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Figura 13: Microfotograflas electrénicas de
barrido de 1lignocelulosa de trigo
incubada con S. 1 T7A, ..

Figura 14: Produccidén de AFFL en medio liquido
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En este trabajo se estudié la accion de una bacteria
mfilamentosa y de diversas cepas bacterianas Gram negativas sobre
1ignocelulosa y compuestos modelo de lignina, con el fin de
contribuir al conocimiento del papel de los procariotes en la
biodegradacion de lignina.

La bacteria fTilamentosa escogida como modelo fue

T7A, que pertenece al orden de los
Este microorganismo resulta atractivo, puesto que
ataca 1ignocelulosas solubi lizando un polimero rico en lignina,
el que a su vez puede ser utilizado como sustrato de otros
microorganismos. ElI mecanismo de liberacion de lignina soluble
por esta bacteria es desconocido. Como una aproximacion al
entendimiento de dicho mecanismo, se hizo wuna caracterizaciodn
metabélica de esta especie conrespecto a su capacidad de

modificar o degradar compuestos modelo de lignina monoméricos,

diméricos y preparaciones de lignina kraft de alto peso
molecular. Se observdé que S. T7A oxida diversos
alcoholes aromaticos simples aléacido correspondi ente. Se

comprobd ademas que la bacteria no es capaz de romper los enlaces
caracter 1stieos de lignina ensayados (F-1, P-0-4 y bifenilo), en

cambio si reduce cetoles de estructura tipo P-i (diariletanos) a

la forma didlica. Su accién sobre fracciones purificadas de
lignina kraft es bastante limitada. Los resultados obtenidos
sugieren que T7A no posee enzimas 1ligninoliti cas

y que la formacioéon del producto polimérico soluble en agua y rico
en lignina denominado APF"L, podria deberse a la presencia de
polisacaridasas, lo cual coincide con resultados de otros

autores.






cepas estudiadas intradujo simultaneamente cambios significativos
en ambos componentes de los AFF'L. Los cultivos se caractericaroén
también con respecto a su capacidad para metabolisar compuestos
aromaticos simples, modelos diméricos de lignina, monosacaridos,
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 accién de cada una de ellas
sobre los AFFL.
Se estudid también el efecto del basidi omicete

sobre los AFF'L. A pesar de que este hongo es un

componente fundamental del sistema igninoli tico selectivo
conocido como "palo podrido”™, no se detectd modificacidén de los
AF'F'L mediante las técnicas empleadas. Asimismo, utilizando

preparaciones purificadas de peroxidasa de lignina del hongo
igninoli tico # no se encontro

alteracion de los AFF'L en las condiciones ensayadas.
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Research was carried out to study the effect of a
«ilamentous bacterium and several non-f ilamentous bacterial
strains on wheat 1lignocel tulose and lignin model contpounds, in
arder to contribute to our understanding of the role played by
procaryotes in lignin breakdown.

The Ffilamentous bacterium chosen for this work,

T7A, belongs to the $

group. This microorganism is convenient for our purposes due to
its ability to attack 1ignocellulose 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, Qlignin dimers and kraft lignin
was analyzed. S. T7A was able to oxidize several
aromatic alcohols to the correspondi ng carboxylic acids. I did
not cleave dimeric lignin models containing characteristic lignin
linkages, such as P-1, 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 1lignocellulose, they contain 1less
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 1ignoceliulose from which






components of 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 of
ignin peroxidase trom the white rot fungus

did not alter APPLs under the condi tions used in

this work.



INTRODUCCION

La totalidad de los seres vivientes se encuentran
interrelacionados a través de multiples equilibrios dinamicos,
siendo el ciclo del carbono uno de los mas importantes. Mas del
90 7. del carbono terrestre se encuentra depositado en tres
polimeros que estén presentes en todos los vegetales superiores:
la celulosa, 1la hemicelulosa y la lignina (Janshekar y Fiechter,
1983). Entre éstos, la celulosa es el mas abundante (40 V),
constituyendo la lignina alrededor de un 25 ' del total
(Janshekar y Fiechter, 1983). Si se considera ademas que la
lignina representa un 40 ( de 1la energia solar almacenada en
plantas y que es el polimero aromatico mas abundante de |la
naturaleza (Janshekar y Fiechter, 1983), su importancia en el

ciclo del carbono resulta evidente.

Estructura y sintesis de lignina.

El contenido, la composicién y la estructura de la
lignina difieren segln la especie, el tejido y edad del vegetal.
Sin embargo, a todos ellos la lignina les proporciona rigidez vy
participa ademas en el sistema de resistencia frente a agresiones

biéticas y abioticas del medio. Por ejemplo, la lignificacién es

una respuesta TFTisioldégica TFfrecuente frente a lesiones e
infecciones por patdgenos (Col 1lendavelloo vy cois., 1983).
Adicionalmente, debido a su caracter impermeable, evita la

pérdida de agua de los tejidos.
La sintesis de la lignina ocurre en la pared celular a
partir de los alcoholes p-hidroxicinamllico, coniferilico vy

sinapilico, 1los que en el polimero 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 lpropana, residuos 18-19 vy 27-28) y el

bifenilo (residuos 9-10 y 12-17). También se observan estructuras
ciclicas tipo pinoresinol (residuos 7-8) y fenilenmaraifio

(residuos 4-5 y 21-22) (Higuchi, 1985). En 1lignocelulosas de
pastos existen ademas enlaces éster entre grupos hidroxilos vy
acidos aromaticos, en especial, acido cumarico y fer&lico (Kirk,

1984) .

Biodegradacion de lignina.

A diferencia de otros productos naturales, 1la lignina es
muy refractaria al ataque microbiano. Sin embargo, en ciertas
condiciones ambientales de temperatura y humedad, su degradacion
puede ocurrir en forma refativamente acelerada. Este es un
proceso oxidativo en el cual los hongos desempefian un rol
protagénico, aunque existe creciente evidencia de la
participacion adicional de actinomicetes y bacterias no
filamentosas (Kirk y Farrell, 1987; Vicufa, 1988).

Los hongos 1ligninoli ticos mas estudiados son los Ilamados
de pudricién blanca, por ser los mas eficientes en degradar la
lignina a CO=» y HsO. Estos microorganismos consumen en forma
simultanea los polisacaridos de la madera, aunque diversas
especies de hongos exhiben grados variables de selectividad con
respecto al polimero que atacan mas rapidamente. La lignina no es
utilizada como fuente de carbono por los hongos, siendo siempre
degradada por cometaboli izacion. La mayor parte de los trabajos
se han centrado en el basidiomicete -
Se ha demostrado que su actividad ligninoli tica es una

manifestacion 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 1incubacién en medio
s6lido, se agregaron a cada botella 125 mi de agua destilada, se
esteri lizaron al autoclave a 100"C y 0,5 psi y se -filtro a través
de papel Whatman 1 prepesada. En algunas preparaciones se
determiné la pérdida de peso seco de la ignocelulosa luego de
secar el residuo a temperatura ambiente. Los AFF'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 volatiles, tales como
veratraldehido, alcohol anisico, guaiacol y p-anisaldehido. Con
el -fin de evitar la evaporacién del compuesto aromatico junto al
solvente, se extrajeron alicuotas de 0,1 mi de sobrenadante
acidificado con un volumen de éter y se aplicé directamente la
fase organica a las placas de silicagel. En algunas ocasiones
este procedimiento rapido fue utilizado también con sustratos no
volati les.

Las muestras fueron separadas en diferentes sistemas de

solventes, a saber: 1los 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 : acido acético (:1) para separar los &cidos galica,

3-0-meti lgalico, siringico y protocatecuico entre si. Los Aacidos

ferolico y cinamico fueron separados en cloroformo : acetona
(20:7), el aducto de glicina y guaiacol en cloroformo : acetona
(40:1) y todos los demas compuestos en cloroformo : acetona (9:1)

(Ver Tabla 1).
Los compuestos aromaticos fueron visualizados mediante
luz ultravioleta de onda corta. Se tomaron fotografias de placas

utilizando una pelicula Polaroid 55 positivo/negativo de 50

Asa/18 Din.
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La preparacion de extractos etéreos TfTue 1i1déntica a la
descrita en la secci6on 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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Tabla 1

