detector fue de 190°C, en tanto que la columna 
se mantuvo a 250" C (isotérmica) . Se utilizó nitrógeno como gas de 
arrastre y se inyectaron voltltmenes de 1 pl de las diversas 
muestras. En estas condiciones el orden de elución de los 
monosacári dos fue el siguiente : arabinosa, xilosa, mañosa, 
galactosa, glucosa e inositol, con tiempos de retención de 19,7; 
28,9; 47,0; 53,6; 65,4 y 84,0 min, respectivamente. Estos
análisis fueron realizados por el Lab. de Servicios Externos de 
la Fac. de Química de esta Universidad.

4.2.- Tioacidólisis.

La tioacidóli si �  de las muestras de 1 ignocelulosa de 
trigo y de AF'F'L fue realizada esenc i al mente segón el siguiente 
protocolo desarrollada por Lapierre (Lapierre y cois., 1985).
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4.2.1.- Preparación de muestras.
Las muestras sólidas de 1 ignocelulosa y de APPL fueron 

preparadas en forma idéntica a las muestras utilizadas para el 
análisis de hidratos de carbono (Materiales y Métodos, sección
4.1.1.).

4.2.2.- Preparación de tioacidolizados.
Se colocaron 3-11 mg de una muestra de 1 ignocelulosa, de 

APPL o 10 mg de un compuesto modelo estándar en un tubo pyrex con 
tapa rosca sellada con un disco de teflón. Las muestras fueron 
secadas sobre sulfato de magnesio anhidro durante 15 horas a 
temperatura ambiente. Bajo flujo de nitrógeno se agregaron a cada 
muestra 9 mi de dioxano recién destilado y deshidratado sobre una 
mezcla de Na-benzofenona. Enseguida, bajo campana y flujo de
nitrógeno se adicionaron 1,0 mi de etanotiol y 0,3 mi de
BFs-eterato a cada muestra. Antes de sellar, en cada tubo se 
colocó un pequeño agitador magnético y se burbujeó nitrógeno 
durante 1-2 minutos. Después fueron colocados en un baño de
aceite a 100°C durante 4 hr con agitación magnética permanente y 
homogeneización por inversión cada 15 minutos. Al término de la 
incubación la mezcla fue enfriada en agua con hielo y ajustada a
pH 3-4 con NaHCÜ3 , previa adición de 10 mi de agua destilada. La
mezcla fue extraída con 30 mi de diclorometano y la fase orgánica 
fue deshidratada sobre Na¡aS0-*. Posteriormente fue filtrada a 
través de papel Whatman 1 y concentrada prácticamente a sequedad 
en un rotavapor Büchi manteniendo la temperatura del baño entre 
45 y 50“C. El residuo fue resuspendido cuantitativamente en 
1,3 mi de diclorometano.
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azácar para reducir el i ón cúprico a cuproso -formando un complejo 
de arsenomolibdato coloreado <Nelson, 1944). El análisis requirió 
de cuatro soluciones, a saber: Solución A, que contenia 25 g de 
Na=C03, 25 g de tartrato de Na-K, 20 g de NaHCO® y 200 g de 
Na=íS0<* por litro de solución. La solución B constó de
CuSo^x5H=0 al 15 V. acidi-ficado con 1-2 gotas de HszSO-*
concentrado por cada 100 mi de solución. La solución C se preparó 
al momento de usar mezclando 25 mi de solución A con 1 mi de 
solución B. La solución D se obtuvo disolviendo 25 g de
heptamolibdato en 450 mi de agua destilada y agregando después 
25 mi de H 2SU 4 concentrado. Finalmente se agregaron 3 g de
Na =HAs O a x 7H ss0 en 25 mi de agua destilada y se a-foró a 500 mi.
Las soluciones B y D se guardaron a 4oC en botellas ámbar y la 
solución A -filtrada se mantuvo a 37° 0.

La medición se realizó mezclando 1 mi de las muestras con 
1 mi de la solución C y luego calentando a 100"C durante 30 min. 
Al término de esta etapa, se enfriaron los tubos en agua con 
hielo y se adicionó 1 mi de solución D a cada muestra. 
Posteriármente éstos se agitaron en vortex, se esperó 1 0 min, se 
diluyeron las muestras con 9,5 mi de agua destilada y se
determinó su absorbancia a 520 nm en un espectrofotómetro
Spectronic 20. Todos los experimentos con celulosas y 
hemicelulosas se realizaron en el Lab. de Biotecnología del 
Instituto de Nutrición y Tecnología de los Alimentos de la U. de 
Chile.

4.4.— Determinación de nitrógeno.

La determinación de nitrógeno de muestras de las 
fracciones FSE y FIE de lignina kraft y de 1 ignocelulosa de



de trigo y de APPL derivados de ésta se realisó segón el método 
de Kjehldal mejorado (Ver ref . anónima "liethods of . ..", 1980).
Esta modificación del método original permite la determinación de 
nitratos, incluyendo la cuantificación de nitrógeno proteico, 
aminas y amidas del sistema tradicional.

El análisis se llevó a cabo en un sistema
semi automati zado -formado por una unidad de digestión BUchi 425 y 
una unidad de destilación y titulación Büchi 315 del Lab. de
Ingeniería Bioquímica de la Fac. de Ingeniería, U. de Chile.
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Con el objeto de determinar la distribución de pesos 
moleculares de muestras de APPL y de las fracciones FSE y FIE de 
lignina kraft, se montó una columna de Sephadex G-50 médium. Sus 
dimensiones fueran de 69 cm x 1,1 cm2 , con un volumen aproximado 
de 90 mi. La columna se equilibró en una solución de LiCl 0,1 N y 
NaOH 0,1 N, se ajustó el flujo a aproximadamente 9 mi/h y se 
colectaron 80-100 fracciones de 1 mi (20 gotas). El uso de LiCl 
elimina sustancial mente las interacciones entre los residuos 
aromáticos de la lignina y la resina (Lundquist y Kirk, 1980). El 
volumen de elución de las muestras se determinó por absorbencia a 
280 nm. En la columna se cargaron entre 1,5 a 5 mg de muestra 
di sueltas en � � �  a � � �  mi de agua o medio de cultivo previamente 
al cal i nizados con 0,5 mi de la fase móvil.

