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RESUMEN .

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
Streptomycé&s viriodosporas T7A, que pertenece al orden de los
fictinomycetes. 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 observé que S. viridosporus 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 S. viridosporas 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.



Analisis de los AFF'L liberados revelaron que éstos se
mforman en el transcurso de ocho dias, que contienen cerca de un
20 7 de carbohidratos y que poseen un menor contenido de residuos
de glucosa que la lignhocelulosa de la cual se originan. Asimismo,
se detectaron cambios en la porcidén aromatica de los AFFL,
encontrandose un aumento en la razon de residuos siringilos a
guaiacilos con respecto al sustrato inicial.

Se aislaron cepas bacterianas no -filamentosas capaces de
utilizar compuestos aromaticos simples como UUnica -fuente de
carbono y energia. Todas ellas pertenecian a la familia de las
Pseudomonas. Estudios genéticos de estas cepas indicaron que
alrededor del 20 % de ellas contenia plasmidios. Se realizaron
moltiples ensayos de eliminacion de plasmidio (curacion) vy
conjugaciones, sin demostrarse si dichos elementos
extracromosomales estdn o no involucrados en la metabolizacidn de
los compuestos aromaticos estudiados. F'or otra parte, se
establecidé que las cepas aisladas se desarrollaron escasamente en
AFF'L cuando éstos eran la ¢mica Ffuente de carbono disponible en
los cultivos.

Se procedidé entonces a aislar nuevas cepas bacterianas no
filamentosas en cultivos de enriquecimiento utilizando AFFL como
¢mica fuente de carbono y energia. Se seleccionaron para un mayor
estudio los tres cultivos que alcanzaron la mayor densidad Optica
de crecimiento. Estos se identificaron a nivel de género,
encontrandose que uno de ellos correspondia a un consorcio de dos
cepas. Utilizando métodos fisico-quimicos y espectroscopicos, no
fue posible detectar cambios en el sustrato al término de la
incubaciodon. Sin embargo, analisis quimicos de AFFL incubados con
bacterias indicaron que algunas de éstas crecen a expensas de la
porcién glucidica de los AFF'L, en cambio otras lo hacen

modificando la porcién aromatica del sustrato. Ninguna de las



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 estudi6é también el efecto del basidi omicete Ganoderma

applanatum sobre los AF'F'lL. A pesar de que este hongo es un

componente fundamental del sistema ligninoli 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
tigninoli tico Phanerochaete chrysosporium, no se encontroé

alteracion de los AFF'L en las condiciones ensayadas.
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SUMMARY .

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,
Streptomyces viridosporus T7A, belongs to the RNctinomycetes
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. viridosporus 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
viridosporus 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 7. carbohydrate and have a

lower glucose content than the wheat 1ignoceliulose from which
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they arise. The solubi lization procese is essentially completad
within eight days.

IMon-fi lamentous bacteria were isolated on enrichment
cultures containing simple aromatic compounds as the sale carbdn
and energy source. All strains were found to belong to the
Pseudomonas group. Genetic studies revealed that approximately
20 V. of them contained extrachromosomal DNA. The 1involvement of
these plasmids in the metabolization of the aromatic compounds
could neither be proved fior disproved by multiple conjugation and
curing experimente. Independent assays using the same strains
showed that these bacteria grew poorly in cultures containing
AF'F"Ls as solé carbéon and energy source.

In order to study the bacterial degradation of AFF'Ls, new
strains were isolated on the latter. The three cultures which
grew best in this médium were classified at the genus level and
used for further studies. One of these was a consortium of two
strains. Spectrophotometric analysis of AFF'Ls after growth of the
different strains did not detect any change in the substrato due
to bacterial action. However, Chemical analysis showed that some
isol ates grew at the expense of the sugar moieties of the AFF'Ls,
while others attacked its aromatic componente. None of the
strains introduced significant changes irito both components of
the substrate. Cultures were also characterized with respect to
their ability to grow on simple aromatic compounds, dimeric
lignin models, monosacchar ides, cellu.loses and hemicel luloses.
The general conclusidén was that the metabolic versatility of the
different strains regarding these compounds correlated quite
well, although not absolutely, with their specific action on
AF"F"Ls.

The effect of the basidiomycete Gavoderma appl anat-um on

AF"F*Ls was also studied. In spite of being one of the main
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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
1ignin peroxidase trom the white rot fungus Pbanerocbaete

cbrysosporium 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 wun 25 % del total
(Janshekar y Fiechter, 1983). Si se considera ademas que la
lignina representa un 40 Y. de la 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



residuos p-hidrox ifenilo, guatacilo y siringilo, respectivamente.
El alcohol cinamilico se -forma por desaminacion de la
fenilalanina, reaccién catalizada por la -fenilalanina amonio
liasa (PAL) (Higuchi, 1985). En pastos existe también una liasa
especifica para tirosina (TAL), la que contribuye a la formacioén
de alcohol p-hidroxicinamilico (Higuchi, 1985; Crawford, 1981).
La abundancia relativa de los residuos presentes en la lignina
nativa varia seg&n la especie del vegetal. Asi, la madera de
gimnospermas es rica en guaiacilo, en tanto que las maderas de
angiospermas contienen principalmente guaiacilos vy siringilos
(Higuchi, 1985). A su vez, la lignocelulosa de pastos contiene
los tres tipos de residuos (Higuchi, 1985).

La pal imerizaciéon de los alcoholes aromaticos precursores

es catalizada inicialmente por peroxidasas via radicales libres,

nivel de carbono alfa * (Kirk, 1984). Polimerizaciones sucesivas
dan origen a una macromolécula estereoirregular, no lineal e
insoluble en agua.

En la Figura 1 se muestra una estructura modelo del
polimero de lignina, la que contiene los enlaces encontrados con

mayor frecuencia entre los diferentes residuos. La wunidén mas

comin es la denominada arilglicerol-P-aril éter (por ejemplo,P-1

# Los carbonos de la cadena alifatica propanoide se denominan a, gy y ,

siendo el primero el que esta directamente unido al anilla.






residuos 1-2 y 6-7), que representa alrededor del 50 7% 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 basidi omicete Phanerochaete chrysosporium.
Se ha demostrado que su actividad ligninoli tica es una

manifestacion del metabolismo secundario, el que se inicia en



condiciones de carencia de nitrdégeno, carbono, fésforo o azufre
(Jeffries y cois., 1981; Leisola y cois., 1985). La ligninolisis
requiere oxigenacion adecuada y es modulada por alcohol
veratrilico, un metabolito secundario del hongo (Lundquist vy
Kirk, 1978; Shimada y cois., 1981).

A fines de 1983 se marcé un hito en este campo con el
descubrimiento de la ligninasa de P. chrysosporiam (Tien y Kirk,
1983; Glenn y Gold, 1983). Esta enzima es wuna hem-glicoproteina
que pesa 40-42.000 D y que actua como peroxidasa dependiente de
HeUe2 (Tien y Kirk, 1984; Glenn y Gold, 1983). Se han descrito
diversas 1isoenzimas de la ligninasa (Kirk y cois., 1986; Leisola
y cois., 1987; Tien, 1987) e incluso se ha logrado cristalizar
una de ellas (Trailer y cois., 1988). Se han secuenciado algunos
de sus genes (Tien y Tu, 1987; Smith y cois., 1988), los que se
expresan de acuerdo a las condiciones del cultivo (Farrell 'y
cois., 1988). Sin embargo, ellas no difieren en especificidad, ya
que se ha comprobado con sustratos sencillos que catalizan una
serie de reacciones que incluyen ruptura de enlaces Ca-Cg vy
F-0-4, desmetoxi laciones, hidroxi lacién de olefinas, ruptura
intradiol y de anillos aromaticos (Kirk, 1987; Kirk vy Farrell,
1987). Esta carencia de especificidad, muy adecuada para degradar
una macromolécula compleja como es la lignina, se debe a que las

ligninasas actuan por un mecanismo que involucra la Tformaciodn

transiente de radicales libres (Kersten y cois., 1985; Hammel vy
cois., 1986), los que se reordenan siguiendo patrones que son
dictadas por 1la estructura del sustrato. A pesar de los
significativos avances de estos ultimos afos, el sistema

ligninal itico del hongo no ha podido ser reconstituido > vitro,
ya que paradéjicamente la ligninasa purificada polimeriza Ila

lignina (Haemmerli y cois., 1986). Por este motivo, resulta



urgente resolver el papel que otras enzimas de este
microorganismo juegan en el proceso. Entre ellas, cabe mencionar
a peroxidasas dependientes de manganeso (Kuwahara y cois.,
1984), de las cuales también hay isoenzimas (Paszczyfisky y cois.,
198;>), enzimas que generan el H202 (Kelley vy Reddy, 1986;
Kersten y Kirk, 1987; Nishada y Eriksson, 1987), etc.

El papel de los procariotes en la Dbiodegradaci<um de la
lignina permanece aftn poco claro. A pesar que se supone que en
ambientes naturales este proceso ocurre con la participacion de
hongos y bacterias (Kaplan, 1980; Benner y cois., 1986), los
estudios realizados a esta -fecha con micro-flora mixta son
refativamente escasos (Pellinen y cois., 1984; Jokela y cois.,
1985; Jokela y cois., 1987). Existe acuerdo en que los hongos son
los responsables de la despolimerizacién inicial de la lignina,
lo que no implica que ellos mismos completen su mineralizacion
cuantitativa. Existen ademas diversas modificaciones quimicas,
como oxidaciones de cadenas laterales y desmetilaciones, que bien
pueden responder a la accién bacteriana. Mas ain, la degradacién
de la lignina en medios acuaticos es causada principal mente por
bacterias (Benner y cois., 1986).