318 ke Rf encontrados para. Ios aogpuestos aocelo de lignina analizados por arceatografla e g fire en sillica

el
H Hg,2 Cogouesto RF ohete
Vil &cido eratrioco 0,13 doroforeo:acetoma 9:1
veratraldehico 0,66 doroforacsacetona 911
aladol \eratrilico 0,2/ dorofaeo:acctom 91
\Y & p-anisioo 0,14 doroforeo:acctoa 971
p-enisaldehido 0, doroforepzacetona 971
aladdol p-anisico 0,4 doroforeo: acctoa 971
&cib o-anisico 0,21 doroforeo: acctom 921
oanisaldehido 0,74 doroforao-acetoma 91
&cidb a—anisioo 0,16 doroforeo:acstora 971
a-anisaldehido 0,68 doroforep:acctom 91
N  &ido protocatecuico 0,4 bencaoéc. acdtico 271
X aid galioo 0,2 beaoéc. acdtm 21
A &cido siringioo 0,74 bencaroéc. acdtico 271
X aid 3-0-etil @lioo 0,53 baveoée. acdtioco 21
XV  &ido cafeico 0,% beoap:éc. actdao 271
Xl &idb apdrioco 0,34 beoaoiéc. actdao 271
WY &idb ferélioo 0,5 doroforaosacetona 20:7
Xl &cidb cindala 0,44 doroforap:acetoa 20:7
|| g.aiaool 0,62 dooforao:acetoma 401
M acto cke glicilm 0,8 doroforeozacetona 401
XIX  anisolm 0,88 doroforeo:acetom 9:1
XM hidroenisolna 0,31 doroforeo:acetom 971
XX desaxianisolnia 0,78 doroforeo:acstom 91
XM desaxihidroxianisola 0,5 doroforeo:acetoma 9:1
M1 bawolma 0,0 doroforacsacestoma 91
XXV  hidraoamolna 0,3l doroforapacetoa 91
X1l diffxxibacilo 0,683 doroforeo:acetoma 9:1
XM desaxibaoina 0,4 doroforacsacetoa 91

XV desaxihidroxibazolna 0,80 doroforeo:acetoma 91
X hidroxiaetildesaxianisolna 0,41 doroforacsacetonas 9:1

XM HRDA 0,20 doroforacsacstoma 9:1
XXV 4,42bifaol 0,8 doroforeciacetoma 9:1
XM 3,3’-disetaxibifenillo 0,91 doroforacsacstoa 91
XM ot=fenilcindaico 0,6 doroforacsacstoma 9:1
XXIX  et=fenilcindaioo redlcido 0,26  doroforacsacstoa 971
XXXl “trleao* 0,20 doroforacsacetoa 971
XX G 0,67/ dor.isopr-tason. 13171
XA VEEX 0,53 dor.:#5opr.zaaon. 13101

XX 635 0,60 dor,:isopr-taaon. 13111
XXV \EE 0,50 dor.:isopr,zseon. 13:1:1
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Los espectros de I.R. se hicieron en un espectrofotdémetro
Perkin Elmer 1310 de la. Facultad de Ciencias Quimicas de la P.
Universidad Catélica de Chile. Las muestras solidas Tfueron

preparadas en pastillas de KBr.

6 + < b1 = ;C"h! $ % "&%! (C & 3) %! &% $ 1%

6 /7 + & ( ") # &% 1 "3% % « 1&

Se realizé un analisis cuali y cuantitativo de |los
hidratos de carbono presentes en la ignocelulosa de paja de
trigo y en los APPL derivados de ella segin un método recomendado
para madera y pulpa de madera (Ver ref. anénima "Provi sional
method...", 1975). En este método se determina el contenido de

glucosa (glucanos), mafosa (manarnos), arabinosa (arabinanos),

xilosa (xilanos) y galactosa igalactanosti, los cinco
monosacaridos principales que definen la composicion de
carbohidratos de la madera. Se introdujeron algunas

modificaciones y el método fue adaptado para cantidades mucho
menores de muestra. EIl procedi miento utilizado consta de las

etapas descritas a continuacion.

4.1.1.- Preparacion de muestras y calibracion.
Las muestras de lignocelulosa 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 diclorometano en un
embudo de decantacidon. Se colectaron las tres -fases organicas
obtenidas en un balén y se evapor6 casi a sequedad en el
rotavapor manteniendo el bafio a : ; Se agregaron 2 mi de agua y
se evaporo a sequedad. El residuo -fue resuspendido

cuantitativamente en 1 mi de dielorometano.

4.1.3.- Anéalisis por cromatografia de -fase gaseosa.

Se analizaron las muestras en un cromatégrafo Tracor 560
acondicionado con una columna de vidrio de 10 pies de longitud
con un soporte de chromosorb WHF® recubierto de cianosi licona
(SP2330 al 3 7). Se utilizdé un detector de ionizacion de 1l1llama
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 utilizdé nitrogeno como gas de
arrastre y se inyectaron voltltmenes de 1 pl de las diversas
muestras. En estas condiciones el orden de elucidén de los
monosacari dos fue el siguiente : arabinosa, xilosa, mafosa,
galactosa, glucosa e i1nositol, con tiempos de retencién de 19,7;
28,9; 47,0; 53,6; 65,4 vy 84,0 min, respectivamente. Estos
analisis fueron realizados por el Lab. de Servicios Externos de

la Fac. de Quimica de esta Universidad.

La tioacidoli si de las muestras de 1lignocelulosa de
trigo y de AFFL fue realizada esencialmente segén el siguiente

protocolo desarrollada por Lapierre (Lapierre y cois., 1985).
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4.2.1.- Preparacion de muestras.
Las muestras solidas de lignocelulosa y de APPL fueron
preparadas en forma idéntica a las muestras utilizadas para el

analisis de hidratos de carbono (Materiales y Métodos, seccion

4.1.1.).

4.2.2.- Preparacion de tioacidolizados.

Se colocaron 3-11 mg de una muestra de lignocelulosa, de
APPL o 10 mg de un compuesto modelo estandar en un tubo pyrex con
tapa rosca sellada con un disco de teflon. Las muestras Tfueron
secadas sobre sulfato de magnesio anhidro durante 15 horas a
temperatura ambiente. Bajo flujo de nitrdégeno se agregaron a cada
muestra 9 mi de dioxano recién destilado y deshidratado sobre una
mezcla de Na-benzofenona. Enseguida, bajo campana y Tflujo de
nitrégeno se adicionaron 1,0 mi de etanotiol y 0,3 mi de
BFs-eterato a cada muestra. Antes de sellar, en cada tubo se
colocd un pequefio agitador magnético y se burbujed nitrogeno
durante 1-2 minutos. Después Ffueron colocados en un bafo de
aceite a 100°C durante 4 hr con agitacidén magnética permanente vy
homogeneizacidén por inversion cada 15 minutos. Al término de la
incubacion la mezcla fue enfriada en agua con hieloy ajustada a
pH 3-4 con NaHCU3, previa adicion del0 mi de agua destilada. La
mezcla fue extraida con 30 mi de diclorometano y la fase organica
fue deshidratada sobre NajaSO-*. Posteriormente Ffue filtrada a
través de papel Whatman 1 y concentrada practicamente a sequedad
en un rotavapor Biluchi manteniendo la temperatura del bafio entre
45 y 50*“C. El residuo Ffue resuspendido cuantitativamente en

1,3 mi de diclorometano.
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azacar para reducir el i6n cuprico a cuproso -formando un complejo
de arsenomolibdato coloreado <Nelson, /066A El analisis requirio
de cuatro soluciones, a saber: Solucién A, que contenia 5G g de
Na=C03, 5G g de tartrato de Na-K, 5H g de NaHCO® y ©5HH g de
Na=iS0<* por litro de solucidn. La solucion B consto de

%J>G KH al 15 & acidi-ficado con /+5 gotas de  HszSO-*
concentrado por cada 100 mi de solucidén. La solucidén C se preparo
al momento de usar mezclando 5G mi de solucién A con 1 mi de
solucién B. La solucién D se obtuvo disolviendo 5G g de
heptamolibdato en 6GH mi de agua destilada y agregando después
25 mi de H2SU4 concentrado. Finalmente se agregaron 3 g de
Na=HAsOax7Hss0 en 5G mi de agua destilada y se a-for6 a GHH mi.
Las soluciones B y D se guardaron a 40C en botellas ambar vy la
solucidéon A -filtrada se mantuvo a 37°0.

La medicion se realizé mezclando 1 mi de las muestras con

1 mi de la solucion 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 adicion6 1 mi de soluci6én D a cada muestra.
Posteriarmente éstos se agitaron en vortex, se esperd 10 min, se

diluyeron las muestras con 9,5 mi de agua destilada vy se

determindé su absorbancia a 520 nm en un espectrofotometro
Spectronic 20. Todos los experimentos con celulosas y
hemicelulosas se realizaron en el Lab. de Biotecnologia del
Instituto de Nutricidon y Tecnologia de los Alimentos de la U. de
Chile.
6 6 : & ( ") & )" %

La determinacion de nitrégeno de muestras de las

fracciones FSE y FIE de lignina kraft y de lignocelulosa de
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de trigo y de APPL derivados de ésta se realisé segon el método
de Kjehldal mejorado (Ver ref . andénima "liethods of Sy, 1980).
Esta modificaciéon del método original permite la determinacidon de
nitratos, incluyendo la cuantificacién de nitrégeno proteico,
aminas y amidas del sistema tradicional.