El volumen de exclusión fue determinado con azul dextrano 
y el de inclusión con ácido cumárico. Se calibró la columna
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Luego se resuspendieron .las células en 20 pl de TE (Tris-HCl 
10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM) y se agregaron 0,1 mi de una mezcla 
1 i tica. Esta contenía SDS al 3 7. y Tris-HCl 50 mM pH 8,0. La 
solución 1 i tica se ajustó a pH 12 antes de adicionar a las 
células. La mezcla se incubó a 55°C durante una hora y al término 
del periodo de incubación se extrajo con un volumen de una mezcla 
de fenol : el oro-formo 1:1 agitando vigorosamente. Se separaran las 
fases mediante centrifugación y se aplicaron entre 30 y 50 pl de 
la fase acuosa directamente en un gel de agarosa (Ver sección
6.2.1. de Materiales y Métodos).

6.2.- Electroforesis del DNA.

6.2.1.- Geles de agarosa.
Para la separación de las distintas fracciones de DNA se 

prepararon geles de agarosa verticales al 1,0 7. (Johnson y 
Grossman, 1977). Se pesó la cantidad necesaria de agarosa, se 
disolvió en tampón TEA (Trizma-base 4,84 g, acetato de sodio 
anhidro 1,64 g y EDTA disódico 0,74 g por litro, ajustado a 
pH 8,1) y se fundió la agarosa por ebullición. Al descender la 
temperatura a 65-70°C, la agarosa fue vertida a placas de vidrio, 
formándose geles de 1,5 ó 3 mm de espesor.

Las muestras, cuyos volúmenes finales fluctuaron entre 
30-50 pl , fueron mezcladas con un décimo de su volumen con 
solución de carga (glicerol 50 7., SDS 5 7., EDTA 12 mM y azul de 
bromo-fenol 0,05 7.), fueron calentadas durante 5 min a 60° C y 
luego aplicadas al gel. Se sometieron a una intensidad de 
corriente de 100 mA para forzar su entrada al gel en forma de 
banda angosta y luego a 60 mA durante el resto de la corrida.
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Las placas -fueron incubadas a 30“ C durante las horas indicadas en 
el experimento (4-19 hrs) y luego se resuspendieron las bacterias 
adheridas a los filtros en un volumen mínimo de medio rico. 
Alícuotas del cultivo resuspendido fueron sembradas en placas con 
medio rico, tal como se procedió en las conjugaciones en medio
� i qui do.

7.- Medición de actividades enzimáticas extracelulares.

7.1.— Ensayo de ligninasa.

La actividad de lignina peroxidasa se ensayó midiendo la 
oxidación de alcohol veratrílico a veratraldehido, la cual se 
detectó por un aumento de absorbancia a 310 nm (Tien y Kirk, 
1984). La enzima se ensayó en 1 mi de solución tamponada con 
tartrato de amonio 25 mM pH 2,5 que contenia alcohol veratrílico
2 mM. Para la determinación de actividad en los sobrenadantes de 
cultivas, se adicionó generalmente una alícuota de 0,75 mi hasta 
un volumen final de 1,1 mi del medio de ensayo. La reacción se 
inició adicionando 5o ul de HaO» �  mM por mi de medio de 
ensayo.

7.2.— Medición de 1 acasa + peroxidasa en sobrenadantes de 
cultivos de G. spplanata».

El ensayo se basa en el cambio de color de la 
siringaldacina a 525 nm (Leonowicz y Grzynowycz, 1981). La enzima 
se ensayó en alícuotas de sobrenadantes de cultivos tamponados 
con fosfato 67 mM pH 5,5 a los cuales se adicionó HssOst 0,4 mM.
Se inició la reacción al adicionar el sustrato fenólico.
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RESULTADOS

1•~ Caracterización metabólica de Streptouyces viridosporus T7A. 

1 - 1 Metabol ización de monóineros modelo de lignina.

Con el -fin de profundizar el conocimiento sobre las 
propiedades 1 igninoli ti cas de esta bacteria filamentosa, se 
analizó su capacidad de metabolizar diferentes compuestos modelo 
de lignina conteniendo un solo anillo aromático. Aunque en rigor 
la capacidad de degradar estos compuestos no es necesari amente un 
reflejo de una actividad 1 igninoli tica propiamente tal, su uso ha 
sido de gran utilidad para dilucidar los mecanismos enzimáticos 
utilizados por hongos en la b i odegradación de la lignina. Por 
otra parte, se ha descrito que S. viridosporus T7A solubiliza 
fragmentos ricos en lignina a partir de 1 ignocelulosa mediante un 
sistema enzimático que no ha sido definido afín, pero que seria 
inducible en presencia de 1 ignocelulosa. Con el objeto de 
determinar si la metabolización de los compuestos modelo de 
lignina ocurre mediante los mismos sistemas enzimáticos 
utilizados en la solubi 1 ización de 1 ignocelulosa, se realizaron 
estos ensayos tanto en presencia como en ausencia de 
1 ignocelulosa, segón el protocolo detallado en la sección 1.2.3.C 
de Métodos.