Incubaciones de lignina radioactiva con bacterias no
filamentosas han mostrado que los porcentajes de mineralizacioén
son bajos con respecto a los valores observados con hongos
(Vicufia, 1988; Kirk y Farrell, 1987). Sin embargo, los resultados
varian segéon la localizaciéon de la marca y la cepa estudiada. Por
ejemplo, al cabo de 20 dias de incubacion, Bacillus magaterium
degradé un 0,3 V. de la marca localizada en el anillo de una
preparacion de DHP (polimero sintético de monémeros de [lignina,

con gran semejanza estructural a la molécula nativa) y un 12 '/ de



la marca localizada en la cadena al ifatica de lignina de abeto
(Robinson y Crawford, 1978).

Por otra parte, cepas de Pseudomonas que metabolizan
diversos compuestos aromaticos simples, liberaron entre un 0,8 vy
2,5 7 de radiactividad de DHPs marcados en Qlos grupos metoxilo
luego de 15 dias de incubacién (Haider y cois., 1978).

Se ha encontrado también una cepa de Xanthomonas que
luego de ser incubada durante 20 dias en presencia de DHPs
marcados en la cadena ali-fatica, en el anillo o en los grupos
metoxilo, libera alrededor de un 30 7 de [la radiactividad en
mforma de 1ACO™ (Kern, 1984). En un trabajo posterior se
demostré que la actividad degradativa de dicha cepa es
dependiente del peso molecular del sustrato, ya que la bacteria
sélo degradaba los oligémeros de peso molecular menor de 1000 D.
Por este motiva, los autores sugirieron que la mineralizacifn
observada inicial mente correspondia al metabolismo de fragmentos
pequefios liberados abiéticamente al medio de cultivo durante Ila
incubacion (Kern y Kirk, 1987).

Hasta la fecha no hay evidencias que sugieran la
existencia de enzimas ligninoli ticas extracelulares en bacterias
no fi lamentosas. Ademas, a diferencia de los hongos, las
bacterias no filamentosas carecen de hifas que les fTacilitan el
acceso a los sustratos, aunque se ha comunicado la existencia de
bacterias que erosionan la madera produciendo cavidades que son
visibles por microscopia electronica de barrido (Nilsson y Singh,
1983; Nilsson y Daniel, 1983; Daniel y cois., 1987). En todo
caso, la capacidad de las bacterias no filamentosas de
descomponer oligémeros de lignina esta firmemente establecida, de
modo que su participaciéon en el ciclo del carbono puede ser

significativa.



Buenos candidatos de bacterias ligninoliticas son las
Pseadomonas. Esta -familia se distingue por su capacidad para
metabolizar variados compuestos aromaticos, tanto naturales como
xenobi 6ticos (Gibson y Subramanian, 1984; Reineke, 1984). Se han
estudiado las vias catabdélicas de diferentes tipos de compuestos
aromaticos <Bayly vy Barbour, 1984) y en algunos casos
confeccionado los mapas génicos correspondientes. En general, se
ha encontrado que los genes que codifican para enzimas de una
misma via se encuentran agrupados y son activados coordinadamente
(Haas, 1983; Furukawa y Miyazaki, 1986). También se ha descrito
frecuentemente en Pseadomonas la codificacion de vias
degradativas por DNA extracromosomal, como es el caso de |los
plasmidios TOL, SAL y NAH, que codifican la degradacidén de
tolueno, salicilato y naftaleno, respectivamente (Yen y
Gunsalus, 1982; Williams y Worsey, 1976; Chakrabarty, 1972). M.
Salkinoja~Salonen y cois. han postulado la existencia de
plasmidios catabdélicos responsables de la degradaciéon de diversos
acidos benzoicos y fenilpropanoieos (Salkinoja—Salonen vy cois.,
1979). La evidencia mostrada por estos autores es escasa Yy esta
basada en la inestabilidad metabélica observada en las cepas
estudiadas. Recientemente, durante [la realizaciodn de este
trabajo, la hipotesis de plasmidios catabdlicos de residuos de
lignina fue confirmada por otros investigadores para los acidos
cinamico (Andreoni y Bestetti, 1986) y TfTeriulico (Andreoni vy
Bestetti, 1988).

Un grupo de procariotes que esta siendo ampliamente
estudiado en el campo de la biodegradacidon de 1lignocelulosas es
el de los fictinomycetes. Estas bacterias se caracterizan por

desarrollar hifas en alguno de sus estados Tfisioldgicos



(Goodfellow y Williams, 1983). Su amplia distribucién en diversos
suelos neutros y alcalinos, asi como el gran nfimero de diferentes
especies encontradas, son Indices de la iImportancia de estos
microorganismos en el reciclaje de nutrientes (McCarthy, 1987).
Se ha encontrado que algunas especies de esta -familia, en
especial aquellas que pertenecen al género de los Streptomycetes,
aparecen con frecuencia en medios donde ocurre la descomposiciodn
de residuos vegetales (Goodfellow y Williams, 1983). Otros
actinomicetes, como aquellos pertenecientes al género de las
Tharmomonosporas, participan junto a diversos hongos y bacterias
en procesos de compostacion (McCarthy, 1987). Las bacterias
filamentosas estarian involucradas en la formacidén de humus, que
es muy rico en compuestos aromdticos, aunque esta hipodotesis no se
ha comprobado fehacientemente (McCarthy y cois., 1986; McCarthy,
1987). A pesar de estos antecedentes, se ignora cual es la
contribucidon especifica de los actinomicetes a la mineralisacion
de la lignina presente en la madera y lignocelulosas en general.
Al igual que en investigaciones con hongos y bacterias no
filamentosas, se ha estudiado la accidon de diversas especies de
actinomicetes sobre ligninas vy l1ignocelulosas radiactivas.
Empleando esta metodologia, se demostré que en 15 dias cepas de
Nocardia degradan a 14C02 entre un 9,5-14,1, 6,4-9,5 y

4,0-7,6 V. de una preparacion de DHF's marcada en los grupos



mineral izacién de la marca de un 2,0-3,5 7. después de
incubaciones por 43 dias con tres cepas de Stre-ptowyces
(Crawford, 1978). La cantidad de vradiactividad recuperada como
14C0a a partir de la misma preparacién de lignocelulosa marcada

en la porcién glucidica vario entre un 20y un 40 7. (Crawford,
1978). Otros autores investigaron también la acciodn de
Thermomonosporaf ftctinomadura, Streptonyces y Micromonosporas
sobre 1lignocelulosa de mais radioactiva, encontrando también
porcentajes bajos de mineralizaciéon (McCarthy y Broda, 1984).

Experimentos con lignocelulosas marcadas han demostrado
ademas que la actividad principal de Jlos actinomicetes no
consiste en mineralizar la lignina presente en ellas, sino mas
bien en solubilizarla en el medio de cultivo (McCarthy, 1987). EI
porcentaje de marca liberada del sustrato puede alcanzar hasta un
30-40 7. (McCarthy y Broda, 1984). Parte de este material soluble
corresponde a compuestos aromaticos simples, pero una -fraccidn
significativa consiste en polimeros polifenélicos de alto peso
molecular. Estos 6ltimos son resistentes al ataque por los mismos
Nctinomycetes, ya que cuando son agregados a cultivos frescos,
s6lo un 2,0-2,5 7. adicional se degrada a CO» (McCarthy y Broda,
1984).

Los polimeros solubles mejor estudiados son aquellos
producidos por Streptomyces viridosporus T7A (Crawford vy cois.,
1983) y Thermomonospora mesophzla (McCarthy vy cois., 1986) .
Debido a su caréacteristica de precipitar en medio acido, Crawford
los denomind APPL (por Acid Precipitable Polymeric
Lignin), término que se utilizard en el transcurso de este
trabajo. Los APPL estan formados principalmente por un componente
aromatico proveniente de la lignina, pero contienen también entre

un 10 y un 20 7. de carbohidratos y alrededor de wun 4 7. de



nitréogeno organico (Craw-ford y cois., 1983; McCarthy 'y cois.,

1986). 7. mesophila y S, badius producen AFFL en cultivos
liquidos, mientras que S. viridosporus T7A los libera tanto en
medio liquido como so6lido (Borgmeyer y Craw-ford, 1985; McCarthy vy
cois., 1986).

Andlisis quimicos de AFFL generados por S. viridosporas
T7A y S. badeas sobre 1lignocelulosa de mal2 indican que contienen
una composicion de residuos aromaticos diferentes (Borgmeyer vy
Crawford, 1985). Mas aan, el polimero soluble liberado esta
enriquecido en grupos hidroxilo fenélicos y &acidos carboxilicos
con respecta a la lignocelulosa de la cual proviene (Crawford vy
cois., 1983).

Las caracteristicas de los AFFL dependen de la especie
que los genera, de las condiciones de cultivo y de la metodologia
empleada en su recuperacién. F'or ejemplo, el contenido de grupos
fendlicos de los AFF'L liberados por S. badius es bajo debido a la
existencia en esta cepa de una Tfenol oxidase, extracelular
(Borgmeyer y cois., 1985). Con respecto a condiciones de cultivo,
la sol ubi lizaciéon de lignocelulosa es mas efectiva a pH alcalino
(Pometto y Crawford, 1986). F'or altimo, se ha descrito que los
AF'F'L recuperados mediante precipitacién con acido poseen un peso
molecular mayor (> 20.000 D) que aquellos recuperados mediante
didlisis y posterior 1liofi lisacion (alrededor de 10.000 D)
(Crawford y cois., 1983).