El analisis se Ilevo a cabo en un sistema
semi automati zado -formado por una unidad de digestion BUchi 425 vy

una unidad de destilaciéon y titulacion Bichi 315 del Lab. de

Ingenieria Bioquimica de la Fac. de Ingenieria, U. de Chile.

G+ < !11"%(&%' < "%C 1$"& %!")$"% (& !
&% $ 1% (% "

G/:2 & ")

Con el objeto de determinar la distribucidon de pesos
moleculares de muestras de APPL y de las fracciones FSE y FIE de
lignina kraft, se montdé 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 equilibré en una solucion de LiCl 0,1 N vy
NaOH 0,1 N, se ajustdé 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
aromaticos de la lignina y la resina (Lundquist y Kirk, 1980). €EI
volumen de elucidon de las muestras se determind 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 inizados con 0,5 mi de la fase movil.

El volumen de exclusién fue determinado con azul dextrano

y el de inclusidén con acido cumarico. Se calibro la columna
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Luego se resuspendieron .las células en 20 pl de TE (Tris-HCI
10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM) y se agregaron 0,1 mi de una mezcla
litica. Esta contenia SDS al 3 7.y Tris-HCI 50 mM pH 8,0. La
solucidén 1litica se ajustd a pH 12 antes de adicionar a las
células. La mezcla se incub6é a 55°C durante una hora y al término
del periodo de incubacidén se extrajo con un volumen de una mezcla
de fenol :el oro-formo 1:1 agitando vigorosamente. Se separaran las
fases mediante centrifugaciéon y se aplicaron entre 30 y 50 pl de
la fase acuosa directamente en un gel de agarosa (Ver seccion
6.2.1. de Materiales y Métodos).
7 5 + & % % 11

6.2.1.- Geles de agarosa.

Para la separacion de las distintas fracciones de DNA se
prepararon geles de agarosa verticales al 1,0 72 (Johnson 'y
Grossman, 1977). Se peso la cantidad necesaria de agarosa, se
disolvido en tampén TEA (Trizma-base 4,84 g, acetato de sodio
anhidro 1,64 g y EDTA disdédico 0,74 g por litro, ajustado a
pH 8,1) y se fundid la agarosa por ebullicidn. Al  descender la

temperatura a 65-70°C,
formandose geles de 1,5 6 3
Las muestras, cuyos
30-50 pl , fueron mezcladas
solucidén de carga (glicerol
bromo-fenol
al

luego aplicadas gel.

corriente de 100 mA para forzar su entrada al

banda angosta y

0,05 7.), fueron calentadas

Se

luego a 60 mA durante el

la agarosa fue vertida a placas de vidrio,

mm de espesor.

volumenes finales fluctuaron entre

con un décimo de su volumen con

50 7., SbDS 5 7., EDTA 12 mM y azul de

durante 5 min a 60°cC

y

sometieron a una intensidad de
gel en forma de
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 minimo de medio rico.
Alicuotas del cultivo resuspendido fueron sembradas en placas con

medio rico, tal como se procedid en las conjugaciones en medio

iqui do.
8 + ") "& ! (<& "1 >& " !
8 / : I C% - !

La actividad de lignina peroxidasa se ensay0 midiendo la
oxidacién de alcohol veratrilico a veratraldehido, la cual se
detectd por un aumento de absorbancia a 310 nm (Tien 'y Kirk,
1984). La enzima se ensay6 en 1 mi de solucion tamponada con
tartrato de amonio 25 mM pH 2,5 que contenia alcohol veratrilico
2 mM. Para la determinacién de actividad en los sobrenadantes de

cultivas, se adicion6 generalmente una alicuota de 0,75 mi hasta

un volumen final de 1,1 mi del medio de ensayo. La reaccidén se
inicio adicionando 50 ul de HaO» mM  por mi de medio de
ensayo.
8 5 : ") / "1 N $ %> ! 1%3 & 1
& %! <

El ensayo se basa en el —cambio de color de la

siringaldacina a 525 nm (Leonowicz y Grzynowycz, 1981). La enzima
se ensayl0 en alicuotas de sobrenadantes de cultivos tamponados
con fosfato % mM pH 5,5 a los cuales se adiciond HssOst 0,4 mM.

- 7z

Se inici6 la reaccién al adicionar el sustrato fendélico.
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Con el -fin de profundizar el conocimiento sobre las
propiedades 1ligninoli ticas de esta bacteria filamentosa, se
analiz6 su capacidad de metabolizar diferentes compuestos modelo
de lignina conteniendo un solo anillo aromatico. Aunque en rigor
la capacidad de degradar estos compuestos no es necesari amente un
reflejo de una actividad 1ligninoli tica propiamente tal, su uso ha
sido de gran utilidad para dilucidar los mecanismos enzimaticos
utilizados por hongos en la biodegradacién de la lignina. Por
otra parte, se ha descrito que T7A solubiliza
fragmentos ricos en lignina a partir de lignocelulosa mediante un
sistema enzimatico que no ha sido definido afin, pero que seria
inducible en presencia de 1lignocelulosa. Con el objeto de

determinar si la metabolizacién de los compuestos modelo de

lignina ocurre mediante los mismos sistemas enzimaticos
utilizados en la solubilizacidon de 1lignocelulosa, se realizaron
estos ensayos tanto en presencia como en ausencia de

lignocelulosa, segén el protocolo detallado en la seccién 1.2.3.C

de Métodos.

Entre los compuestos simples que presentan cierta
relacién con la lignina, se eligieron diversos alcoholes
aromaticos y acidos benzoicos y fenilpropanoieos cuya
metabolizacién no habla sido estudiada en S. T7A

(Ver nudmeros al 4, B Figura 2). Asi, por ejemplo, se encontro
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2 " 7* Acci 6n de T7A sobre los icrido
protocatecuico Yy gentisico. Trazados espectro-fotométr ieos de
sobrenadantes de cultivas tomados a los 0 (—), 2 (.- >, 3 «—),
5 = )y 7 €--) dias de incubacién en un medio de incubacidén que

contiene A) acido protocatecuico 5 mM @ ,AB o B) &acido gentisico
5 mM (VIIl). ElI inserto muestra una cromatografia en capa -fina de

las mismas alicuotas que en A), p" corresponde a un estandar de

acido protocatecuico y Qlos numeros indican el tiempo de
incubacidon en dias.









conteniendo el medio minimo, 0,1 & de extracto de levadura y 5 mM
de acido prDtocatecuico (770 mg) previamente purificado por
recristalizaciéon. Después de concluir el periodo de incubacidén vy
comprobar 1la presencia del producto en el medio de cultivo

por los criterios indicados mas arriba, se separaron los micelios
por filtracidon y se acidificé el medio a pH 1,0. F-oster iormente
se separo el producto mediante extracciones sucesivas con éter
etilico, evaporandose la fase organica a sequedad. El mejor
rendimento obtenido fue de mg de producto impuro, el cual se
sometidé a purificaciones sucesivas mediante cromatografia en
silicagel eluyendo con cloroformo y acetona en distintas
proporciones. Como control se realizé también una purificacion
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 analisis quimicos y espectroscoOpieos (IR, “H-NMR,

L-NMR y espectrometria de masas) con el fin de dilucidar su

estructura. Se propuso la estructura indicada al pie de esta
pagina, que es consistente con el peso molecular indicado por el
espectro de masas y con la mayoria de las sefiales que aparecen en
los espectros de NMR. A pesar de emplear las técnicas analiticas
nombradas, el conjunto de datos obtenidos no permitidé postular un

estructura definitiva para el producto purificado (Ver












78

espectrafotometria, cromatografia 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 verifico
que en presencia de 1lignocelulosa tampoco ocurre modificaciodn
alguna, en condiciones que simuitaneamente se producian APPL en
el medio de cultiva (Figura 4). Esta observacidén contrasta con lo
reportado por R. Crawford, quien describid una actividad
enzimatica de S. T7A que rompe el dimero no fendlico
VGGE @444 ,A cuando el microorganismo es incubado en presencia de
lignocelulosa de maiz (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 detectd ruptura de VGGE (Ver

Discusion).

1.3.3. Compuestos bifenilos.

Se iInvestigo también la capacidad de S. T7A
de degradar compuestos modelo diméricos cuyos anillos se
encuentran ligados por enlaces bifenilo. Existe en la literatura
un antecedente que sefiala que esta bacteria es capaz de oxidar el
bifenilo dehidrodivani 11 ina al acido correspondiente (Crawford vy
cois., 1981). Los autores de este trabajo sugieren ademas que el
acido formado es degradado, aunque no se presentan evidencias
concretas de este hecho. Nosotros utilizamos como sustrato otros
dos compuestos con estructura bifenilica @444, 'y 444, AB los
cuales se muestran en la Figura 2. Se encontro que S.

T7A no modifica estos sustratos, ain cuando la
incubacidén se realizé sobre lignocelulosa que fue parcialmente

solubilizada por la bacteria durante la incubacién (Figura 4).