Entre los compuestos simples que presentan cierta 
relación con la lignina, se eligieron diversos alcoholes 
aromáticos y ácidos benzoicos y feni 1 propanoieos cuya 
metabolización no habla sido estudiada en S. viridosporus T7A 
(Ver números I al XVI, Figura 2). Asi, por ejemplo, se encontró
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Figura 6: Acci ón de S. v i ridos poras T7A sobre los ¿crido
protocatecuico y gentisico. Trazados espectro-f otométr i eos de
sobrenadantes de cultivas tomados a los 0 (--), 2 (.. >, 3 (-- ),
5 ( ) y 7 (---) dias de incubación en un medio de incubación que
contiene A) ácido protocatecuico 5 mM (IV), o B) ácido gentisico 
5 mM (VIII). El inserto muestra una cromatografía en capa -fina de 
las mismas alícuotas que en A), "p" corresponde a un estándar de 
ácido protocatecuico y los números indican el tiempo de 
incubación en di as.
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conteniendo el medio mínimo, 0,1 &� de extracto de levadura y 5 mM 
de ácido prDtocatecuico (770 mg) previamente purificado por 
recristalización. Después de concluir el periodo de incubación y 
comprobar la presencia del producto en el medio de cultivo 
por los criterios indicados más arriba, se separaron los micelios 
por filtración y se acidificó el medio a pH 1,0. F'oster i or mente

se separo el producto mediante extracciones sucesivas con éter 
etílico, evaporándose la fase orgánica a sequedad. El mejor 
rendimento obtenido fue de � � �  mg de producto impuro, el cual se 
sometió a purificaciones sucesivas mediante cromatografía en 
silicagel eluyendo con cloroformo y acetona en distintas 
proporciones. Como control se realizó también una purificación 
preparativa a partir de cultivos de � litro en ausencia de 
protocatecuico, en la cual no se obtuvo ni trazas del producto. 
El producto purificado de color blanco obtenido fue sometido a 
diversos análisis químicos y espectroscópieos (IR, ‘H-NMR, 
�� SC-NMR y espectrometría de masas) con el fin de dilucidar su 
estructura. Se propuso la estructura indicada al pie de esta 
página, que es consistente con el peso molecular indicado por el 
espectro de masas y con la mayoría de las señales que aparecen en 
los espectros de NMR. A pesar de emplear las técnicas analíticas 
nombradas, el conjunto de datos obtenidos no permitió postular un 
estructura definitiva para el producto purificado (Ver
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espectrafotometria, cromatografía en capa fina y HPLC que ninguno 
de estos compuestos modelo era roto o modificado por la bacteria 
filamentosa en estudio (Ver Figura 9 como ejemplo). Se verificó 
que en presencia de 1 ignocelulosa tampoco ocurre modificación 
alguna, en condiciones que si muítáneamente se producían APPL en 
el medio de cultiva (Figura 4). Esta observación contrasta con lo

reportado por R. Crawford, quien describió una actividad 
enzimática de S. viridosporas T7A que rompe el di mero no fenólico 
VGGE (XXXIV) cuando el microorganismo es incubado en presencia de 
1 ignocelulosa de maíz (Crawford y cois., 1983a). Los ensayos se 
realizaron con el mismo compuesto modelo, el mismo microorganismo 
y en condiciones de cultivo aparentemente idénticas a las 
utilizadas por Crawford con las que detectó ruptura de VGGE (Ver 
Di scusión).

1.3.3. Compuestos bifenilos.

Se investigó también la capacidad de S. viridosporas T7A 
de degradar compuestos modelo diméricos cuyos anillos se
encuentran ligados por enlaces bifenilo. Existe en la literatura 
un antecedente que señala que esta bacteria es capaz de oxidar el 
bifenilo dehidrodivani 11 i na al ácido correspondiente (Crawford y 
cois., 1981). Los autores de este trabajo sugieren además que el 
ácido formado es degradado, aunque no se presentan evidencias 
concretas de este hecho. Nosotros utilizamos como sustrato otros 
dos compuestos con estructura bifenilica (XXXV y XXXVI), los 
cuales se muestran en la Figura 2. Se encontró que S.
v i r idos poras T7A no modifica estos sustratos, aün cuando la 
incubación se realizó sobre 1 ignocelulosa que fue parcialmente 
solubilizada por la bacteria durante la incubación (Figura 4).
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2 � ' � � � � /H*� Efecto de fracciones purificadas de lignina kraft 
sobre el crecimiento de S, � � � � � � � � � � � �  T7A. Las barras 
corresponden al peso seco de micelios del microorganismo 
recuperados al cabo de 4 días de incubación en un medio que 
contenía 0,3 &� de extracto de levadura. A) Biomasa recuperada de 
cultivos suplementadas con 0, 1,0, 2,5 y 5.0 mg/ml de fracción 
insoluble en éter de lignina kraft (FIE). B) Biomasa recuperada 
de cultivos suplementados con O, 0,5, 1,0 y 1,5 mg/ml de fracción 
soluble en éter de lignina kraft (FSE). Se indican valores 
promedio y desviaciones estándar. Análisis de varianza por test 
de Student: ?@ p<0,005.
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Figura 11; Perfil de elución de HF'LC de 5 ub— fracciones de 1.a 
•fracción soluble en éter de lignina kra-ft después de incubar en 
presencia de esporas y micelios de ��� � � ����������  T7A. A-D: 
control incubado sin inóculo, A ’—D ’: cultivo inoculado con 
esporas y A"-D": cultivo inoculado con micelios precrecidos de � �  
������������  T7A. Las muestras -fueron fraccionadas en un 
pre-columna SEP-PAK y eluidas con concentraciones crecientes de 
metano1 antes de cargar en la columna de HPLC: A,A’,A”: eluido; 
B„EP, B" : lavado con 10 % de metano!; C,C’,C": lavado con 20 % de 
metano! y D,D’,D": lavado con 50 % de metanol. La fase móvil 
utilizada fue metanol/agua 20:80 %, Se indican los tiempos de 
retención de los siguientes estándares; i: ác. vaníllico, 2 ; ác. 
cumárico, 3; ác. ferólico y 4; ác. cinámico.
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Figura 19: Efecto de la filtración a través de membranas de 4 5  p 
de diámetro sobre el peso molecular de los AF'PL. Perfiles de 
elución a través de una columna Sephadex G—50 de una solución
5 mg/ml de APPL no filtrada (--) y una solución filtrada a través
de membf anas de 45 p de diámetro ( ) . En ambos casos se
utilizaron APPL obtenidos después de una incubación de dos 
semanas de S. ������ � � � � � �  T7A sobre 1 ignocelulosa de trigo.
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Como se ha indicado anteriormente, uno de los objetivos 
de esta tesis consiste en el estudio de la capacidad metabólica 
de cepas bacterianas naturales no filamentosas. Inicialmente se 
escogieron sustratos aromáticos sencillos derivados de ácidos 
benzoicos y fenilpropanoicos, como tínica -fuente de carbono y
energía. Se aislaron diversas cepas de suelos y maderas en
descomposición de localidades del centro y sur de Chile. Se
prepararon cultivos con un medio salino mínimo denominado "Ksal" 
(Salkinoja-Salonen y cois., 1979) y un compuesto aromático 
relacionado con lignina como tínica -fuente de carbono y energía, 
los cuales -fueron inoculados con cada una de estas muestras. Los 
cultivos -fueron incubados a 30° C con agitación y traspasados a 
cultivos -frescos que contenían la misma -fuente de carbono con el 
•fin de enriquecer la población bacteriana en aquellas cepas 
capaces de metabolizar estos compuestos. Al cabo de tres o más 
traspasos se sembraron los cultivos diluidos en placas con medio 
de cultivo Luria. De las placas se seleccionaron colonias 
aisladas, las cuales -fueron nuevamente cultivadas en el medio 
salino con el sustrato aromático apropiado como tínica fuente de 
carbono. De este modo se seleccionaron alrededor de cincuenta 
cepas bacterianas distintas, las cuales fueron carácterizadas en 
cuanto a su capacidad de metabolizar compuestos modelo de lignina 
distintos al empleado en su aislamiento inicial.