Con respecto al mecanismo de solubilizacién de la
lignocelulosa, inicialmente, el grupo de Crawford habla propuesto
la participacion de una P-eterasa (Crawford y cois., 1983a),
aunque experimentos recientes han puesto en duda esa posibilidad
(Deobald y Crawford, 1987). Posteriormente, se han aislado

mutantes de S. viridosporas T7A por tratamiento con luz
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ultravioleta o de -fusién de protopl astos, los que han permitido
obtener algunos antecedentes al respecto <F"ettey vy Crawford,
1984). Informacidén aan preliminar indica que las celulasas - y no
las xilanasas - estarian involucradas en la liberaci6on de AFFL,
ya que las bacterias sobreproductoras muestran niveles aumentados
de endoglucanasas (Deobald y Crawford, 1987). Sin embargo, en el
caso de cepas silvestres de T. mesophila, S. cyaneus y
fictinomadura no se ha encontrado correlacién entre niveles de
celulasas y la producciéon de AFF'L (McCarthy y cois., 1986; Mason
y cois., 1988). En S» cyanelj se encontrd que [la solubi lizacidn
de la lignocelulosa estarla a cargo de una sola proteina de peso
molecular igual a 20,000 D (Mas6n 'y cois., 1988). Trabajos
recientes demuestran que las mutantes de S. viridosporas T7A
también exhiben mayores cantidades de ©pero;-;idasas y esterasas
extracelulares (Ramachandra. y cois., 1987). La existencia de esta
peroxidasa extracelular, que es inducible por 1tignocelulosa,
representa el hallazgo reciente mas promisorio en este campo,
puesto que podria guardar cierta semejanza con las peroxidasas de
hongos. Queda aan por ver si esta enzima es capaz de romper
enlaces caracterlsti eos de lignina.

El trabajo con subestructuras de lignina ha permitido
seleccionar microorganismos con capacidad ligninolltica,
facilitado el estudio de mecanismos de biodegradacién y la
basqueda de actividades enzimaticas especificas. Generalmente se
utilizan compuestos modelo diméricos cuyos residuos se encuentran
unidos entre si mediante alguno de los enlaces caracteristicos de
la lignina. ElI empleo de estas estructuras sintéticas permite
estudiar en detalle no s6lo la ruptura del enlace, sino también
otras reacciones relacionadas, tales como desmetoxilaciones,

ruptura del anillo aromatico y modificacién de la cadena
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alifatica. Justamente el uso de dimeros permitido descubrir la
peroxidasa de Qlignina en P. cbrysosporiam y dilucidar su
mecanismo de accion (Kirk y Farrell, 1987; Tien, 1987).

Se han realizado algunos estudios con respecto a la
capacidad de actinomicetes de degradar compuestos modelo de
lignina. La mayor parte de ellos se ha Jlimitado al uso de
compuestos aromaticos simples, y son escasos los trabajos en que
se ha ensayado la. accidén de las bacterias filamentosas sobre
estructuras diméricas. Las especies con las cuales se han
efectuado dichas estudios incluyen a S» viridosporas T7A, S.
setonii, S. albalas 321, S. nigri faciens, S. vertidllatus y S.
sioyaensis F'5. También se han publicado algunas investigaciones
en esta area con cepas de St-reptomyces identificadas a nivel de
género solamente (Sutherland y cois.,b1981; Crawford y Olson,

1978). S. setonii, S, nigrifaciens y S, vert-icillatas son los

¢micos microorganismos en los cuales se ha estudiado la
degradacién de algunos &acidos feni lpropanoieos. S. nigrifaciens
hidroxila el acido cumarico a acido cafeico, el cual es

metabolizado a través de acido protocatecuico (Nambudiri y Bhat,
1972). Se encontré que S. setonii metabol iza los acidos fer¢tlico,
cinamico y cumarico a compuestos alifaticos a través de las vias
clasicas descritas para bacterias Gram negativas (Sutherland vy
cois., 1983). Especificamente, el &acido cinadmico es convertido a
benzaldehldo, el cual es oxidado a acido benzoico para luego ser
convertido a catecol . A su vez, los &acidos cumarico y Tfer¢ilico
son transformados a p-hidroxibenzaldehi do y vanillina,
respectivamente, los que son oxidados para ser luego convertidos
a acido protocatecuico por hidrox ilaci é6n o desmetox ilaci¢in. Por
su parte, S. vertidllatas convierte el Aacido cinamico en

cinamamida (Bezanson y cois., 1969).
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En todos los deméas actinomicetes se ha estudiado
exclusivamente la metabolizacidén de acidos benzoicos. Se ha
visto, por ejemplo, que S. albulas 321 degrada los A&cidos

benzoico, vanillico, y m- y p-hidroxibenzoieos convirtiéndolos a

compuestos al ifaticos por acciéon de dioxigenasas especificas

(Sutherland y cois., 1981). S. sioyaensis P5 metaboliza |los
acidos vanillico y p-hidroxibenzoico del mismo modo. S.
viridosporus T7A cataboliza los acidos benzoico y

m-hidroxibenzoico. Ninguna de estas tres cepas nombradas es capaz

de degradar 1los acidos veratrico y m- 0 p-anisico (Sutherland vy

cois., 1981). También se ha demostrado que S. setonii metaboliza
fenol (Antai y Crawford, 1983), veratrol (Sutherland, 1986) y
acido vanillico (F"ometto y cois., 1981) a catecol . Por otra

parte, S. viridosporus T7A oxida vanillina a &cido vanillico

(Pometto y Crawford, 1983). En esta misma especie se purifico

parcialmente una aldehido oxidasa intracelular que oxida
benzaldehido, vanillina vy veratraldehido, entre otros, a |los
acidos correspondientes (Crawford y cois., 1982). Algunos de los

acidos formados son pdsteriormente degradados, mientras otros se
acumulan en el medio de cultivo (Crawford y cois., 1982).
Aparentemente esta enzima no esta involucrada en la
sol ubi 1lizacién de lignocelulosa (Deobald y Crawford, 1987).

La accidén de estas bacterias filamentosas sobre
compuestos modelo de lignina diméricos soO6lo ha sido ensayada
escasamente. Se ha descrito que S. viridosporus oxida la
dehidrodivanill ina (que contiene un enlace bifenilo) al acido
correspondiente y aparentemente éste es degradado poOsteriormente
a través de una via metabdlica desconocida (Crawford y cois.,
1981). El otro trabajo publicado en esta materia se refiere a |la

degradacidon de un compuesto tipo P-0-4 por esta misma cepa
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(Craw-ford y cois., 1983a) . Esta ocurriria en virtud de una
P-eterasa, aunque como se indicé mas arriba, estos datos no han
podido ser can-firmados (Deobald y Craw-ford, 1987). Recientemente
aparecio en la literatura que S. cyaneus degrada un dimero de
estructura P-0-4 no -fendlico a través de una ruptura entre los
carbonos al-fa y beta, si bien ésta constituye wuna comunicacion

preliminar (Zimmermann y cois., 1988).

El objetivo general de este trabajo de tesis es hacer un
aporte al conocimiento del papel de las bacterias en la
biodegradacion de la lignina. Como una aproximacion inicial se
analizé la versatilidad metabdlica de la bacteria -filamentosa
Streptomyces viridosporus T7A utilizando compuestos modelo de
lignina sintéticos de bajo peso molecular, en un intento por
encontrar enzimas responsables de la liberacion de AF'PL. Al mismo
tiempo, se estudid la accidén de cepas bacterianas aisladas de la
naturaleza sobre este sustrato soluble, lo que constituye

trabajo inédito a la -fecha.



MATERIALES Y METODOS.

MATERITALES

1.— Material bioldgico.

1.1.— Cepas microbianas.

Streptomyc.es viridosporus T7A (Antai y Crawford, 1981): gentileza
del Dr. D.L. Craw-ford, Navarre, Min., E.E.LJ.U. Pseudomonas
putida KT2440 (Franklin 'y cois., 1981): gentileza del Dr.
D. Helinski. La Jolla, Cal., E.E.U.U. Pseudomonas aeruginosa 1161
(Hosoya y Tomikuza, 1984): gentileza del Dr. 1.C. Gunsalus,
University of Illinois., E.E.U.U. Pseudomonas aeruginosa 2A, E4 vy
2Ata: gentileza del Dr. 0. Gran, La Plata, Argentina. Pseudomonas
fluorescens Biovar 1 Ai y Pseudomonas acidovorans Da -fueron
aisladas en el Laboratorio. Salmonel 1a typhi <pR=>): gentileza
del Dr. A. Mendoza, Hospital de Infecciosos, Santiago, Chile. Las
cepas 14FA, 2CH, 13S vy 3A fueron aisladas en fracciones de
lignina kra-ft en el Laboratorio por A. Merino. Ganoderma
appl anat-um: gentileza del Dr. E. Agosin, Instituto de Nutricién y
Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Chile, Santiago,

Chile.

1.2.— Proteinas.

Pero;-: idasa de lignina de Phanerochaete chrysosporium BKM F-1767:
gentileza del Dr. T.K. Kirk, Forest Products Laboratory, Madison,
Wisconsin, E_.E.U.U. Lisozima fue comprada a Boehringer, Mannheim,
Alemania. Ovoalbumina fue adquirida en Sigma Chemical Co., St.

Louis, E.E.U.U. Quimotripsinégeno-A fue adquirido a Worthington
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1.3. — Sustratos bioldgicos.

La paja de trigo wutilizada <como Tfuente de 1lignocelulosa fue
donada gentilmente por el del Dr. 6. Pichard, Fac. de Agronomia,
Pontificia Universidad Catdélica de Chile, Santiago, Chile.
Lignina kraft fue obtenida a partir de licor negro, gentileza de
Celulosa Arauco y Constitucion, Chile. Galacto-manano (de locust
bean gum) se obtuvo de Sigma Chemical Co. , St. Louls, E_.E.U.U.
Xilano (ex larch sawdust. pract.) se adquirid en Koch-Light Lab,
Coinbrook, Bucks, Inglaterra. Arabino-galactano (reinst, 95 %) se

obtuvo de Serva GMBH & Co., Heidelberg, Alemania.

1.4. — Medios de cultivo.

Extracto de levadura se obtuvo de Bethesda Biological
Laboratories, Maryland, E.E.U.U. Triptona se adquiridé en LabM,
Londres, Inglaterra. Agar malta se obtuvo de Difeo Lab., Detroit,

E.E.U.U. Agar-agar se adquirio en MIDESA, Santiago, Chile.