2' O " $6 " " XN EC# (" #

$! (5'# " J #1&* ("# 0§ 8 '*#
("3(" @444 A B3T <$I'(#" $!(5'# % $
)'$ Lo (" # #13 "% " $12$6
B <$I'( " $1 (57 $( N'$t'w (" #
DDH % " $12%$6 # $%# "$ '#(*&#" ($6
") % AB8 '*# ('3 (' " @444 A ADB

@444 A ACB









HIH& #6 (12 " #H& H# (= " | $12$ 6
$1('" # CIU S )($6 3# *"6 "# ''" #
*$ # #36 ( H8G 3 G8H *)z* 3 (
/8H 3 G8H *)Z*
$ (6 7! *2 # $$' #  ( $('#

(# #2 $ $* ( 2 $( * (#,
o # ' %28 &4%($* (' ¥

)UOIH # % #( $C %2( " #'2
#2811 $'$ (%6 " I " #6
HBG *)Z*8 '#*$ '# & "™$"#  *I13 #$#'# 3"
" &2 18G *)Z* %2%$6 " $ $* (|
('( 8 & $( '8 % 2 6 $ $* (
A) /HB

2 $( " J #2

THO*&( (8 # $TH" 6 &H2 "UTI# &™D
$ *2 '# ) "ot & .86 " #I#((
5 $ '8# (' <$l(#v orrrv (5
( #$1# " $12$6 AH8 E8 3/D"<#B 3 #
( 5=#" 1 $I* &% "; GH #)K # "(

#$86 G/ " ( # 3
$# H&('#" 1$6

2$( 3% (' # #(= # #

#) $(5# # #& $('#

("¢ # $' (
CRLH(H# 'S H S
XH8 0120 " $ #
C2( R RLH( #

'Sl H#3S (# rae g g (' <$I(#
kg5 #I& K (" S ( 5=# " * g
$' 1 &% "; GH '* #& 8 ' # '2# 5
$ %2 '# &(6 " 1$6 <$l'(#  $12"# ¢
2 $( * (# 3 # H&S(5H S (' ## 631"

VR #
) > B8 (¢ & # % $™

8 J
1 $ " )'$ !

(

n #$| '



2" 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 dias de 1i1ncubacién en un medio que
contenia 0,3 & de extracto de levadura. A) Biomasa recuperada de
cultivos suplementadas con 0O, 1,0, 2,5 y 5.0 mg/ml de fraccion
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 fraccion
soluble en éter de lignina kraft (FSE). Se indican valores
promedio y desviaciones estandar. Analisis de varianza por test
de Student: ?@ p<0,005.
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Figura 11; Perfil de elucién de HF'LC de 5ub-fracciones de 1la
efraccion soluble en éter de lignina kra-ft después de 1incubar en

presencia de esporas y micelios de T7A. A-D:
control incubado sin inéculo, 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
metanol 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 movil

utilizada fue metanol/agua 20:80 %, Se indican los tiempos de
retenciéon de los siguientes estandares; 1i: &ac. vanillico, 2; A&c.
cumarico, 3; &ac. Fferdlico y 4; ac. cinamico.



OH

2 - /0* Efecto de la filtracidon a través de membranas de 45 p
de didametro sobre el peso molecular de los AF°PL. Perfiles de
elucidon a través de una columna Sephadex G-50 de una solucidn
5 mg/ml de APPL no filtrada () y una solucid6n filtrada a través
de membf anas de 45 p de diametro ( ). En ambos casos se
utilizaron APPL obtenidos después de una incubacidon de dos
semanas de S. T7A sobre lignocelulosa 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 metabdlica
de cepas bacterianas naturales no filamentosas. Inicialmente se
escogieron sustratos aromaticos sencillos derivados de A&acidos
benzoicos y fenilpropanoicos, como tinica -fuente de carbono y
energia. Se aislaron diversas cepas de suelos y maderas en
descomposicion de localidades del centro y sur de Chile. Se
prepararon cultivos con un medio salino minimo denominado "Ksal"
(Salkinoja-Salonen 'y cois., 1979) y un compuesto aromatico
relacionado con lignina como tinica -fuente de carbono y energia,
los cuales -fueron inoculados con cada una de estas muestras. Los
cultivos -fueron incubados a 30°C con agitacion y traspasados a
cultivos -frescos que contenian la misma -fuente de carbono con el
«fin de enriquecer la poblacién bacteriana en aquellas cepas
capaces de metabolizar estos compuestos. Al cabo de tres o mas
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 aromatico apropiado como tinica fuente de
carbono. De este modo se seleccionaron alrededor de cincuenta
cepas bacterianas distintas, las cuales fueron caracterizadas 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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Tebla N'5.

Resueen de ersayos ke ellisirecin e plasaidios (Quracidn).-

G agte conoatracidn agdio # colonias
arate slectivo plequeacks

ftlb artoaicima C 3,5 ayal Q, Fe, \a 13
tegoeratura M4 *C ai, Va X0
dipiridilaaira 500 jiyd Q, Va 30

breeuro ck etidio 450 py/al Qu A0

% artoaicima C 515 @A Q 6/0
@ aitoaicima C 1050 [yd a, Fe, \a 150
novobiccina 10 jiyd a 0
tegoeratura 4 *C a, X0
dipiridilaaira 0 /A a, 20

broeuro cke etidio 3 Ny Q 20

S10 artoaicim C 00 jid Q, Fe, \a 2200
rnovahiccina 1,53 uyal Q 50
teeratura MU *C \Va 1®
dipiridilaaira 220 py/al Q, \a 20

S alltivaron les diferantes agpes en «adio Luria 1 x suplesentado an d agaite aurante indicadb y luepp <
seebraron dilluciones dBl aultivo en places oan aedio rico (rida 1X) y en placss slectives qe aotenian d
sstrato arceStico a ua concertracidn firel de 5 al G = &cido cirdaico (XID; Qu = &ido aeédrico KAID: Fe =
&b ferdlico Q); Va = &cido venillico (V).
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En una. primera etapa. se ensayo la capacidad de
metabolisar AFF'L de las bacterias no fTilamentosas descritas en el
capitulo anterior. Se encontrd 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 Unica -fuente de
carbono (D.0. a 600 nm menor de 0,1).

Se procedi6é entonces a aislar nuevas cepas bacterianas en
un medio de cultivo que contenia 2,5 mg/ml de APF'L como Unica
fuente de carbono y energia. Como fuente de Dbacterias se
utilizaron muestras de maderas en descomposiciéon, efluentes de la
industria de la celulosa y también de suelos que presentaran un
fuerte aroma caracteristico a tierra humeda. La razon para elegir
este ultimo tipo de muestras se debe a que este aroma,

pri nci pal mente debido a geosmina, es producido por diversas

especies de del suelo (Soodfellow y Williams, 1983).
La intencidén era precisamente buscar cepas bacterianas no
filamentosas que compartieran su hibitat. 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 agitacion y traspasados a cultivos frescos
que contenian también 2,5 mg/ml de APFL. como unica fuente de
carbono, con el fin de enriquecer el cultivo en aquellas
poblaciones capaces de crecer en AFPL. 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 probd el crecimiento de alrededor de 80 colonias en AFFL
procedentes de distintas fuentes. Se determind la densidad o6ptica
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 nmocklo de lignina de ogoes seleccioneces en AR

(620 slexin VEO W monarercs dineros

inicial en AR Va QAU G WS G Pr Anis HDA bif. VBoEx
Peudomores B3 APRL 0,25 + + + + 0+ + o+
Peudomoes B21  APRL 0,37 + + + + -+ - - - —
Enterobacter M AR 0,13 - + - -
Psedonores V2 ARL 0,4 + + + + + - - -
Cult. mixto VI2 AR 0,55 + o+ -+t -+ F -
P.flourescens Al Anis. 0,10 + + + + + + -+ + -
P.acidovorans [B  G3FX 0,00 + + + - + + + 4+ - m +

S idica la dasidad ¢ptica alcavach por ks aultives a los dos dias ce inouecion en AL, S determind d
aecimigTto ce las ogees por dasided dotica a 600 M despés e ua Inadecicn a DC an agitecion durate tres
dias para lcs aultives an modmercs y diez dies ppra ageellos on dinercs. Los monneros £ @syaron a uR
conoatracidn firel de 5 nH en el madio de aultivo. La concerttracidn firel ¢k sustratos dimériaos en e nedio fle ¢k
1nmgMl. Bz = &cidb bermoio; Ca = &cidb cafeico (XIVI; G = &ciidb cirdmico (XII); Qu = &cido amarico (XIID); Fe =
aid fadlioo V); H = &cido p-hidraxibarzoico (1Il); Ar = acido protocatecuico (V); Si = &cido siringico . (XD;
\a = &ido venillico (W); Anis = anisoim (XIX); HDA = hidroxinetil  desaxianisoina XKI); bif. = 4,4” bifenilo
QRA); VEEX = dieero eratrilico axidedo XXI); GEax = dimero guaiecilico axidadb (XX).-
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que posiblemente las bacterias no eran capaces de crecer en un
medio con celulosa como Cinica -fuente de carbono. Se repitieron
los ensayos utilizando s6lo hidroxietilcelulosa como sustrato vy
preparando esta vez los in6culos de las cepas en galactosa 1 7., a
excepcion de Ds (en -fructosa E& 6 'y

B=>3 (en acido vanillico 5 mli) . Se realiz6é un traspaso a cultivo
fresco con hidroxieti 1lcelulosa para eliminar el hidrato de
carbono remanente del iné6culo antes de medir los azCicares totales
presentes en los cultivos a los Oy 4 dias de 1incubacion. Los
azCtcares totales fueron determinados en duplicado segCtn el método
del orcinol (Rimington, 1940). Nuevamente no se detectd un
aumento de turbidez en los cultivos al término del periodo de
incubacion y tampoco se encontré un cambio en el contenido de
azOcares totales con respecto al control sin iné6culo.