Como fuente de carbono se utilizaron compuestos simples
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Tabla N*5.

Resuaen de ensayos de elisinacíbn de plasaidios (curación).

Cepa agente
curante

concentración aedio
selectivo

# colonias 
plaqueadas

ftlO aitoaicina C 3,5 ag/al Cu, Fe, Va 1350
teaperatura 44 *C Cu, Va 200
dipiridilaaina 500 jig/al Cu, Va 300
broauro de etidio 450 pg/al Cu 200

A6 aitoaicina C 5-15 (ig./al Cu 670
C2 aitoaicina C 10-50 [ig/al Ci, Fe, Va 1550

novobiocina 10 jig/al Ci 50
teaperatura 44 'C Ci, Va 200
dipiridilaaina 50 /ig/al Ci, Cu 200
broauro de etidio 350 ̂ig/al Cu 200

S10 aitoaicina C 30-80 jig/al Cu, Fe, Va 2200
novobiocina 1,5-3 ug/al Cu 500
teaperatura 44 *C Va 100
dipiridilaaina 250 pg/al Cu, Va 200

Se cultivaron las diferentes cepas en «edio Luria 1 x supleaentado con el agente curante indicado y luego se 
seabraron diluciones del cultivo en placas con aedio rico (Luria 1 x) y en placas selectivas que contenían el 
sustrato aroaStico a una concentración final de 5 aM. Ci = ácido cináaico (XII); Cu = ácido cuaárico (XIII): Fe = 
ácido ferólico (XV); Va = ácido vaníllico (VI).
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En una. primera etapa. se ensayó la capacidad de 
metabolisar AF'F'L de las bacterias no filamentosas descritas en el 
capitulo anterior. Se encontró que ninguna de las cepas aisladas 
en compuestos modelo de lignina, se desarrollaba bien en un medio 
de cultivo que contenia a este sustrato como única -fuente de 
carbono (D.O. a 600 nm menor de 0 , 1 ).

Se procedió entonces a aislar nuevas cepas bacterianas en 
un medio de cultivo que contenia 2,5 mg/ml de APF'L como única 
fuente de carbono y energía. Como fuente de bacterias se 
utilizaron muestras de maderas en descomposición, efluentes de la 
industria de la celulosa y también de suelos que presentaran un 
fuerte aroma carácteristico a tierra húmeda. La razón para elegir 
este último tipo de muestras se debe a que este aroma, 
pri nci pal mente debido a. geosmina, es producido por diversas 
especies de Streptomyces del suelo (Soodfellow y Williams, 1983). 
La intención era precisamente buscar cepas bacterianas no 
filamentosas que compartieran su húbitat. con act.inomicet.es, es 
decir, con cepas productoras de compuestos del tipo de los AF'PL.

Los cultivos inoculados con estas muestras fueron 
incubados a 30“C con agitación y traspasados a cultivos frescos 
que contenían también 2,5 mg/ml de APF'L. como única fuente de 
carbono, con el fin de enriquecer el cultivo en aquellas 
poblaciones capaces de crecer en AF'PL. Al igual que en el 
aislamiento de las cepas descritas en el capitulo 2 , al cabo de 
2-3 traspasos se sembraron los cultivos en placas con medio Luria 
y se inocularon cultivos frescos con colonias aisladas. De este 
modo se probó el crecimiento de alrededor de 80 colonias en AF'F'L 
procedentes de distintas fuentes. Se determinó la densidad óptica 
a 600 nm alcanzada por estos cultivos, se seleccionaron aquellos 
que presentaban un mayor desarrollo en las condiciones descritas
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Tabla N'8.

Crecimiento en compuestos modelo de lignina de cepas seleccionadas en APPL. 