2_.- Reactivos.

2.1. Reactivos generales.

De Merck, Darmstadt., Alemania, se adquirieron el tartrato de

amonio, dodecilsulfato de sodio, cloroformo, metanol , etanol,

dioxano e isopropanol. De Riedel de Haen, Hannover, Alemania, se

obtuvieron el éter etilico, N,N’-dimetilformamida, fosfato basico

de potasio y fosfato dibasico de potasio. De Sigma Chemical Co.,

MI, E_.E.U.U., se obtuvo 2,2- dimeti lsuccinato, acido
ni triloacético, Trizma base, EDTA y cloruro de litio. De Aldrich

Chemical Co., WI, E.E.U.U. se adquirio paladio y acido
transaconitico. De Arquimed, Santiago, Chile, se obtuvieron la

acetona y el cloroformo. De Michelson, Santiago, Chile, se obtuvo

éter etilico. De Sudelab, ~
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di elorametano. De Distribuidora Cientifica, Santiago, Chile, se

obtuvo el cloroformo para el fraccionamiento de la lignina kraft.

2.2. Compuestos aromaticos.

Guaiacol, desoxianisol na, desoxibenzol na, acido 1,2-difenil-
<l
propenoico < x-Fenilcinamico) , ani sal dehi do, benzaldehido, alcohol

anisico, aldehido anisico, acido benzoico, catecol, acido
cafeico, acido cinamico, 2,3-, 2,4-, 2,5-, 3,4-
dihidroxibenzaldehidos, acidos 2,3-, 2,4-, 2,6-, 3,5-
dihidroxibenzoicos, 2,2 dimetoxi-2-fenilacetofenona, acido
feriilico, acido gentisico, acido p-hidroxibenzoico, acido

protocatecuico, acido siringico, &cido 2,3,4- trihidroxibenzoico,

alcohol vanillico, vanillina, acido vanillico, alcohol
veratrilico, veratral dehi do, acido veratrico, 4,4 bifenol y
3,3’dimetoxibifenilo se obtuvieron de Aldrich Chemical Co., WwI,

E.E.U.U. Acido galico y acido 3-0-metil galico fueron obsequiados
por el Dr. Kent Kirk de Madison, Wisconsin, E_.E.U.U. Aducto de
glicina fue sintetizado por R. Vicufia en el laboratorio del Dr.
Kent Kirk de Madison, Wisconsin, E_E.U.U. Azul de Remazol (o
61200, Reactive Blue 19) vy siringaldacina provinieron de Sigma
Chemical Co., St. Louis, E_.E.U.U. De Calbiochem-Behring Corp.,

CA, E.E.U.U. se obtuvo tiamina-HCI.

2.3. Reactivos utilizados en los analisis quimicos.

2.3.1. Reactivas utilizados en el anéalisis de carbohidratos:
Inositol se obtuvo de Matheson, Coleman & Bell, NJ, E.E.U.U.
Galactosa, glucosa y maltosa se obtuvieron de Merck, Darmstadt,
Alemania. Arabinosa, fructosa, mafiosa, ribosa y xi losa se
obtuvieron de Fluka A.G. Buchs SG, Suiza. Borohidruro de sodio

fue comprado a Aldrich Chemical Co., wi, E_.E.U.U. Anhidrido
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acético se adquiridé a Merck, Darmstadt, Alemania.

2.3.2. Reactivos utilizados en la tioacidoli sis:
De Merck, Darmstadt, Alemania, se adquirio etanotiol, trifluoruro

de boro-eterato y benzofenana, todos de pureza para sintesis.

2.4. Reactivos usados en experimentos genéticos.

De Bio Rad, CA, E.E.U.U., se obtuvo azul de bromo-fenol. Acido
nalidlxico, bromuro de etidio, kanamicina, mitomicina C,
novobiocina y tetraciclina -fueron obtenidos de Sigma Chemical
Co., St_.Louis, E.E.U.U. Agarosa para electroforesis fue adquirida

a Seakem, Rockland, ME, E.E.U.U.

3.— Material cromatografico.

Si lica gel 60 en polvo y Silica gel 60 Fas-sa en placas de alumnio

de 20 x 20 cm fueron compradas a Merck, Darmstadt, Alemania.
Sephadex G-50 fue adquirido a Pharmacia Fine Chemicals, NJ,
E.-E.U.U.

4.— Misceléaneos.

Pelicula Polaroid tipo 55 (50ASA/18DIN) fue adquirida en Polaroid
Corp., MA, E_.E.U.U. Pelicula en placa fue adquirida en Agfa
Gevaert, Santiago, Chile. Papel fTiltro Whatman N'"1, fue comprada
a Whatman, Inglaterra. Filtros desechables con membranas de
0,45 p de diametro fueron adquiridos a Millipore Corp., MA,

E_.E.U.U. y a Schleicher y Schuli, Dassel, Alemania.



METODOS.

1.— Manejo de microorganismos.

1.1.- Bacterias no filamentosas.

1.1.1»- Aislamiento y cultivo de cepas.

Se recogieron muestras de madera en descomposicion,
suelos hCtmedos, diversos efluentes de plantas de celulosa y de la
capa vegetal de bosques nativos como fuente potencial de
microorganismos. Estas muestras se cultivaron en un medio minimo
salino denominado "Ksal "™ <Sal kinoja-rSalonen y cois., 1979)
conteniendo un sustrato aromatico apropiado como ¢mica Ffuente de
carbono. ElI medio "Ksal'™, ajustado a pH 6,7, esta compuesto por
2,0 g de NHUC1 , 2,1 g de KHaPCU, 3,8 g de KaHPCUx3HaO,

0,.— g de MgS0™;7Hs>0 y 0,1 g de NaCl por litro de solucidéon. Este
medio de cultivo fue suplementario con un volumen apropiado de una
solucidén stock 1000 que contiene 0,6 mg/ml de sulfato férrico,
0,2 mg/ml de sulfato de cinc, 0,2 mg/ml de sulfato de cobre,
0,2 mg/ml de sulfato de manganeso y 0,2 mg/ml de sulfato de
cobalto <Mateles y cois., 1967).

Mediante traspasos sucesivos en el medio liquido descrito
se enriquecid la poblacién en cepas que utilizaron el sustrato
escogido en forma mas eficiente. El paso siguiente consistido en
sembrar el cultivo primario en placas con medio rico Luria 1 x
(que contiene 5 g de NaCl, 5 g de extracto de levadura y 10 g de
triptona por litro de soluciodn), de modo de obtener colonias
aisladas. Con el fin de determinar si las colonias aisladas eran

capaces de utilizar el sustrato aromatico como ¢mica



carbono, dichos cultivos puros -fueron nuevamente inoculados en el
medio minimo conteniendo el mismo compuesto en estudio.

Los cultivos fueron incubados a 30“C con agitacion vy el
crecimiento bacteriano se determind por densidad o6ptica a 600 nm

en un espectrofotdmetro Varian Techtron modelo 635.

1.1.2.- Mantencidn de cepas.
Las cepas aisladas fueron mantenidas en glicerol 50 7. a
-20"G o en agar blando a 4"C, lo cual permite que las cepas

permanezcan viables durante al menos 6 meses.

1.1.3.- Ildentificacion de cepas.
Las cepas en estudio se identificaron a nivel de género
luego de someterlas a diversas pruebas. Los criterios

fundamentales utilizados para ello fueron : tincion de Gram,

visualizados al microscopio electrénico de transmisidén segan la
técnica descrita en la seccidon 8.2. de Materiales y Métodos. La
identificacidéon se realizé con la col aboraci. 6n de Inés Calderon,

Lab. de Microbiologia de esta Facultad.

1.2.- Bacterias -filamentosas.

1.2.1.- Cultivo de Streptomyce-s viridosporus T7A.
El medio de cultivo empleado (Crawford, .1878) consistio
en una solucidén tamponante salina que contenia 0,02 7. de NaCl,

7,1 ce k-HsaPO* y 0,4 7. de K”™HRO™x7Ha:0) , suplementada con
CaCl ssczisiQ 0,005 A y MgSD™x7Hs>0 0,02 7 y un porcentaje



variable de extracto de levadura, sego6n loe requerimientos del
experi menta.

Los cultivos liquidos de S. viridosporas T7A -fueron
incubados a 37°C con agitacidon rotatoria. La medicion del
crecimiento del microorganismo se di-ficulta por la -formacion de
micelios, por lo cual no se determind crecimiento en forma
rutinaria. En algunos experimentos se cuantifico el crecimiento
mediante determinacion de peso seco, filtrando el cultivo a
través de membranas de 0,45 I\ de diametro o de filtros de Tfibra
de vidrio G/F prepesados. El uso de filtras de fibra de vidrio
resultd ser mas conveniente, puesto que son de mas facil manejo.

Las membranas con micelio se secaron en estufa a 80°C hasta peso

constante.
1.2.2. - Mantencion de la cepa.
El cultivo de S. viridosporus se mantuvo en agares
extendidas de medio de cultivo Luria 1 x. Se sembraron en

superficie y se incubaron los cultivos a 37"C hasta formacion
abundante de esporas de color blanco o verdoso <48-72 hrs). Los

cultivos se traspasaron cada 2 a 4 semanas y se guardaron a 4DC.