Los trabajos publicados por otros autores (Crawford vy
cois., 1983; McCarthy y cois., 1986) y los resultados descritos
en el capitulo 1 con respecto a la composicidon quimica de los
AF'F'L, indican que las hemicelulosas constituyen un porcentaje
importante de ellos. Por esta razén se ensayd 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 minimo 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 acido vanillico. 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 in6éculos de 20 mi de cultivo en dichas
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3.2.1.- Analisis mediante métodos fisico-quimi eos.

Uno de los intereses de este trabajo radicé en determinar
los cambios introducidos en los APPL por accion de las bacterias
no filamentosas aisladas en un medio conteniendo este polimero
heterogéneo. En una primera etapa se hicieron analisis
espectrofotométricos de los sobrenadantes de cultivos de las
diversas cepas incubadas en el medio minimo 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 vy 200 nm, regién en que los APPL presentan
absorcién. No se detectaron diferencias en los espectros de
absorcién de las muestras con respecto al del control sin inéculo
<datos no mostrados).

Se realizaron también registros de |los espectros de
emision o de Ffluorescencia, obtenidos al excitar soluciones
diluidas de APPL <0,08 mg/ml). El espectro de fluorescencia de un
compuesto se produce al re-emitirse la radiacién absorbida por Ila
molécula (Guilbault, 1973). Se eligid esta técnica puesto que la
mayoria de los compuestos aromaticos emiten Ffluorescencia y es
mas sensible e iInformativa que otros métodos espectrofotométrieos
(Guilbault, 1973). En una primer etapa, se verifico que el
espectro obtenido es independiente de la longitud de onda de

excitacion. El registro presentd un maximo de emision a los

300 nm y otro mas prominente a los 400 nm, aproximadamente
(Figura 25A). Utilizando soluciones diluidas de APPL, se
establecidé que el espectro de emisidon no era afectado por la

presencia de oxigeno (comparando soluciones purgadas con
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3.2.2.- Analisis quimicos.

Como ya se explicd anteriormente, los APF'L estan -formados
por una porcién aromatica y una fraccion importante de hidratos
de carbono, princi pal mente hemicelulosas. Por esta razén se
considerd necesario hacer un analisis cuali vy cuantitativo de
ambos componentes del sustrato después de ser sometido a la
accién bacteriana. Para este estudio se utilizaron los tres
cultivos caracterizadas en la seccidon 3.1. de este capitulo y se
compararon nuevamente con las cepas Biovar 1 Al y

Ds. Las técnicas escogidas fueron el analisis de
los acetatos de alditoles para los carbohidratos y la

tioacidoli sis para evaluar los residuos aromaticos.

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

La accidén delas bacterias no filamentosas sobre la
porcion glucidica de los APPL se determind segtiin el siguiente
protocolo : Be prepararon inéculos de las cepas B23
y E21 y el consorcio V12 en medio minimo Ksal conteniendo
2.5 mg/ml de APPL. Los iné6culos de Biovar 1 Ai y

Ds se prepararon en el mismo medio salino
conteniendo como fuente de carbono anisolna X1X) y VGGEoOXx
(XXX1), respectivamente. Una alicuota (200 ul) de cada uno de
estos cultivos incubados durante 48 h fue utilizada a su vez como
in6culo para 20 mi demedio minimo Ksal suplementado con
2.5 mg/ml de APPL (50 mg en total) como tinica fuente de carbono y
energia. Al término de una incubacidon con agitacion durante 96 h

a 30"C, Ilos cultivas fueron centrifugados para sedimentar las
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Figura 26: Variacion del contenido de hidratos de carbono de APPL
por efecto de incubacidn con cepas bacterianas. Se comparan los
valores obtenidos con el control sin inéculo y los cultivos

indicados para cada uno de los azocares cuantificados.
Ei=3 (mil); Eai <”~>; consorcio Vi2 (m8) ;
" F4 Biovar | Ai @En) y Ds (I=3>. ARA =
arabinosa; XIL = xilosa; MAN = mafosa; GAL = galactosa y GLU =

glucosa. EI 100 7. se refiere al material total de cada muestra.
Se hicieron dos determinaciones independientes y se indican
valores promedio y desviaciones estandar. Anadlisis 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 E21,
el cultivo mixto V12 vy Da no afectaron los
monémeros aromaticos que componen la fraccidn no condensada de
los AF"F°L.

El conjunto de datos obtenidos mediante los analisis
quimicos de los APFL. incubados con diversas cepas naturales de
bacterias no Tfilamentosas permiten afirmar que existe un
comportamiento que es caracteristico de <cada cepa analizada.
Algunas de ellas se desarrollan fundamentalmente a expensas de la
fraccion glucidica del sustrato, permaneci endo virtualmente
inalterada la porcién aromatica de los AFF'L. Tal es el caso de

E21 y el consorcio V12. Otras, como

B33 y # Biovar 1 Ai introdujeron modificaciones
significativas en la porcidén aromatica del sustrato, sin afectar

mayormente los carbohidratos presentes.

6 + &% #% "% 1%3

Se estudi6é también el efecto de un hongo denominado
1 sobre los AFF'L, con el fin de determinar si
su accion difiere a la ejercida por las bacterias no filamentosas
seleccionadas. Esta especie pertenece a Qlos basidiomicetes vy,
como la mayoria de los miembros de su familia, no esporula. Este

hongo forma parte del sistema selectivo de deslignificacion

encontrado en los bosques del sur de Chile conocido <como “palo
podrido™ (A. Gonzalez y cois., 1986). Esta es una comunidad
cerrada de microorganismos que en determinadas condiciones

degrada lignina de algunas especies de arboles liberando celulosa
pura en el centra del tronco (Dill y Kraepelin, 1986; Zadrazil y

cois., 1982). Cabe hacer notar que soélo existen escasos



antecedentes con respecto a la -forma de cultivar 6< en
un medio de cultivo definido y adan no hay trabajos publicados
describiendo sus propiedades bioquimicas.

También se analizd el efecto de preparaciones purificadas
de peroxidasa de lignina de sobre los
AFF'L. Como ya se indicé en la Introduccién, las propiedades
ligninoll ticas de este hongo han sido ampliamente estudiadas

(Kirk y Farrell, 1987).

6 / : &% < 1%3

Con el propésito de estudiar si # ejerce

algon efecto sobre los AFL., se prepararon cultivos de este hongo

en un medio definido conteniendo glucosa 1 & y uno de los

siguientes amino &cidos <como Ffuente de nitrogeno a una
concentracion final de 3 mM en N: arginina, femlalanina,
histidina o triptofano. Se observé que los cuatro cultivos

lograron un buen desarrollo de micelios al cabo de 8 dias de

incubacion, siendo el cultivo suplementado con arginina aquel que

presentaba una mayor cantidad de micelios. Al término de este
periodo de incubaciodn, cada cultivo fue dividido en forma
aséptica en tres partes de 20 mi cada una. En cada caso una

fraccion fue supl ementada con AFF'L (1 mg/ml final), otra con el
calorante polimérico Azul de Remazol <0,025 7. final) y la tercera
fraccion se dejo como control. Se continud la incubacidén en las
mismas condiciones durante 8 dias mas y durante este periodo se
retiraron alicuotas de cada cultivo a los O, 1, 2, 3, 6 y 8 dias.
Las alicuotas con Azul de Remazol fueron analizadas
espectrofotométricamente, encontrandose que <cada uno de estos

cultivos presentaba un patron diferente. Por ejemplo, aquel
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Figura 27: Descoloracibn de Azul de Remazol en cultivos de

# )} conteniendo arginina como -fuente de nitrdogeno, y
medicidn de actividades enzimaticas extracelulares. A) Espectro
visible de Azul de Remazol de alicuotas tomadas de cultivos
inoculados con Los némeros indican el tiempo de

incubacidon en dias. B) Descoloracion de Azul de Remazol medida
m.amm fFazén de absorbancias a 5S5 y 55u nm de alicuotas tomadas de

un control sin in6culo (0 vy de cultivos inoculados (=>. Se
indica el promedio de tres cultivos independientes y de las
desviaciones estandar calculadas. Actividades de ligninasa y

de lacasa + peroxidasa (A).