Cepa selección SO 600 n® monómeros dineros
inicial en APPL Va Cu Fe Ci Hb Si Ca Pr Anis HHDA bif. V66Eox

Pseudomonas B23 APPL 0,25 + + + + + + +
Pseudomonas E21 APPL 0,37 + + + + - _ + _ _ _ _
Enterobacter VI APPL 0,13 - - - - - - - + . _ . _

Pseudomonas V2 APPL 0,34 + + - - + - + + - _ _ _

Cult. mixto V12 APPL 0,55 + + - - + - + + - . - -

P.flourescens Ai Anis. 0,10 + + + + + + - + + - . -

P.acidovorans D3 GGGEox 0,09 + + + - + + + + - - nd +

Se indica la densidad óptica alcanzada por los cultivos a los dos dias de incubación en APPL. Se determinó el 
crecimiento de las cepas por densidad óptica a 600 nm después de una incubación a 30'C con agitación durante tres 
días para los cultivos con monómeros y diez dias para aquellos con dimeros. Los monómeros se ensayaron a una 
concentración final de 5 mH en el medio de cultivo. La concentración final de sustratos diméricos en el medio fue de 
1 mg/ml. Bz = ácido benzoico; Ca = ácido cafeico (XIV!; Ci = ácido cinámico (XII); Cu = ácido cumárico (XIII); Fe = 
ácido ferólico (XV); Hb = ácido p-hidroxibenzoico (III); Pr = ácido protocatecuico (IV); Si = ácido siringico (XI); 
Va = ácido vaníllico (VI); Anis = anisoina (XIX); HHDA = hidroximetil desoxianisoina (XXI); bif. = 4,4’ bifenilo 
(XXXV); VGGEox = diaero veratrilico oxidado (XXXI); GGGEox = dimero guaiacilico oxidado (XXX).
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que posiblemente las bacterias no eran capaces de crecer en un 
medio con celulosa como Cínica -fuente de carbono. Se repitieron 
los ensayos utilizando sólo hidroxieti1celulosa como sustrato y 
preparando esta vez los inóculos de las cepas en galactosa 1 7., a 
excepción de P. se i dovorsrts Ds (en -fructosa IV.) y Pseadomonss 
B=>3 (en ácido vaníllico 5 mli) . Se realizó un traspaso a cultivo 
fresco con hidroxieti 1celulosa para eliminar el hidrato de 
carbono remanente del inóculo antes de medir los azCicares totales 
presentes en los cultivos a los 0 y 4 días de incubación. Los 
azCtcares totales fueron determinados en duplicado segCtn el método 
del orcinol (Rimington, 1940). Nuevamente no se detectó un 
aumento de turbidez en los cultivos al término del periodo de 
incubación y tampoco se encontró un cambio en el contenido de 
azócares totales con respecto al control sin inóculo.

Los trabajos publicados por otros autores (Crawford y 
cois., 1983; McCarthy y cois., 1986) y los resultados descritos 
en el capitulo 1 con respecto a la composición química de los 
AF'F'L, indican que las hemi cel ul osas constituyen un porcentaje 
importante de ellos. Por esta razón se ensayó también la 
capacidad de las cepas escogidas de metabolizar tres 
hemicelulosas. Los sustratos escogidos fueron arabino-galactano, 
xilano (que contiene residuos de arabinosa) y galacto-manano.

Se prepararon soluciones al 0,5 7. en el medio mínimo Ksal 
de las tres hemicelulosas y al igual que en los ensayos con 
celulosa, éstos se inocularon con cultivos de las diversas cepas 
crecidas en galactosa, fructosa o ácido vaníllico. Debido a que 
experimentos preliminares indicaron que las hemicelulosas no 
constituyen buenos sustratos para el crecimiento de estas cepas 
bacterianas, se introdujeron algunas modificaciones en el
protocolo: se prepararon inóculos de 20 mi de cultivo en dichas
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3.2. Acción de bacterias sobre APPL.

3.2.1.- Análisis mediante métodos fi sico-quimi eos.

Uno de los intereses de este trabajo radicó en determinar 
los cambios introducidos en los APPL por acción de las bacterias 
no f i 1 amentosas aisladas en un medio conteniendo este polímero 
heterogéneo. En una primera etapa se hicieron análisis 
espectrofotométricos de los sobrenadantes de cultivos de las 
diversas cepas incubadas en el medio mínimo Ksal con 2,5 mg/ml de 
APPL como ¿tnica -fuente de carbono. En estos ensayos se incluyeron 
todas las cepas descritas en la Tabla 7 y se hicieron registros 
entre los 350 y 200 nm, región en que los APPL presentan 
absorción. No se detectaron diferencias en los espectros de
absorción de las muestras con respecto al del control sin inóculo 
<datos no mostrados).

Se realizaron también registros de los espectros de
emisión o de fluorescencia, obtenidos al excitar soluciones 
diluidas de APPL <0,08 mg/ml). El espectro de fluorescencia de un 
compuesto se produce al re-emitirse la radiación absorbida por la 
molécula (Guilbault, 1973). Se eligió esta técnica puesto que la 
mayoría de los compuestos aromáticos emiten fluorescencia y es 
más sensible e informativa que otros métodos espectrofotométrieos 
(Guilbault, 1973). En una primer etapa, se verificó que el 
espectro obtenido es independiente de la longitud de onda de
excitación. El registro presentó un máximo de emisión a los 
300 nm y otro más prominente a los 400 nm, aproximadamente 
(Figura 25A). Utilizando soluciones diluidas de APPL, se 
estableció que el espectro de emisión no era afectado por la
presencia de oxigeno (comparando soluciones purgadas con
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3.2.2.- Análisis químicos.

Como ya se explicó anteriormente, los APF'L están -formados 
por una porción aromática y una fracción importante de hidratos 
de carbono, princi pal mente hemicelulosas. Por esta razón se 
consideró necesario hacer un análisis cual i y cuantitativo de 
ambos componentes del sustrato después de ser sometido a la 
acción bacteriana. Para este estudio se utilizaron los tres 
cultivos caracterizadas en la sección 3.1. de este capitulo y se 
compararon nuevamente con las cepas P. f.l uorescens Bi ovar I Ai y 
P. acidovorans Ds. Las técnicas escogidas fueron el análisis de 
los acetatos de alditoles para los carbohidratos y la 
tioacidóli sis para evaluar los residuos aromáticos.

3.2.2.1.- Acción bacteriana sobre el componente glucidico de 
los APPL.