1.2.3. - Preparacion de inoculos.
Se agreg6 agua previamente esterilizada a tubos con

cultivos del actinomicete sobre agar extendidoy se raspo

suavemente la superficie del cultivo conun asa, de modo de
desprender las esporas. Se utilizaron tres modalidades de
inéculo:

a) Se adiciond directamente un volumen medido de la

suspension (D.0.&oo r>m=0,3) de esporas en agua correspondi ente a

un décimo del volumen final del medio de cultivo que contiene el



sustrato aromatico y un determinado porcentaje de extracto de
levadura (0, 1-0,3 V).

b) Se incubdé un volumen de la suspensidn de esporas con 9
volumenes del medio de cultivo conteniendo 0,3 \. de extracto de
levadura a 37°C con agitacion durante 24-48 hrs hasta formaciodn
abundante de micelio. Se adicionaron 0,1 mi de la suspensidon de
micelios sobre 10 mi del medio de cultivo descrito conteniendo
también 0,3 V. de extracto de levadura vy el sustrato aromatico
elegi do.

c) En cultivos sobre lignocelulosa, 0,1 mi del indculo de
micelios se transfirieron sobre 100 mg de lignocelulosa
previamente esterilizada y se incubd sobre este sustrato solido
durante 96 hrs a 37“C en forma estacionaria. Al término de esta
preincubacién se agregaron 10 mi de medio de cultivo,
suplementado con 0,3 V. de extracto de levadura y el sustrato a
ensayar. Luego se continud la incubacidén con agitacidéon a 37“C por

el tiempo deseado.

1.3.— Basidiomicetes.

1.3.1.- Cultivo de Ganoderma applanatum.

Se observé que cultivos puros de G. applavatum se
desarrollan bien en un medio Qliquido agitado a unas 200 rpm
durante alrededor de 8 dias y mantenido entre 25 y 30“C <S. Rios,
comunicacion personal). ElI medio de cultivo utilizado esta basado
en el medio descrito para P. cbrysosporium (Kirk y cois., 1978) vy
contenia el tampén 2,2 dimetilsuccinato 10 mM, pH 4,5, KHsFO*
1,4/ mM, MgSo~x7H=0 2,03 mM, CaClas<2HatO 1,0 mM, suplementado
con 1,0 mi de una solucidén de minerales y 0,5 mi de una solucidn

de vitaminas por litro de cultivo. Se adicionaron también glucosa



al 1,0 7 y alguna -fuente de nitrégeno (aminoacidos o tartrato de
amonio) a una concentraciéon final 3 mM de nitrdégeno. La mezcla de
minerales contenia 15 g de &acido nitriloacético, 30 g de
MgSCUX7H=»G, 5 g de MnSO*x7H=*0, 10 g de NacCl, 1,0 g de
FeS0*x7H=»0, 1 g de CoSCU, 1,0 g de CaCl», 1,0 ¢ de
ZnSCUx7H»0, 0,1 g de CuSCU, de A1K <SCU) ax12H»0, de HrsBO.=*

y de NaHoO”x2H=0 por litro de solucidon. La mezcla suplementaria

de vitaminas contenia 2,0 mg de tmiotina, 2,0 mg de acido Tfolico,
5,0 mg de tiamina-HCI, 5,0 mg de riboflavina, 10 mg de
piridoxina-HCl, 0,1 mg de cianocobalami na, 5,0 mg de acido
nicotinico, 5,0 mg de pantotenato de calcio y 5,0 mg de acido

p-aminobenzoico por litro de solucion.

1.3.2.- Mantencién de la cepa.
G. applanatam fue mantenido en placas de F"etri con agar
malta (15 g/1) a 40C, condicidn en la cual se mantuvo viable

durante al menos varias semanas.

1.3.3.- Preparaciéon de inéculos de G. applanatam.

Se prepararon indculos raspando la superficie de la placa
con un asa estéril, de modo de arrastrar los micelios. Esta
manipulacion resulté mas eficiente al sacar los micelios con una
capa muy delgada de agar. Los micelios <crecidos en una placa
fueron transferidos a tubos estériles que contenian 10 mi de agua
destilada vy balitas de vidrio. Se agitaron los tubos
exhaustivamente en vortex hasta observar la formacién de una
suspension homogénea turbia de micelios -fragmentados. Los
cultivos se inocularon con alicuotas de 1,5 mi de esta suspension

recién preparada por cada 125 mi de medio.



2.— Preparacién de sustratos.

2.1.- Sustratos preparados por sintesis quimica.

Las estructuras de todos los compuestos modelo utilizados
en este estudio se muestran en la Figura 2. La sintesis del
aducto de glicina (Xvl) se realizé segan método previamente
descrito (Tien y cois., 1987). Los compuestos diméricos con
estructura del tipo 1,2 diarilpropano (F-D 1,2-bis
(4-metoxi feni 1) -3—hidroxipropanona o hidroximetil desox iani soi na
(HMDA, XX1) vy 1,2-bis (4-metox ifeni 1) -propano-1,3-di ol (HtiRDA,
XXVII1) fueron sintetizados segon el protocolo descrito (Kirk vy
Nakatsubo, 1983) .

Los compuestos modelo con estructura de tipo arilglicerol
-P-ariléter (P-0-4) fueron sintetizados de acuerdo al método de
Landucci (Landucci y cois., 1981) y Adler (Adler y cois., 1952).
El compuesto XXXIlI es un intermediario de la sintesis de los
compuestos de estructura P-0-4. La sintesis de estos compuestos
modelo fue realizada en el laboratorio de Quimica Organica de la
Facultad de Quimica de esta Universidad a iniciativa de nuestro
grupo de investigacion, representando ésta la primera experiencia
en nuestro pais en la sintesis de este tipo de estructuras.

Se prepararon también derivados reducidos de siete
compuestos modelo, mediante los procedimientos que se resumen a
continuacion:

Mediante reduccidén con NaBH” a temperatura ambiente en
tetrahidrofurano con 10 V. de etanol se obtuvieron hidrobenzoina
(XX1V), desoxihidroxibenzolna (XXV), hidroanisolna (XXVD) y
desoxihidroxianisol na (XXVILD), a partir de Dbenzolna Xvin),

desoxi benzol na (XVI11), anisolna ((XIX) y desoxianisolna (XX),



Figura 2:

utilizados.
del texto.

Estructuras moleculares de compuestos modelo
Los nombres correspondi entes se encuentran
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respectivamente. Por otra parte, el acido 2,3 difeni lpropanoi co
<XX1X) se obtuvo por hidrogenacion catalitica con Pd bajo presiodn
del acido e—feni 1lcinamico (2,3 di feni lpropenoico, XXXVIT)
(Gonzéalez, 1988).

Los compuestos 1-(3-metoxi-4-hidroxifeni 1l)- 2- (4-metoxi
«fenoxi )-propano-1,3~diol , XXXT11) y el 1-(3, 4-di metoxi feni 1)
-2-((4-metoxifenoxi )-propano-1,3-diol (XXXIV) -fueron sintetizados
mediante reduccidn con NaBH-» a partir de los dimeros oxidados
correspondientes : 1-(3-metox i-4-hidrox i-fenil)-2- (4-metox ifenox i)
—3-hidrox ipropanona (XXX) y la 1-(3,4-dimetoxi fenil)-2-(4-metoxi -
fenoxi) -3-hidroxi propanana (XXX1) . Estos compuestos son
denominados comunmente guaiaci 1glicerol-F- guaiaciléter o GGGE
XXXT1) y veratrilglicerol-P- guaiaciléter o VGGE (XXX1V) .
Asimismo, sus analogos oxidados se designan con la abreviatura

GGGEox (XXX) y VGGEox (XXX1), respectivamente.

Debido a su escasa solubilidad en agua, se prepararon
soluciones stock de los compuestos modelo diméricos en
dimetilformamida, a razén de 400 mg/ml. En general, estos

compuestos fueron utilizados como sustrato a una concentracion
final de 1 mg/ml, obtenida por dilucion directa de una alicuota
de la solucidén orgéanica en el medio de cultivo previamente
esterilizado. Las soluciones stock fueron mantenidas a -20"C.

Se prepararon habitualmente soluciones stock de los
compuestos monoméricos en el medio Ksal (50 mM) , adicionando NaOH
1 N gota a gota hasta neutralizar y solubilizar totalmente estos
sustratos. En general se diluyeron a una concentracion final de
5 mM, salvo indicacidn contraria. Las soluciones stock fueron

esterilizadas por filtracidén y guardadas a 4DC.
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2.2.- Sustratos preparados por extraccion y purificacion.

2.2.1. - Lignocelulosa de paja de trigo.

La paja de trigo cortada en trozos de 0,25-2,0 mm Ffue
sometida al siguiente proceso de extracciéon (Crawford y Crawford,
1976) en un aparato Soxhlet con el fin de eliminar componentes
solubles de bajo peso molecular: i) dos extracciones con
tolueno-etanol 1:1, por 4 hrs; 1ii) lavado con etanol puro hasta
obtencién de solvente reflujado incoloro; iii) extraccidon con
agua hasta obtencidon de liquido incoloro. La 1lignocelulosa

obtenida fue secada a 50“C y homogeneizada ligeramente en un

mortero.
2.2.2. - Fraccionamiento de lignina kraft.
El licor negro, fuente de la lignina kraft utilizada en
esta tesis, fue acidificado con el fin de precipitar los

oligomeros derivados de la lignina. Para ello, 150 mi de licor
negro se diluyeron con 300 mi de agua, se agregaron 32 mi de
cloroformo Whaler., 1975) y se acidificé a pH 1,0-1,5 con A&cido
clorhidrico bajo agitacidén constante. Luego se filtro a través de
papel Whatman 1 y se seco el residuo so6lido a 50“C. El
rendimiento promedio fue de aproximadamente 20 g de lignina
kraft.

El solido obtenido fue fraccionado segin el protocolo
descrito para la purificaciéon de este sustrato (Lundquist y Kirk,
1980). Dicho procedimiento consiste en una serie de extracciones
que se detallan a continuacion. Se disolvieron 10 g de soé6lido en
60 mi de agua, 135 mi piridina y 15 mi acido acético, se
transfiridé la solucién a un embudo de decantacidon y se extrajo

con 270 mi de cloroformo. La fase organica resultante se extrajo
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a su vez con una "-fase acuosa™ previamente saturada (preparada
mezclando nuevamente 60 mi de agua destilada, 270 mi de
cloroformo, 135 mi de piridina y 15 mi de &cido acético). Se

descartd la fase acuosa y se evaporo la fase organica hasta
reducir el volumen a unos 100 mi. Luego se agregéo 1,0 litro de
éter etilico a la fase organica concentrada, se homogeneizdé bien
y se filtro a través de papel Whatman 1, recogiéndose la fracciodn
soluble en éter (FSE) en el filtrado y la fraccion insoluble en
éter (FIE) como residuo so6lido en el filtro. La FSE se evaporéd
hasta obtener un residuo semisélido y la FIE se secé totalmente,
obteniéndose un polvo oscuro luego de homogeneizar en un mortero.