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

El medio de incubacidén de los ensayos en que se vario la
cantidad de enzima adicionada, contenia el tampon de tartrato de
amonio 25 mli, pH*2,5, 3 mg/ml de AFF'L y O, 5, 10 6 15 pl de
enzima. En todos los casos la reacciodon se inicio agregando 50 pl
de Hia0a 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 incubacion. Posteriormente las muestras fueron cargadas
en la columna Sephadex G-50, previa alcal inizacidon con la
solucidon de corrida hasta observar una total solubi lizacidén. Los
perfiles de elucidn 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
concentracion de agua oxigenada en el medio. Para ello se agrego6
el cofactor cada 15 o cada 30 min y también al cabo de 60 min de

incubacién. Como controles se incluyeron ensayos con las mismas

cantidades de HasO», pero en ausencia de enzima. Nuevamente no
se observé ningén efecto de la enzima, ni tampoco hubo
modificacion detectable en el sustrato por accion 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 T7A es capas de solubi lizar
lignocelulosa 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
aromaticos o los glucidicos de la lignocelulosa en el proceso de
su sol ubi lizaci 6n parcial?

2) ¢Qué ocurre con el producto liberado? La pregunta
surge debido a la existencia de antecedentes bibliograficos que
indican que el polimero soluble es un producto terminal que no es
modificado significativamente por otras especies de

acti nomi cetes.

) 9+ 8 1%3 (s 1&%! (<& "%!
" /7%

En primer término se hizo una caracterizaciéon de S.

T7A con respecto a su versatilidad metabdlica frente

a compuestos aromaticos simples y a compuestos modelo de lignina
diméricos. En general se observd que la bacteria metaboliza una
gama mayor de compuestos aromaticos simples que los descritos en
la literatura (RUOttimann y cois., 1986) . Nuestros resultados
indican que S. T7A ademas es capaz de oxidar algunos
alcoholes aromaticos al acido correspondi, ente. La observacidén mas
interesante consistid en descubrir que el alcohol veratrilico es
oxidado significativamente por la bacteria s6lo en presencia de

lignocelulosa. Otros autores (Crawford y cois., 1982) encontraron
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Se estudidé también la acciodn de T7A sobre
una serie de compuestos modelo de lignina diméricos cuyos anillos
at omdticos estén unidos entre si mediante enlaces caréacteristi eos
de la lignina. En lineas generales se encontrdé que la bacteria
mfilamentosa en estudio tiene un efecto muy Jlimitado sobre este
tipo de compuestos.

Se han descrito algunas cepas bacterianas no filamentosas
capaces de metabol izar compuestos de estructura diariletano o
"P—1" (Gonzalez y cois., 1986, 1988). De una de ellas se ha
identi-ficado vy puri-ficado la enzima que rompe el enlace
intermonomérico (Gonzalez 'y Vicufia, 1989). A su vez, los
compuestos P-1 de estructura diari lpropano s6lo son metabolizados
por cultivos bacterianos mixtos (Katayama y Fukuzumi, 1979;
Pellinen y cois., 1984). En la literatura no existen datos con
respecto a la metabolizacidén de compuestos modelo de lignina de
estructura P-1 por actinomicetes. En este trabajo se estudiaron
diversos compuestos de estructura diari lpropano encontrandose 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 detectd
una reducciéon a alcohol en todos los compuestos modelo que
poseifan un grupo carbonilo en cualquiera de los dos carbonos
al ifaticos. Los compuestos reducidos se acumularon en el medio de
cultivo y no sufrieron modificaeiones posteriores, no importando
la presencia de lignocel ulosa en los cultivos (Ri-ittimann y cois.,
1986).

La metabolizacion bacteriana de compuestos modelo de
lignina de estructura P-0--4 ha sido descrita por diversos autores
(Sundman, 1964; Samejima y cois., 1985; Vicufia y cois., 1987). En

estos trabajos se usaron cultivos bacterianos puros,






/98

I A ( ) H# "% )#
% "H( T &S (: #) $(5 AMH &
Tt A(SH# ) #A4 1w ( #
v S#H (] # 2= # % $ (" ) #
28( # S&SH " (2. 2 #8 ( # s~
+ All>X 3 3.>8 I01+B 3 '( # $&#
62 # & # (# <TI"# I* # A% 3$ #8 /01+0
% 3% #8 I013B ' #& (' $( S (#8# % "#$ (
7! J o "%"'"5 J A B
48" $' #&'" (8 81 & (* ( # *(2v ."
(5=#" 1 1 $(26$ "#$''$" A X'" 3 $#8
I01/B  '# $'*&! #('# $' $# 2 ' #3"# #(

(##8 3 # & # $ ' H# S$ " /)'$ 1'#8 ' 1"

Yy g & 2 $( * (# AO(* 3% #8 /01+B
# &#H2 T & # $ YI1E ( #

N2 # S (# &H( HS (2 #

) 8 I%3 " L &

w# & $6 #1("#8 o #("H
2™) "$6 " ) > (&# ! (=% $"=*$ 3
(*2= & $"8 &I #(' 7! & '™I$S$E6 " #( *( &
GO S UH O # Y H OWrSH (2 0#
&!12 $"'# $6 $&$"" " 2%8( # *(HH#
Yyt By g # ) # #!
$C#2 N)#H (# A )S$% 3 % '#% 8 /0J+0
3 ' X#>8 [01/B *2'# $##H8 # (' # '2# 5 7!
W) CH D C## 2 #( ( $( # $$6 " #
2$( # I* (##
W& ¢ (# REET 1 ) > ( #



"H-D ! &6 S #O" #H(*

N (s J 2 =#H( #) #WH((
Ticx$x (o o$§ #&$( ) (58
$FK* ( # # 3 & *(# " ") "$6
) WOo#L(TH2( H " T )y > (
#r(2 .t % (& J
($6  %$% 7! $$6 #' 12 = AB
B #  %2(C 83 7! #3# ."#& #(
)I&' % FH( T &AS(S* ( (# #S&#" 2$( #
(CH# #"H "5 HHSFRIH(HE )
2 &H TS # $&SHE" S S 8 17!
v'4 . 3 $'#8 /01+B 4# K8  #6' #oo$&#
t) * B # *1#( ! " g
#) $ (5 #( #H( (8 TN & " "2 # #oo(
&#H S & & (% (i #( < !
$*&' (71 # (6;% & 'S &

oH#2%( # * )(5#
Woi& Y (# LTES Lt o K
& * #8 & ' & *( #(2 $ 7! $(5""
H&' H#H2 " HI"HS' ' $6 ' ( $&$"" " (
$ o ) > ('t & $# (<& $'#
) "HS' ' $6 &< "2 # $(5""
CEHTO(& T tH & e S ( #
"#$ 'S # J#S ( utaw o
' $1(58 & "&# ! & "# (S ! s &
I)'$ 1'# A *$% " 3$#8 /01JB % "#S (S ("
ook # " (& G "# T & # ( H&ES S #
(#3 & $ " ( # ') <(*$ " $ $* (8
& * $ s # $(5# " ( # #($"
A *$% " 3$#8 /01JB  # *13&'22 71 1 ' *A#






$ (""" ) & # ( & " ‘DG CG M /G
()B8 71 " $I( < $$# " # #r# ##
$ H&' " (HHE('H" $$6
*o# &IM 5§ #$$6 ( # 3

=("#8 & & $6 " $13 1 #( .$6
L . & 6" $12%6 2# 567 %S
$ S #An "A#(S#H T! # "#$ (48 ne

Bl (2 %3 ' $'( '8 # # #HI& * #( (&8 #

T C# #1301 ($ &Y (A *$% "
3% #8 /01JB g T $$6 " 2 $( #
(' #6" #12/.$6 3 * .$6
& $ # " #WH( (8 # T "rA#  $( #  #($(!
("% 7 %$ *A# 4) ( ( (* (# <#$'#
$* t#$ (0 H#H&S( H*=("#" $1& $6

8 # $# '$ T =#('# &!'"  #  $ $("# &
& $&($6 *"'4as™ *2 )8 #(# $ "% #
#lO& Y S # #&S$ $#T! # & 2 5(
A X'"3$#8 /01ICB 3  # & L7 # & 6
I'l.$6 &# sl # 2( "# #
B (0 2# 5M& X'" 0§ )'$ 1'# " *<
A X'"3$#8 /01ICB  *2=  ;#( $ $" $ #(
&'& ""$ # 2 "H# & G 4 $(1 " #2
Iy'$ 1'# " () A$ (%33$#8 /01+B
¢ " AS$ (%3 3 $'#8 /01+B  $™* X"