La acción de las bacterias no filamentosas sobre la
porción glucidica de los APPL se determinó segtütn el siguiente
protocolo : Be prepararon inóculos de las cepas Pseudomonas B 2 3  

y E 2 1 y el consorcio V 1 2 en medio mínimo Ksal conteniendo
2.5 mg/ml de APPL. Los inóculos de P. fluorescens Biovar I Ai y

P. acidovorans Ds se prepararon en el mismo medio salino 
conteniendo como fuente de carbono anisolna (XIX) y  VGGEox 
(XXXI), respectivamente. Una alícuota (200 ul) de cada uno de 
estos cultivos incubados durante 48 h fue utilizada a su vez como 
inóculo para 20 mi de medio mínimo Ksal suplementado con
2.5 mg/ml de APPL (50 mg en total) como tínica fuente de carbono y
energía. Al término de una incubación con agitación durante 96 h 
a 30" C, los cultivas fueron centrifugados para sedimentar .las
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Figura 26: Variación del contenido de hidratos de carbono de APPL 
por efecto de incubación con cepas bacterianas. Se comparan los 
valores obtenidos con el control sin inóculo y los cultivos 
indicados para cada uno de los azocares cuantificados.
Pseudomonas E¡=»3 (mil); Pseudomona Eai <^>; consorcio Vi2 (■§) ;
P ' ?1uorescens Biovar I Ai (Eüni) y P. acidovorans Ds (!=3> . ARA = 
arabinosa; XIL = xilosa; MAN = mañosa; GAL = galactosa y GLU = 
glucosa. El 100 7. se refiere al material total de cada muestra. 
Se hicieron dos determinaciones independientes y se indican 
valores promedio y desviaciones estándar. Análisis de varianza 
por test de Student: *: p<0.05, **• p<0.02, p<0,005.
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inalterada. Este hecho demuestra que las cepas Psaadomonas E 2 1 , 
el cultivo mixto V 1 2  y p. acidovorans Da no afectaron los 
monómeros aromáticos que componen la fracción no condensada de 
1 os AF'F'L.

El conjunto de datos obtenidos mediante los análisis 
químicos de los APF'L. incubados con diversas cepas naturales de 
bacterias no filamentosas permiten afirmar que existe un 
comportamiento que es característico de cada cepa analizada. 
Algunas de ellas se desarrollan fundamentalmente a expensas de la 
fracción glucidica del sustrato, permanecí endo virtualmente 
inalterada la porción aromática de los AF'F'L. Tal es el caso de 
Pseudomonas E 2 1 y el consorcio V 1 2 . Otras, como Pseudomonas 
B3 3  y p, fluorescens Biovar I Ai introdujeron modificaciones 
significativas en la porción aromática del sustrato, sin afectar 
mayormente los carbohidratos presentes.

4.- Efecto de hongos sobre APPL.

Se estudió también el efecto de un hongo denominado 
Ganoderwa applanatum sobre los AF'F'L, con el fin de determinar si 
su acción difiere a la ejercida por las bacterias no filamentosas 
seleccionadas. Esta especie pertenece a los basidi omicetes y, 
como la mayoría de los miembros de su familia, no esporula. Este 
hongo forma parte del sistema selectivo de deslignificación 
encontrado en los bosques del sur de Chile conocido como “palo 
podrido" (A. González y cois., 1986). Esta es una comunidad 
cerrada de microorganismos que en determinadas condiciones 
degrada lignina de algunas especies de árboles liberando celulosa 
pura en el centra del tronco (Dill y Kraepelin, 1986; Zadrazil y 
cois., 1982). Cabe hacer notar que sólo existen escasos
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antecedentes con respecto a la -forma de cultivar G. a p pl anata)» en 
un medio de cultivo definido y aán no hay trabajos publicados 
describiendo sus propiedades bioquímicas.

También se analizó el efecto de preparaciones purificadas 
de peroxidasa de lignina de Phanerochaete chrysospor ium sobre los 
AF'F'L. Como ya se indicó en la Introducción, las propiedades 
1 igninolI ti cas de este hongo han sido ampliamente estudiadas 
(Kirk y Farrell, 1987).

4.1.— Efecto de Ganoderma applanata» sobre APPL.

Con el propósito de estudiar si G, applanatum ejerce 
algón efecto sobre los AF'F'L., se prepararon cultivos de este hongo 
en un medio definido conteniendo glucosa 1 V. y uno de los 
siguientes amino ácidos como fuente de nitrógeno a una 
concentración final de 3 mM en N: arginina, femlalanina,
histidina o triptofano. Se observó que los cuatro cultivos 
lograron un buen desarrollo de micelios al cabo de 8 dias de 
incubación, siendo el cultivo suplementado con arginina aquel que 
presentaba una mayor cantidad de micelios. Al término de este 
periodo de incubación, cada cultivo fue dividido en forma
aséptica en tres partes de 20 mi cada una. En cada caso una 
fracción fue supl ementada con AF'F'L (1 mg/ml final), otra con el 
calorante polimérico Azul de Remazol <0,025 7. final) y la tercera 
fracción se dejó como control. Se continuó la incubación en las 
mismas condiciones durante 8 dias más y durante este periodo se 
retiraron alícuotas de cada cultivo a los O, 1, 2, 3, 6 y 8 dias. 
Las alícuotas con Azul de Remazol fueron analizadas
espectrofotométricamente, encontrándose que cada uno de estos 
cultivos presentaba un patrón diferente. Por ejemplo, aquel
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Figura 27: Descoloracibn de Azul de Remazol en cultivos de 
G, appl ar>atam conteniendo arginina como -fuente de nitrógeno, y 
medición de actividades enzimáticas extracelulares. A) Espectro 
visible de Azul de Remazol de alícuotas tomadas de cultivos 
inoculados con G. applanatum. Los nómeros indican el tiempo de 
incubación en días. B) Descoloración de Azul de Remazol medida 
■...orno f azón de absorbancias a 5S5 y 55u nm de alícuotas tomadas de 
un control sin inóculo (O) y de cultivos inoculados (•>. Se 
indica el promedio de tres cultivos independientes y de las 
desviaciones estándar calculadas. Actividades de ligninasa ���� y 
de 1 acasa + peroxidasa (A).