Se prepararon soluciones stock (25 mg/ml) de ambas
fracciones. Con este fin se disolvieron en NaOH (0,25 N y 0,1 N
para la FSE y la FIE, respectivamente). Luego de diluir con un
poco de agua, se agreg6 H3P0O* gota a gota bajo una agitaciodn
vigorosa hasta pH 11,3 en el caso de la FSE y pH 9,0 para la FIE
y se ajusto al volumen deseado. Las soluciones stock se filtraron
a través de papel Whatman 1 y luego se esterilizaron por
filtracién a través de membranas de 0,45 p de diametro de poro.
En la mayoria de los ensayos las FSE y FIE fueron utilizadas a
una concentracion final de 2,5 mg/ml.

Las soluciones stock obtenidas se mantuvieron a 40C vy

fueron estables durante al menos 6 meses.

2.3.— Sustratos preparados biologicamente.

2.3.1.- Obtencidén de APPL en medio liquido.
Los APPL en medio liquido se prepararon a partir de
cultivos de S. viridosporas T7A sobre lignocelulosa en la forma

descrita en la secciéon 1.2.3.C de Métodos, omitiendo la adicion
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de un sustrato aromaticd exogeno.

2.3.2. -Cuantificaci 6n de AFF'L en medio liquido.

En aquellos experimentos en que se incubé S. viridosporus
T7A en presencia de 1lignocelulosa y de algdin compuesto modelo, se
determiné ademas la cantidad de AFFL -formados. Para ello se
sacaron alicuotas de 2 mi del medio de incubacidén, se filtraron a
través de papel Whatman 1, se acidificaron muestras de 1 mi de
filtrado con 20 pl de H=»S0™ 12 M, se dejaron reposar durante
3 hrs y se determind su absorbancia a 600 nm, homogeneizando

previamente en vortex (Crawford y cois., 1933).

2.3.3. - Obtencidén de AF'PL en medio sélida.

Be prepararon AFFL a partir de 1lignhocelulosa purificada
de paja de trigo segb6n esta descrito (Crawford vy cois., 1983).
Las botellas de 500 mi con 2,5 g de 1lignocelulosa cada una, las
cuales fueron colocadas destapadas en autoclave a 120“C durante
una hora para disgregar algunas estructuras labiles con el fin de
facilitar la penetracidén posterior de las hifas de la bacteria
filamentosa al sustrato y Jluego esteri lizadas nuevamente en
autoclave (tapadas). La 1lignocelulosa hdomeda y estéril de cada
botella fue inoculada con 25 mi de cultivo de S. viridosporus T7A
incubado previamente durante 48 hrs, como estid descrito en la
seccion 1.2.3. En seguida se hizo rodar cuidadosamente cada
botella en el mesén, con el fin de repartir homogéneamente la
preparacién de lignocelulosa y de micelios en la mayor superficie
posible. Finalmente se incubaran las botellas en un bafio hdmedo a

37“C durante 2-6 semanas o el tiempo indicado en el experimento.



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
determindé la pérdida de peso seco de la 1lignocelulosa 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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3.- Analisis de productos metabdélicos de bajo peso molecular.

3.1. — Anélisis espectro-fotométrico.

Las alicuotas retiradas de los medios de cultivo -fueron
diluidas a una absorbancia apropiada y luego se determind su
espectro de absorcidn entre 200 y 400 nm en un espectro-fotdometro
Shimadzu UO-visible conectado al registrador Shimadzu Graphic
Printer PR-1 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japoén). En algunos casos,
las muestras extraidas y secadas fueron resuspendidas en 1 mi de
agua destilada y analizadas en el espectrofotometro. Se  hicieron
registros de los espectros tanto en medio neutro como en medio
alcalino (espectro de ionizacién), es decir, inmediatamente
después de agregar una gota de hidroxido de sodio 1 Na 1la cubeta

de lectura (Kirk y Adler, 1970).

3.2. - Cromatografia en capa fina (TLC).

El analisis de las muestras mediante TLC y HPLC se
realizé retirando alicuotas de 1 mi de los medios de cultivo, las
cuales fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 5 min en una
centrifuga Beckman para tubos Eppendorff. Los sobrenadantes
obtenidos fueron acidificados a pH 1,0-2,0 con acido clorhidrico
concentrado, extraidos dos veces con un volumen de éter etilico y
finalmente la fase organica se evapord a sequedad. Los extractos
etéreos fueron resuspendidos en 20 pl de éter etilico y aplicados
sobre placas de silicagel de 4x4 cm (Silica Gel 00E-254, Merck,
Darmstadt).



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.

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

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



alta presion con gradiente (System 41. Gradient Analytical HPLC,
Gilson, Middleton, Wis.) conectado a un detector HM/HPLC 'y un
integrador 3380A, de Hewlett-Packard iPalo Alto, Cal.). Se

utilizo una columna Ultrasphere 0ODS Cie de fase reversa de Vydac

(Hesperia, Cal.). Las muestras inyectadas fueran separadas
mediante una gradiente de metano!/agua. La concentracidon de
metano! fue de 20 7. durante los primeros 5 min, luego fue

aumentada gradualmente de 20 a 40 7. en el transcurso de 5-14 nmin
y se mantuvo en 40 7. hasta los 32 min; luego se disminuy6é a 20 7.
en el minuto siguiente, permaneci endo estacionaria en 20 7. entre

los 33 y 45 min.

3.4. - Resonancia Magnética Nuclear <NMR>.

Los analisis mediante resonancia magnética nuclear se
realizaron en un aparato Bruker Spectrospin de! Forest Products
Laboratory, Madison, Wis. Se utilizé cloroformo deuterado como
solvente, tanto para los espectros con 1ia:C como para los de *H.

El espectro de t< fue realizado a 62,89 MHz vy a 303"K. El
analisis con IH fue hecho a 250,13 MHz y 303“K.

3.5. - Espectrometria de Masas (M.S.).

Para el analisis por espectrometria de masas del
compuesto purificado producido por S. viridosporas T7A se utilizé
el espectroémetro Finnigan MAT 4510 (Finnigan, San José, Calif.)

del Forest Products Lab.,



3.6.- Espectros Infra-rojo (1.R.)

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.

4.- Analisis quimicos de productos metabdélicos de alto peso

molecular.

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

Se realizé un analisis cuali y cuantitativo de |los
hidratos de carbono presentes en la 1ignocelulosa 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



incubacion y alicuotas de 20 mi (50 mg) de los sobrenadantes
liofilizadas a sequedad.

Con el fin de calibrar el método se prepararon dos
mezclas de los <cinco monosacaridos estandares que fueron
procesadas en forma i1déntica a las muestras. Se escogieron dos de
las mezclas sugeridas en el método de referencia. La mezcla "1¢
contenia 135,0 mg de glucosa, 8,75 mg de xilosa, 4,5 mg de
mafiosa, 0,88 mg de arabinosa y 0,5 mg de galactosa. La mezcla “2¢
contenia 107,5 mg de glucosa, 18,0 mg de xilosa, 16,0 mg de

mafiosa, 5,75 mg de arabinosa y 2,25 mg de galactosa.

4.1.2.- Preparacion de acetatos de alditoles.
La preparacion de los acetatos de alditoles consté de las

siguientes cinco etapas:

a.- Hidrolisis.

Se colocaron 45 mg de cada muestra en un tubo coénico de
vidria, se agregaron 0,75 mi de H=»SCU al 72 %., se homogeneizd
con una pipeta Pasteur sellada y se incubé6 durante 1 hr en un
bafio a 30“C agitando ocasionalmente. Al término de la incubacién,
las muestras fueron transferidas cuantitativamente a un vaso
precipitado de vidrio de 100 6 250 mi lavando con 21 mi de agua
destilada y se calentaron al autoclave a 19 psi y 120“C durante

30 min.

b.- Neutralizacion.

Las muestras fueron enfriadas a temperatura ambiente, se
les agreg6 2,5 mi de una solucién estandar de inositol 1 7y
lentamente se les adiciond 1,05 g de CaCOas <1,4 g de CaCOas por

cada mi de H=»S0~ agregado inicialmente) . EIl CaCOa* fue



sedimentado por
Beckman, durante
papel Whatman 1
sedimento -fue

recogiéndose el

c.- Reducciodn.

El filtrado se vertidé en un baldn, se agregaron 80 mg de
NaBH* agitandose ligeramente y se dejo durante 1,5 a 2 hrs bajo
campana a temperatura ambiente con agitacidon ocasional. Luego se
agregd acido acético glacial gota a gota hasta que cesara Ila
evolucion de gas y el liquido se volviera transparente. La mezcla
fue evaporada en un rotavapor Biuchi KRv 65/45 a una temperatura
del bafio no superior a 40°C hasta dejar un residuo de unos 5 mi.
Enseguida se agregaron 10 mi de metanol y se evaporo la mezcla.
Se adiciond metanol nuevamente y se evaporo a sequedad.
Finalmente se sec6 durante 15 minutos en estufa a 105“C.

Es indispensable completar el protocolo hasta esta etapa
en forma continuada, puesto que los compuestos reducidos formados

son inestables en solucién.

d.- Acetilacion.

El producto de la reduccidén fue acetilado agregando
7,5 mi de anhidrido acético y 0,5 mi de acido sulfurico
concentrado bajo campana. La mezcla fue incubada en un bafio a

55“C durante 1 h agitando suavemente hasta disolver completamente



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 65aC. 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.