A'2"3 X'"8 /01JO0 ')*3 3 X'"8 /01GB %
"B #H 4 ## TR ST T & IS # 12§
#HEC ("8 # ) 7% S $$ 6
)I$"$8 *2# ) 1&'# '2( "(# $& 2 #8 # "$ 8

$ (7 & MS( # 12

! /[HDH J " $ 2'% " ('#8

/6H

% $%'



& $&* (%*S lHHE CH O#I("# '2( "H# #(
(2:$$ " & * (% '2#5" & C# I #
STE U6 TFARTI H S 2% 71 #
)'$ 1 # &'$6 )I$"$ "I ( # #12/.$6
#$7& ( # S *( ( #$!# '$% " #
$12$6 '# % B4 ## S $! (((5
$*& 2 $' '(H#/)'S 1'H#  2# 5 1 "#* 1$6
TAH(S S ( T )ISH TI &M< " L (" x
$( "¢ "% 2%" (#" # I
N'$ 1'# #5 $' # $' ( B O(#
HESATHE (" *$6 WoO# % #8 &
T (# (# "(S(8 1r (C *&(( (" #
WS O # T Y & (" H%*S IHH#E 1T
&H#H2 %S | A4 ## H("<H($S & $ I #H( " ra#
5 $'#&T7I-# " (" $# $ 4%( H(SH# & $"
SRR VL %&'8 ( E "<# 3 D #* #
$12$68 $' ( 2 % 3 * & * $
$#( (8 ") $(# "#* 13 ) * (3 $' (
% 5 o &" <  H#H&S$! Tl "$% #
(" $ #&"< ( $6 $ $ "t T H(H
$ 2% " (HH# ($"H &
't $6 0 (*2= &"< "& "
"H&'H $ 6 U #HS 2% (# #(1$(!
& *
#' (&I (" BH(8 # & (( $#" 7!
WL R ESA A3 (s (" H
% "H#S (7! L &S (1 (" H; # (I ##
$! ( $( "# A 38 /01GB #
&< $( 2! v #) $(5 $ * (
# 12 & <* ' & I(' A3 " #* | & 2:'B

$|

) 1&'#

#& $('

$ 27






/69

> 33 $#8 /0IDB " *#( ' 7
L& " (%6 *' T
1$6  =#(# #, ('#8
(¢ ' 1x
#( (28

(# BH()" #
$ $ K$ # (
2 '#
"H 2'#8 *'#8 I1$'# 3 2%
(.t & > 3¢ *&
1$6 " H)KS"H#HS! ( $"# # #)(,
2 '#8 #H8 *-#8 ) S$(#8 )I$'# % ("
A#(A4" ( 'B
#& S &'('$" 1 . & 2 't
"HE # $# ' $ S T #*3 *& ( (

5% $(
I ( #$' "$' # 7! # % "6 ## 4% "
$ 8 ¢ "5 ( ") "$6 " '#  K$ #

2 " #(CHH# 1) "I$THE$ %8 $

& 5 * ($ 8 &#H( T #H( $$6 '$! #6' &
(2488 B H#H2(C*MH #( $$6 #
* &#( (s ™ kw3 )y
*(8s Sl 2 (CH#H & " S =H#( 2' ("
5' 4( $( $68 71 # (& #) (8 # 4&"
#6' 4 $ " ' #2° (" A' > 8 /0JDB
4 ##" ) H( U # " *=("#S8
( #$*  $"6 ## AI"TI#( 32 >8 /0J/B8 ', "$6 $
(2% ' A X'"8 /01/B8 ;"$6 $ & * ) (" A? >3
8 /OJHB 3 ('$"6 ## A' ™ 3$ #8 /010B " #$ (6
NS 6 S (28 & TN OH HI("# &M #
*2 )I'#8 BO(MOTU Lt H kA(S#H " (#
&S CH*HMH #UUH8 "SI (M 4 ## " #
#l("# A & 3% #8 /011B 5.8 = (e
NU$6 $ & *) (% o HE™ I .M & % %

A X'"3% #8



"#$ (6 ot #( (=% & 7! & (

CFtR (0 (U3 2 '8 #6' & *( &'$#* ('

R 5.8 'Sl CC* ( et &

#( (2 $"6 # #8 yooo7 ('$"6 ##8

& #( 5 (: " &#5 #OIS( " H #IH
&'& ' '# Aa#B8 $ ("™ # 4 ## " #

#1 (" *2 )'8 $"6 #H# " (wo#
“A# 2 CH 3 H & # S ()4 CHH# *IS% *A# $7& '#8
'$ " $1(# (& ($6 A& 3% #8 /01GB I
H(# *(5'H8  # ) 6 ("$"6 ## &

$$6  FA(S$S " 'S ' 3" H 1" 5"

("$"6 ## L "H#H " S (*( & |
)I1& " B#H()"™ # SHH# #H( | #'56 ##
48" $' # A4$"B 3 ( '(' AI$/6 /B8 ' 7! & *(
*& v 0§ (3 #&S B # $# ) $
=( # %8 #( *=("&™S$ & " #
$# HBI 2 ™ # #(1$( # ' $' " #"#

) 8 #"$8 T #l"UTHFTL H# S (1 "#

( # :$#5* (& #( (& " $ A& 3
$'#8 /OLEB  '2(  *' 6% '# #H( (I "# AL (/"#B 7!

* ( #(1$(! &'& '$ " P
& *( " 51 21" $ (5 " #"'## ) '#
AB3) $'# AB 3 &P%"'; W AB & # (#

) # O&'& S H# (5# " '# " #( '#6* '#
$ #&' " (# H(#  H#H : $*&'H# $ 6
K= gt #(IS( # ") " 48 7! # 5. #
$ S( #($ TS (& ") (& (8 #

k(0 # o &' ($ (5 " #

#OIS( # HE ' $'" #"# " )






KRG 2 # & # ' 1&H2 *( (=$ $8
o4 #H 1 " $ 2 $6
& 8" ) %558 $

WO (TH 2( . )'$ 1 #
() 3# & ™M$CH# 12 &
70 2% $ (! &'& $6 (5 " H(# #"H
$ AS( H(S " H 'S VH# " &#H(H *2 )'8
&'S$ (" H"#E B8 3 #2:$*& "$ 5 ' #
TS I'##" '(# ) (#A 2 #D3CB &'# 2
& $3$- & "I # T &'&$6 ")
RHNH(HHE * T $ (" (# 5)( #
715 (# *2= &"< # 7! &'&$6 " )
$' " o#" J'$S 1# 3 1 #*3 7 " #
L (# H#( ($" (#T70 &3  *2# ( (5#8
* g $# " # #& $( neo #

K H#H- # L (#" S 2% (3 HSHHE" )
& 8 $*1 $$6 & # B 4 ## v
&' #" NFH(B6 (*2= #- #&'™ (# " %" (#

'$ 200 3%13 =2 # " $UF&I#(# A(SHS #  *2 )8

#O#1 (&I (20 # & S *( 2. #1$6

TV K& M # *#¥8 H$* () *#'2( "#
('$"6 ##8 HH- H#" " 5THE" %" (" $ 2"
# %3 #) $(5# ' ( & (8 & $ # 7
)'S LHH " KHCHH AR S # <H#HB ' # T $(
| &'&' $6 *3 " $# "#H( (# HE 7!
#H( (# ("$" H#H#E A& 3 $#8 /01+B
$# ') ) T 1)'$ 1HOI(CL #(
&'5 ' & ( $*& (8 S &I ™ #6' # ) ‘#

<$ # #&12 $S" #" (HICH H <"S #H #
*& 6 (" & ( '"#6"' & ( " 8 & 1 *& '8

146



(" o#C #! $C TN %" ) "t ) $$6
$ (™
B (" rA# 5 (71 *#( HooH("
$*& (5#" )'$ 1'# 3 MM*" ( (=% $
($UeHH # L S (Ut #"#) $ $'# AB
&' <+ U #12 T 1)'$ 1'# #( '2# 5%6
& *( "H((# (& ($' # &#2 U #T "$%
5 $6 B #r& * () % (")
#(I1$Q " ) y'$UE N #
) < x3 (R (" & "HSI T & # (
Loy #(OIs( " #(( ) " 4
xn ( (58 & $ (' *a# ( $(58 # 7!
"HFI$6 " #"I'H # "2 1 $$6 " $(
2 $( (# #2 #IH( (" &'& 7
&"< t# BT H #UIH A($H
& = $'#" ) CH( (S (# (

7! EH %" # #"I'# 8 & ' #6' J"