-



1986; Nishida y Eriksson, 1987). Hasta .la techa no hay trabajos 
publicados acerca de la acción de la peroxidasa de lignina sobre 
AF'F'L. Por esta razón se diseñaron experimentos para determinar el 
etecto de la ligninasa sobre los AF'F'L variando tanto la 
concentración de enzima en el medio como la cantidad de HsaOsr 
agregada.

El medio de incubación de los ensayos en que se varió la 
cantidad de enzima adicionada, contenía el tampón de tartrato de 
amonio 25 mli, pH*2,5, 3 mg/ml de AF'F'L y 0, 5, 10 ó 15 pl de
enzima. En todos los casos la reacción se inició agregando 50 pl 
de HíaOa 8 mli al tubo de ensayo. Las incubaciones se hicieron a 
37“ C durante dos horas, adicionando otros 50 pl de HaOsr a los 
60 min de incubación. Posteriormente las muestras fueron cargadas 
en la columna Sephadex G-50, previa al cal i nización con la 
solución de corrida hasta observar una total sol ubi 1 ización. Los 
perfiles de elución de estas muestras coincidieron perfectamente 
con los de controles sin enzima o con enzima hervida, indicando 
que no habla efecto de la ligninasa sobre el sustrato en las 
condiciones descritas (resultados no mostrados).

Se repitieron los ensayos, esta vez utilizando una 
cantidad fija de ligninasa purificada (15 pl/ml) y variando la 
concentración de agua oxigenada en el medio. Para ello se agregó 
el cofactor cada 15 o cada 30 min y también al cabo de 60 min de 
incubación. Como controles se incluyeron ensayos con las mismas 
cantidades de HasO», pero en ausencia de enzima. Nuevamente no 
se observó ningón efecto de la enzima, ni tampoco hubo
modificación detectable en el sustrato por acción del 
oxigenada en ausencia de la ligninasa (datos no mostradas).
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Las preguntas planteadas en este trabajo pueden resumirse 
de la siguiente manera:

1) Ya que S. viridosporas T7A es capas de sol ubi 1 i zar
1 ignocelulosa liberando un producto polimérico rico en lignina 
denominado APF'L, ¿es esta bacteria -filamentosa capas de atacar 
directamente los enlaces encontrados en la lignina? En este 
mismo contexto, ¿son afectados mayormente los componentes
aromáticos o los glucidicos de la 1 ignocelulosa en el proceso de 
su sol ubi 1 i zaci ón parcial?

2) ¿Qué ocurre con el producto liberado? La pregunta
surge debido a la existencia de antecedentes bibliográficos que 
indican que el polímero soluble es un producto terminal que no es 
modificado significativamente por otras especies de
acti nomi cetes.

Acción de 3- viridosporus T7A sobre compuestos aromáticos

senci11 os.

En primer término se hizo una caracterización de S. 
viridosporus T7A con respecto a su versatilidad metabólica frente 
a compuestos aromáticos simples y a compuestos modelo de lignina 
diméricos. En general se observó que la bacteria metaboliza una 
gama mayor de compuestos aromáticos simples que los descritos en 
la literatura (Rüttimann y cois., 1986). Nuestros resultados 
indican que S. viridosporus T7A además es capaz de oxidar algunos 
alcoholes aromáticos al ácido correspondí, ente. La observación más 
interesante consistió en descubrir que el alcohol veratrilico es 
oxidado significativamente por la bacteria sólo en presencia de 
1ignocelulosa. Otros autores (Crawford y cois., 1982) encontraron
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Se estudió también la acción de S. viridosporus T7A sobre 
una serie de compuestos modelo de lignina diméricos cuyos anillos 
at omáticos estén unidos entre si mediante enlaces carácteristi eos 
de la lignina. En lineas generales se encontró que la bacteria 
■filamentosa en estudio tiene un efecto muy limitado sobre este 
tipo de compuestos.

Se han descrito algunas cepas bacterianas no filamentosas 
capaces de metabol izar compuestos de estructura diariletano o 
"P— 1" (González y cois., 1986, 1988). De una de ellas se ha 
identi-f icado y puri-ficado la enzima que rompe el enlace 
intermonomérico (González y Vicuña, 1989). A su vez, los
compuestos P-l de estructura diari 1propano sólo son metabolizados 
por cultivos bacterianos mixtos (Katayama y Fukuzumi, 1979;
Pellinen y cois., 1984). En la literatura no existen datos con 
respecto a la metabolización de compuestos modelo de lignina de 
estructura P-l por actinomicetes. En este trabajo se estudiaron 
diversos compuestos de estructura diari 1propano encontrándose que 
ninguno de éstos era degradado o modificado por la bacteria 
(Ruttimann y cois., 1986). Por otra parte, los compuestos 
diariletano tampoco fueron degradados, aunque siempre se detectó 
una reducción a alcohol en todos los compuestos modelo que 
poseían un grupo carbonilo en cualquiera de los dos carbonos 
al ifáticos. Los compuestos reducidos se acumularon en el medio de 
cultivo y no sufrieron modificaeiones posteriores, no importando 
la presencia de 1 i gnocel ul osa en los cultivos (Rí-íttimann y cois., 
1986).

La metabolización bacteriana de compuestos modelo de 
lignina de estructura P-0--4 ha sido descrita por diversos autores 
(Sundman, 1964; Samejima y cois., 1985; Vicuña y cois., 1987). En 
estos trabajos se usaron cultivos bacterianos puros,
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mixto. Se han podida establecer distintos tipos de interacciones 
entre dos o más especies para la metabolizacifin de compuestos 
tóxicos y/o muy difíciles de metabolizar (Slater y Lovatt, 1984; 
Omori y cois., 1987). Probablemente la asociación de especies 
diferentes para formar comunidades microbiológicas sea una 
estrategia general para degradar sustratos complejos en la 
naturaleza.