4.2.- Tioacidolisis.

La tioacidoli si5 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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4.2.3.- Analisis mediante cromatografia de fase gaseosa de
monémeros tioacidolizados.

El analisis de las muestras se realiz6é segln esta

descrito (Lapierre y Monties, 1986) en el propio laboratorio de

C. Lapierre, Thiverval-Grignon, Francia.

4_3.— Determinaciodn de azUlcares totales y reductores en celulosas

y hemicelulosas.

4_.3.1. - Determinacidon de azucares totales.

Para la determinacidén de azuUcares totales en muestras de
celulosas y hemicelulosas se utilizé el método del orcinol
<Rimington, 1940). El reactivo requerido para este analisis fue
acido sulfdrico 70 V. p/v al cual se adiciond 0,1 7. de orcinol. La
soluciodon transparente obtenida se guardo a 4“C en botella ambar.
Brevemente, el protocolo seguido fue el siguientes Se pusieron
los tubos de ensayo en agua con hielo y a cada tubo se agregaron
lentamente 5 mi del reactivo sobre 2 mi de la muestra diluida en
forma apropiada. Después de agitar los tubos en vortex se
colocaron en un bafio a 100"C durante exactamente 20 min. Luego se
enfriaron, se agitaron nuevamente y se determind su densidad
O6ptica a 425 nm en un espectrofotometro Spectronic 20. Para
cuantificar el contenido de azuUcares, se incluyé un blanco con
agua destilada y se hizo una curva de calibracién con glucosa en
el rango de 0,5-20,0 mg/ml de solucidn. Todas las determinaciones

se hicieron en duplicado.

4_.3.2. - Determinacion de azucares reductores.
La determinacidén de azlcares reductores se realizd segun

el método de Somogyi-Nelson que se basa en la capacidad del
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azacar para reducir el i6n cuprico a cuproso -formando un complejo
de arsenomolibdato coloreado <Nelson, 1944). ElI analisis requirio
de cuatro soluciones, a saber: Solucién A, que contenia 25 g de
Na=C03, 25 g de tartrato de Na-K, 20 g de NaHCO® y 200 g de
Na=iS0<* por litro de solucidn. La solucion B consto de
CuSo~x5H=0 al 15 V. acidi-ficado con 1-2 gotas de  HszSO-*
concentrado por cada 100 mi de solucidén. La solucidén C se preparo
al momento de usar mezclando 25 mi de solucién A con 1 mi de
solucién B. La solucién D se obtuvo disolviendo 25 g de
heptamolibdato en 450 mi de agua destilada y agregando después
25 mi de H2SU4 concentrado. Finalmente se agregaron 3 g de
Na=HAsOax7Hss0 en 25 mi de agua destilada y se a-for6 a 500 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.
4._4_— Determinacién de nitrogeno.

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.

5.- Analisis cromatografico y espectroscopico de materiales

de alto peso molecular.

5.1.—- Filtracién en gel.

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 0,6 a 1,0 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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determinando la migracion de proteinas globulares disueltas en
una solucidon 1 M de NaCl . Se utilizaron las siguientes proteinas:

ovoalbérni na <PM=45 kD) , quimotripsinégeno A <PM=ij24 kD) y lisozima
<PM=14 kD).

5.2.— Cromatogra-fia liquida de alta presion de APPL.

La distribucion de pesos moleculares de las muestras de
APPL -fue determinada también mediante el uso de un cromatégrafo
liquido HPLC Perkin Elmer Series 2 con una columna Shodex lon Fak
S-804/S (-formada por pal iestirenos sulfonados ramificados vy
di vini 1lbenceno). La columna fue acoplada a un detector UV Perkin
ElImer ajustado a 280 nm y un inscriptor Perkin Elmer 024. La
columna fue equilibrada con una solucién de NaOH 0,1 N vy LiCl

0,05 N. Se inyectaron volumenes de 0,5-2,0 pl de las muestras

resuspendidas en la misma solucidn, manteniéndose un Fflujo de
1,0 mI/min.

Se calibré la columna <con una serie de pululanos
(polisacari dos) de peso molecular conocido. Estos fueron

analizados mediante un detector de indice de refracciodn, puesto

que dichos polisacéari dos no absorben la luz ultravioleta. Se
prepararon soluciones stock de 5 mg/ml de dichos estandares, de
las cuales se inyectaran 15 pl en el croraatografo. Los pesos

moleculares y tiempos de retencidén de estos estandares en las

condiciones descritas fueron:
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Todos los analisis de HPLC utilizando la columna Shodex
lon Pak S-804/S -fueron realizados en el Lab. de Fisicoquimica de

Polimeros de la Facultad de Quimica de esta Universidad.

5.3.— Cromatografia liquida de alta presion de 1la fracciodn

soluble en éter de lignina kraft.

Se analizaron muestras de FSE de lignina kraft en un
cromatégrafo Shimadzu LC-6A acoplado a un inyector S/L-1A y un
detector Shimadzu SPD-0A UV ajustado a 280 nm. Las sefiales fueron
analizadas en un integrador Shimadzu Chromatopac C-R3A. Se
utilizé una columna de 4,6 mm x 15 cm C18 pBondapak. de 10 pm para
la separacion del material 1inyectado. La fase movil empleada fue
un sistema 1isocratico de agua : metanol (80:20) ajustado a un
flujo de 0,7 6 1,0 mi/min.

Con el fTin de aumentar 1la resolucidén en la separacidéon de
los diversos componentes de la FSE, previo a la cromatografl a
liquida de alta presidn se sub-fraccionaron las muestras mediante
una precolumna SEP-F"AK de 1,0 mi que contiene una Tase
estacionaria idéntica a la columna utilizada para el anéalisis de
la FSE, segun el procedimiento desarrollado por nuestro grupo de
investigacion (Goycoolea y cois.,1986). Brevemente, en estas
precolumnas se cargaron alicuotas de 1 mi y se obtuvieron cuatro
subfracciones al lavar dicha precolumna sucesivamente con
porciones de 1 mi de una solucidn al o, 10 20 y 50 7. de metanol
en agua. Cada uno de los lavados fue recibido separadamente.

Luego, éstos fueron acidificados a pH 1-2, extraidos dos veces
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con un volumen de éter etilico y evaporados a sequedad. Los
extractos -fueron resuspendidos en 50 pl de agua, 1inyectandose al

cromatografo alicuotas de 1-5 ul .

5.4. - Analisis espectrofotométrico de APPL.

Se registraron los espectros entre 350 y 250 nm, zona de
mayor absorciéon de los APPL, en soluciones de 0,08 mg/ml de APPL
en agua. Parte de los registros de la zona ultravioleta fueron
realizados en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 3B, LJV/VIS
acoplado a un registrador Perkin Elmer 561. En otras ocasiones se
determinaron también los espectros de APPL en un espectrofoté-

metro Shimadzu UV-160.

5.5. - Espectros de -fluorescencia de APPL.

Las mediciones de emision de fluorescencia de APPL se
realizaron en un espectrofotometro de fluorescencia Perkin Elmer
204-S acoplado a un registrador Perkin Elmer 023. Se empled6 una
fuente de poder de Xendon Perkin Elmer 150. Se utilizaron
soluciones acuosas de APPL a una concentracién de 0,083 mg/ml,
las cuales fueron excitadas a 275 nm. Luego se registraron los
espectros de emisidéon de fluorescencia a partir de los 280 nm. En
algunas casos se hicieron ensayos a otras longitudes de onda, es
decir variando la longitud de onda de excitacidon entre 270 vy
295 nm y registrando la emisién a partir de los 275 y 300 nm,
respectivamente. Las mediciones de los espectros de fluorescencia
fueron realizadas en el Lab. de Fisico-quimica de Polimeros de la

Facultad de Quimica de esta Universidad.
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5.6. — Resonancia magn&tica nuclear de APPL.

Se realisaron algunos analisis preliminares de APPL en
un Varian XL-100 de la Facultad de Quimica de la P. Universidad
Catélica de Chile. Las muestras de APPL se disolvieron en agua
deuterada e hidroxido de sodio. Los espectros se determinaron a

1000 Hz y a 32°C.

5.7. - Espectros In-fra-rojo de FIE.

Los espectros IR -fueron realizados en un espectrofotd

metro Perkin Elmer 1310. Se prepararon las muestras en KBr.

6.— Métodos de manipulacion genética.
6.1.- Deteccidon de plasmidios.
Se determind la presencia de plasmidios en las cepas

aisladas de bacterias no filamentosas mediante el método de Kado
(Kado y Liu, 1981), que se detalla a continuacidén. Se prepararon
cultivos de cada cepa en 1 mi de medio Luria, los cuales fueron
incubaron a 30“C «con agitacidon durante 15 hrs. También se
utilizaron colonias cultivadas en placas de Petri con el mismo
medio de cultivo rico como fuente de bacterias. De los cultivos
en medio liquido se sacaron alicuotas de 0,2 mi, las cuales se
centrifugaron por 5 min a 7000 rpm en una centrifuga Beckman para
tubos Eppendorff. Se descarto el sobrenadante obteniéndose un
sedimento de aproximadamente 1 mg de células. Alternativamente se
raspd la colonia cultivada en placa con un mondadiente estéril

recogiéndose directamente una masa celular de alrededor de 1 mg.



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).
6.2.- Electroforesis del DNA.

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

48

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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6.2.2.- Visualizacion del DNA.

Los geles fueron separados de las placas de vidrio Yy
sumergidos durante 10 rain en una solucidon de bromuro de etidio
1 mg/ml y observados sobre un transiluminador de luz
ultravioleta. En algunos casos, los geles fueron fotografi ados
utilizando peliculas Polaroid 55 positivo/negativo de 50 Asa / 18
Din. El tiempo de exposiciéon usado fue dependiente de la

intensidad de la fluorescencia de las bandas y varidé entre 5 y 10

minutos.
6.3.— Eliminacion de plasmidios (curacioén).