8 # $! ( & "gT<x T RA(S A &
3$#8 /011B I''( & (8 ' "$6 " '# $(
('$"6 ##8 " ¥ 71 5. " $I& "5 g
#(MS (! we # 2 EMHO\ A& 3
"8 JO11B  #('# #"U'# " $"# # " ($(
$F () *oEH( " )l DI
$'*& #o# 0z 2 "#& B H( #
RS U# 3" M# U5 (j71 %2 #1H( (# #
B)$G* (" (#3710 H(HA(MES ( *#
BUHEYO$ $HTL HE( (" 8 &'5 #('
#) $ 70 #H( < ! Ix(C (5" O)I&H # )
HOM3 $THSI S T w rA(SH (M
##( (O X'" S (67 H MM& IS TH &

"I'#






"HSI( #1 & ($& 6 #( &S # Lo g
HU("H & H# (MH# TI<

€ #&#2 70 & I # 2 't
&#5 " 1)'$ 1'#8$* $' #S$1 $ " $$ 6
H& HS "HH#E % HO" ™ $ $6 #
$(5""#" $ | ##3 ; ##8 3 #12 1.$6
1)y's va# I (#
#2 &™ISC #"  # % S5#(! $  $6  ( #
5 #" $ ! ##3 &™M$E6 " A X'" 3 $#8
JOIEO '2 "3 X'"8 /01JB8 7! 6#( ' # $ #'
% 4 A% (%33$#8 /01+O #6 3 $' #8 /011B

& *(#$ (# "s T $(5""
B2 " )'$ 1 # $ #&' " !
# &'( " &# * $ " "™ " DHBHHH A #6 3
$'#8 /011B #( 5 ' '$ $" $ &# * I " #
$ 1 #H#3; HHE" #  HES C# o $S & #'
KOGl H& L HH"

") 3 "& [T C &%1 1 1%3 (s 1&%! % (<&

1 ($ !

SU# " 4$ 26 $* " $&(!' C

(HB HS&H # "H L (#" S 2 H#H( (H#"
& # (1S $* (AR HS ( #( #HE( (T

#os&# #"# " $(* ( #Ooo& < #(

2# 5%$6 #54 " (*26 & #"# $&# $ 4%( " #

20 (T & gt ) 15% ( #
) $$H6 7L 1 (S 20 K
B C0$8 #'(* (% 5 # (

(26 % " #S&#H B "#  2U# #H(TA($'#

150

"% 1



CTE & LH( )& " 5#()$6 3 % 2<

naCM Tl B && CUHTL O (r " $& )"
$6 $  $& v o#(ISC 1 ( " $ 2
I(."8 # #* (') A'.4.3$#8 /01+B

(& (8 $&$"" " K(2 . &<t H
$ (*( " # $(& oyt SR H(H
SA(SH & H T &8 H# % "#$ (! $&
- 71 % L& S *( #3 N)'$ 1#
()y*s" & $6  *A($8 $% (*2= 4$"#
2 '$'#3 /&'& ' '# A? 8 /01EB

% & (™ gy & (T H# T
$ 'S * (H 24# $'H "T) "# $6 5 # (
*(26 % " H#" (#S$&H#2S$( # &"< & $ #

$H(1$$6 " $&H# $F2 (HTI & # (! *3
$ $ (1 oxAf #E((#  #( .6  #
& (( #2$ # # . r# 518 " #

") S 6 " #(H SR H(H A(S'H H*& # $ m#
3Z' BMTHT ) # 0§ $UH& ) #$HF #
& #*" # ' # #28 H *$") #VH &'S 6('#
&# 1) ™ < (5* (&T!-3&S $*& H # #
$*& $' IS ' (#8 '$1 # %S$ *13  ( $(5% &
5 (1 #* & $' #) =($# "rA#H8 H#H(# (=% $# #
% "# ' O"& $&* (& 2$( # & # $
) #H& YU #& "S$%# 1S #H*(26 $# $ (<
tex (% &1$6 )= $ " #(H#S&#
WOHL(H2( HE B (2 R #(
CH(S & #HrTH ) # # S&# H#HOI""#
&# "N . "5 ## #( () # & * ( #8 ' |
&#2 #(2 S # "S$WH * (# (S H* # #(4
518 "# (20 .$6 " CH#HB( (H A(SH






mixto. Se han podida establecer distintos tipos de interacciones

entre dos o mas especies para la metabolizacifin de compuestos
toxicos y/o muy dificiles de metabolizar (Slater y Lovatt, 1984;

Omori y cois., 1987). Probablemente la asociacion de especies
diferentes para formar comunidades microbioldgicas sea una
estrategia general para degradar sustratos complejos en la
naturaleza.

Se observo también que los diversos cultivos son muy
sensibles a interrupciones de su agitacion en el transcurso de la
incubacion. Es por esta razon que las densidades Opticas
determinadas para .las tres cepas en las curvas de crecimiento son
bastante inferiores a las observadas en cultivos agitados en
forma ininterrumpi da. Los motivos que explican este
comportamiento son a la fecha desconocidos.

Los analisis mediante técnicas fisico-quimicas de los
APPL recuperadas después de ser incubados con las diversas cepas
no mostraron cambios significativos con respecto a los controles
sin inéculo. Como se describid en el capitulo correspondi 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 polimero tridimensional, estereoirregular y que contiene un
gran numero de enlaces y anillos aromaticos diferentes. La
peroxidasa de lignina de - es capaz de actuar
sobre la lignina porque posee justamente un mecanismo de accion
inespecifico que permite atacar esta gran variedad de estructuras
<Tien, 1987). Por el contrario, los trabajos realizados con
bacterias muestran en general que su accion es relativamente

especifica (Vicuia, 1988; Gonzalez y cois., 1986). Por ejemplo,
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podria modificar hemicelulosas, aén 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 preparaciéon comercial de éstas, que provienen de
diferentes especies vegetales. Puesto que no se dispone de mas
conocimientos de la estructura de las hemi celulosas en los AFFL,
es muy dificil profundizar en este analisis o] proyectar
resultados obtenidos con un sustrato de estructura desconocida.
F'or ejemplo, la accesi bi lidad de un mismo tipo de residuos puede
ser muy variable en cada uno de los diferentes sustratos,
dependiendo entre otros factores, del grado de ramificacidén que
presenten. Por otra parte, se desconoce el largo de cadena de los
pol isacaridos presentes en los AFFL, lo cual también podria
influir en forma importante.

Los analisis de la porciéon aromatica de los sobrenadantes
de los cultivos con AFF'L también muestran efectos bacterianos
interesantes. ElI numero de casos analizados de cada muestra
permite hacer un buen andalisis estadistico. Sin embargo, los
valores obtenidos para los distintos residuos (G y S) son menores
a los observados por los AFFL sin 1incubar. Aparentemente, ésto se
debe al gran contenido de sales de dichas muestras, las que
provienen del medio de cultivo bacteriano. Debido a la posible
liberacion de oligémeros aromaticos al medio en el transcurso de
la incubaciodon, no es recomendable dializar estas muestras antes
de someterlas al proceso de liofi lizacidéon. Actualmente se
desconoce el efecto de altas concentraciones de sal sobre la
tioacidoli sis. Ademés, la trimeti 1si lilacidn de muestras
tioacidolizadas parece ser menor o mas dificultosa en presencia
de sales. Cualquiera de estos dos factores o la combinacidon 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 observd decoloracién de Azul de Remazol, 1lo que es
indicativo de que el hongo excreta oxidasas al fluido
extracelular. Otros investigadores han detectado lacasa en
cultivos de # (E. AgoslIn y M. Cotoras, comunicacioi
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 vy
luego disminuye hasta desaparecer al séptimo dia. En las
incubaciones con APPL se busc6é 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 dias mas. La
actividad de ligninasa en esta especie ha sido buscada

insistentemente por dos grupos de investigaciéon la han (E. Agosin

y A. Gonzalez, comunicacién personal). Recientemente, luego de
finalizar el trabajo experimental de esta tesis, se logro
detectar Mn-perox idasa en <M. Cotoras y E. Agoslin,

comunicacién personal).

Datos preliminares de experimentos equivalentes con
- que no se incluyeron en esta tesis, mostraron
que se produce una polimerizaciéon 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 agregéo
APPL desde el comienzo se observé polimerizaciéon de ellos a
partir del cuarto dia. En estas condiciones se comprobdé un efecto
marcado de alcohol veratrilico sobre el grado de polimerizacion
del sustrato. Es Ilamativo que los APPL no sean degradados

totalmente por este basidiomicete, que se considera el
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requerir un periodo de tiempo que di fiere en O0rdenes de magnitud
de las primeras.

Un en-foque experimental factible consistiria en aislar
una comunidad microbioldgica estable en un quimiostato utilizando
suelos ricos en materia organica como TFfuente de cepas. Este
sistema resulta apropiado puesto que permite incubaciones mucho
mas prolongadas (del orden de semanas 0 meses) con un control
preciso de parametros importantes para la fisiologia del cultivo.
La comunidad microbioldgica 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 proposicidon existe el
antecedente que se han logrado co-cultivos de microorganismos
aerdobicos y anaerodbicos que en conjunto degradan 1lignocelulosa vy

fijan nitrogeno (Veal y Lynch, 1984).
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