Se observó también que los diversos cultivos son muy 
sensibles a interrupciones de su agitación en el transcurso de la 
incubación. Es por esta razón que las densidades ópticas 
determinadas para .las tres cepas en las curvas de crecimiento son 
bastante inferiores a las observadas en cultivos agitados en 
forma ininterrumpi d a . Los motivos que explican este
comportamiento son a la fecha desconocidos.

Los análisis mediante técnicas físico-químicas de los 
APPL recuperadas después de ser incubados con las diversas cepas 
no mostraron cambios significativos con respecto a los controles 
sin inóculo. Como se describió en el capitulo correspondí ente, no 
se observaron despolimerizaciones, decoloraciones ni tampoco 
polimerizaciones del sustrato. Estos resultados en realidad no 
son sorprendentes, puesto que para que ocurran modificaciones de 
este tipo, las bacterias debieran poseer la capacidad de atacar 
un polímero tridimensional, estereoirregular y que contiene un 
gran número de enlaces y anillos aromáticos diferentes. La 
peroxidasa de lignina de P . chrysospor ium es capaz de actuar 
sobre la lignina porque posee justamente un mecanismo de acción 
inespecifico que permite atacar esta gran variedad de estructuras 
<Tien, 1987). Por el contrario, los trabajos realizados con 
bacterias muestran en general que su acción es relativamente 
especifica (Vicuña, 1988; González y cois., 1986). Por ejemplo,
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podría modificar hemicelulosas, aón cuando no las utilice como 
fuente de carbono. Las diferencias encontradas entre lo observado 
en AF'F'L y en las hemi cel ul osas pueden deberse a las propiedades 
de cada preparación comercial de éstas, que provienen de 
diferentes especies vegetales. Puesto que no se dispone de más 
conocimientos de la estructura de las hemi cel ul osas en los AF'F'L, 
es muy difícil profundizar en este análisis o proyectar 
resultados obtenidos con un sustrato de estructura desconocida. 
F'or ejemplo, la accesi bi 1 i dad de un mismo tipo de residuos puede 
ser muy variable en cada uno de los diferentes sustratos, 
dependiendo entre otros factores, del grado de ramificación que 
presenten. Por otra parte, se desconoce el largo de cadena de los 
pol isacáridos presentes en los AF'F'L, lo cual también podría 
influir en forma importante.

Los análisis de la porción aromática de los sobrenadantes 
de los cultivos con AF'F'L también muestran efectos bacterianos 
interesantes. El nümero de casos analizados de cada muestra 
permite hacer un buen análisis estadístico. Sin embargo, los 
valores obtenidos para los distintos residuos (G y S) son menores 
a los observados por los AF'F'L sin incubar. Aparentemente, ésto se 
debe al gran contenido de sales de dichas muestras, las que 
provienen del medio de cultivo bacteriano. Debido a la posible 
liberación de oligómeros aromáticos al medio en el transcurso de 
la incubación, no es recomendable dializar estas muestras antes 
de someterlas al proceso de 1 iofi 1 ización. Actualmente se 
desconoce el efecto de altas concentraciones de sal sobre la 
tioacidóli sis. Además, la trimeti 1 si 1 i 1ación de muestras 
tioacidolizadas parece ser menor o más dificultosa en presencia 
de sales. Cualquiera de estos dos factores o la combinación de 
ambos serian los responsables de los bajos valores obtenidos.
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cultivos con micelios desarrollados. En las mismas condiciones de 
cultivo se observó decoloración de Azul de Remazol, lo que es 
indicativo de que el hongo excreta oxidasas al fluido 
extracelular. Otros investigadores han detectado lacasa en 
cultivos de G, applanatum (E. Agosln y M. Cotorás, comunicacioñ 
personal). En forma posterior a los experimentos aqui
presentados, ellos han encontrado que la lacasa es secretada 
durante los primeros dias de crecimiento del microorganismo y 
luego disminuye hasta desaparecer al séptimo dia. En las 
incubaciones con APPL se buscó lacasa y peroxidasa sin detectarse 
actividad. Cabe mencionar que si bien los cultivos con APPL se 
iniciaban cuando el hongo ya llevaba ocho dias de crecimiento, la 
masa miceliar continuaba aumentando por varias di as más. La 
actividad de ligninasa en esta especie ha sido buscada 
insistentemente por dos grupos de investigación la han (E. Agosin 
y A. González, comunicación personal). Recientemente, luego de 
finalizar el trabajo experimental de esta tesis, se logró 
detectar Mn-perox idasa en G. appl anat-um <M. Cotoras y E. Agosln, 
comunicación personal).

Datos preliminares de experimentos equivalentes con 
P - chrysosporiun que no se incluyeron en esta tesis, mostraron 
que se produce una polimerización de los APPL. Estos se 
adicionaron al medio durante la etapa de metabolismo secundario 
del hongo, es decir, luego de haberse detectado experi mental mente 
la presencia de ligninasa. En cultivos a los cuales se agregó 
APPL desde el comienzo se observó polimerización de ellos a 
partir del cuarto dia. En estas condiciones se comprobó un efecto 
marcado de alcohol veratrilico sobre el grado de polimerización 
del sustrato. Es llamativo que los APPL no sean degradados 
totalmente por este basidi omicete, que se considera el
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requerir un periodo de tiempo que di f i ere en órdenes de magnitud 
de las primeras.

Un en-foque experimental factible consistiría en aislar 
una comunidad microbiológica estable en un quimiostato utilizando 
suelos ricos en materia orgánica como fuente de cepas. Este 
sistema resulta apropiado puesto que permite incubaciones mucho 
más prolongadas (del orden de semanas o meses) con un control 
preciso de parámetros importantes para la fisiología del cultivo. 
La comunidad microbiológica hipotética probablemente pueda en 
conjunto ejercer un efecto mayor (sinérgico) sobre el sustrato 
con respecto a aquel logrado por cada cepa individual o 
combinaciones entre ellas. En favor de esta proposición existe el 
antecedente que se han logrado co—cultivos de microorganismos 
aeróbicos y anaeróbicos que en conjunto degradan 1 ignocelulosa y 
fijan nitrógeno (Veal y Lynch, 1984).
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