El procedimiento utilizada para eliminar plasmidios
mediante agentes quimicos, consistié en incubar la cepa de
interés en un medio liquido rico en presencia de una

concentracion ligeramente inferior a la concentraciéon minima
inhibitoria del reactivo hasta alcanzar la fase estacionaria. Los
agentes curantes ensayados fueron bromuro de etidio, mitomicina
C, novobiocina, dipiridi lamina e incubacion a altas temperaturas.
En los ensayos de curacion por alta temperatura, se incubaron los
cultivos liquidos a 44°C durante 48 hrs. Enseguida, en ambos
casos se sembraron diluciones apropiadas en placas con medio de
cultivo Luria en ausencia del agente curante y se incubé a 30"C
durante 24 hrs. Las colonias aisladas formadas fueron

transferidas paralelamente a placas con medio Luria y placas con
medio minimo con algin sustrato aromatico como fuente de carbono.
La transferencia se hizo mediante mondadientes estériles, dando a
cada colonia una posicion fija correlativa sobre un cuadriculado.
De este modo, se reconocieron las colonias que se desarrollaban

en medio rico pero no lo hacian en medio restrictivo. En estos
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caso=> se verificd la presencia o ausencia de plasmidios mediante
las técnicas descritas en las secciones 0.1 y 6.2. de Materiales

y Métodos.

6.4.- Conjugacioéon celular.

Se utilizaron dos protocolos de conjugacion, a saber,
conjugacion en medio liquido y en medio soélido. Como receptoras
se utilizaron diversas cepas que se especifican en la seccidn
2.2.2. de Resultados.

Las conjugaciones en medio liquido se realizaron
preparando cultivos frescos en medio rico por separado de las dos
cepas que intervendrian en la conjugacion. Los cultivos se
incubaron con agitacién a 30“C hasta la densidad Optica deseada.
Luego se mezclaron volumenes apropiados de <cada cultivo en un
matraz estéril relativamente grande, de modo que el liquido soélo
cubriera el fondo del recipiente y se dejé reposar a 30“C sin
perturbacion durante el tiempo previsto en el experimento. Al
término del periodo de 1incubacidén se sembraron alicuotas o
diluciones apropiadas del cultivo en placas con medio selectivo y
se incubaron durante 3-4 dias. ElI medio selectivo sé6lo permite el
crecimiento de la <cepa huésped en la medida que ésta haya
adquirido los caracteres de la cepa dadora en estudio mediante la
conjugacion. Obviamente, el medio selectivo no permite el
desarrolla de la cepa dadora.

El protocolo de conjugacién en medio solido consistid en
mezclar gotas de los cultivos de las cepas dadora y receptora que
hablan alcanzado la densidad o6ptica buscada, sobre wuna membrana
Millipore estéril depositada en una placa con medio rico. Las

densidades Opticas de los cultivos fluctuaron entre 0,6 y 1,0.
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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

1 iqui do.
7.- Mediciéon de actividades enzimaticas extracelulares.
7.1.— Ensayo de ligninasa.

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» 8 mM por mi de medio de

ensayo.

7.2.— Medici6on de lacasa + 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 ensayl0 en alicuotas de sobrenadantes de cultivos tamponados
con fosfato 67 mM pH 5,5 a los cuales se adiciond HssOst 0,4 mM.

Se inici6 la reaccién al adicionar el sustrato fendélico.



8.- Microscopia electronica.

8.1. - Microscopia electrénica de barrido.

Se prepararon muestras de cultivos de S. viridasporus T7A
para su observacion al microscopio electronico de barrido JEOL
JSM-25511. Para ello se -fijaron en una solucién de alcohol al
75 %, acido acético y formaldehido en proporcién de 90 - 5 - 5 vy
pésteriormente se sometieron al procesamiento descrito para
microscopia electronica de barrido. Estas preparaciones fueron
realizadas con la ayuda de la Dra. Gloria Montenegro, Lab. de

Botanica de esta Facultad.

8.2. — Microscopia electrénica de transmision.

Con el fin de observar las caracteristi cas externas de
las células de diversas cepas de bacterias no Tfilamentosas, se
empled el método de la tincidén negativa utilizando la técnica de
soporte de mica (Valentine y cois., 1968) . Esta consistid en
colocar unas gotas de cultivo fresco en medio rico de la cepa de
interés en un pocilio, en el cual se sumergidé un trocito de mica
recubierta con una capa delgada decarbodn. Se desprendio
cuidadosamente la pelicula de carbén de su soporte yse permitio
la adherencia de las células al carbdén durante 4 min. Enseguida
se recogio la pelicula de carbén con la misma mica, se transfirio
a un pocilio con acetato de wuranilo al 1 % y se tifAid durante un
min, después de desprender nuevamente la pelicula de carbon.
Finalmente, ésta fue recogida con un grilla previamente Tflameada

en llama de alcohol.



En aquellos casos en que no
adherencia de las bacterias a la capa de carbdén se utilizé la
modalidad del ™"glow™, que consiste en someter la mica con la
pelicula de carbdon a un campo i6nico de modo de aumentar su
caracter hidrofilico antes de ponerlas en contacto con las
células. Este proceso fue Illevado a cabo en un equipo evaporador
de alto vacio Kinney Vacuum Equipment 80-3. Las micas sometidas
al "glow"™ fueron utilizadas segon el protocolo descrito mas
arriba. La microscopia electrénica fue realizada en el Lab. de
Histologia de esta Facultad con la colaboracion del Dr. Jorge
Garrido, Lucy Measen y RaCtl Fuentes.

Las preparaciones fueron analizadas en un microscopio
electronico EImiskop 102 a 80 kV y fotografiadas utilizando una

pelicula Agfa Gevaert Scientia Film.
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RESULTADOS

le~ Caracterizacion metabdlica de Streptouyces viridosporus T7A.

1 - 1 Metabol izacidén de mondineros modelo de lignina.

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 S. viridosporus 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. viridosporus T7A

(Ver numeros 1 al XVI, Figura 2). Asi, por ejemplo, se encontro



que el microorganismo oxida al alcohol anisico a acido anlsico
(V) con igual eficiencia, tanto en presencia como en ausencia de
lignocelulosa. No se logro detectar anisaldehido, el cual debe
ser oxidado rapidamente a &cido anisico. Si se utiliza
anisaldehido como sustrato, éste también es convertido al mismo
adcido por accioén de S. viridosporas T7A (Figura 3). Se encontroé
que los isOmeros orto y meta anisaldehido son oxidados sdélo
parcialmente a los acidos o- y m- anisico, respectivamente,
cuando éstos se encuentran en baja concentracion en el medio
(@ mH5. A concentraciones mayores <5 mM), o-~anisaldehido inhibe
el crecimiento de la bacteria.

Se encontro que guaiacol an, los acidos benzoicos
galico (I1X), 3-0-meti lgalico (X) y sirlngico (XI) y los acidos
fenilpropanoicos cinamico (XIl), cumarico (XI1l1) y ferf.tli.co (XV)
no son modificados por S. viridosporus T7A. En los ensayos que se
hicieron en presencia de lignocelulosa, se observdé siempre una
solubilizacioéon parcial de este sustrato por la accidn de este
microorganismo (Figura 4).

Se estudié también la actividad de S. viridosporas T7A

sobre un sustrato denominado aducto de glicina” Xvl). Este
compuesto es un modelo de lignina muy atractiva, ya que esta
descrito que en condiciones ligninoliticas el basidiomicete
Phanerochaet-e chrysosporiam lo rompe produciendo glicina,

veratraldehi do y Hormaldehi do, pudiendo actuar la primera como
fuente de nitréogeno (Tien y cois., 1987). Se encontro que el
actinomicete en estudio no modifica el aducto de glicina, ya sea
en presencia o ausencia de lignocelulosa.

El hallazgo mas interesante de este grupo de ensayos
consisti6é en determinar que el alcohol veratrilico soélo es

convertido significativamente a acido veratrico (VII) en



Figura 3: Oxidacién de alcohol p-anisico y p-ani saldehi do a acido

anisico <V). Trazados espectrofotométricos de las muestras
los cultivos de S. viridosporus T7A en A) alcohol

tomadas durante
lignocelulosa de

p-anisico y B) p-anisaldehido en presencia de
trigo. Los tiempos de incubacién en dias son: 0 (—>, 1 ),

2 —9®y 3 —)-
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Figura 4: Produccién de APPL a partir de lignocelulosa de trigo

S. viridosporas T7A en presencia de diversos

pof accion de
X1 ; ; catecol

compuestos aromaticos. (> : acido cumarico
(D; ) : dimeto:-; ibenzoi 1o (XXII11); @@ : VGGE (XXXI1V);

@ : 4,4 ti-fenol XXXV) 'y (©): sin adicién de un

compuesto

aromatico.
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presencia de lignocelulosa. En su ausencia, la oxidacién del
sustrato es escasa (Ver Figura 5). El &cido veratrico -formado no
es metabolizado y se acumula en el medio de cultivo, tal como lo

han descrito otros autores (Crawford y cois., 1982).

1-2.— Un caso especial: el acido protocatecuico.

Numerosos estudios indican que existen tres vias
metabdélicas dgenerales para la metabolizacidon de acidos aromaticos
simples. Estas son aquellas denominadas de ruptura orto (Clarke y
Ornston, 1975), de ruptura meta Yy del acido gentisico <2,5
dihidroxibenzoico, VIIl) (Bayly y Barbour, 1984). Los udltimos
intermediari os aromaticos de las dos primeras rutas mencionadas
son el catecol o el acido protocatecuico <3,4 dihidroxibenzoico,
1IV). EI rol central del acido protocatecuico en la degradacion de
diversos compuestos aromaticos ha sido establecido en Pseudomonas
(Toms y Wood, 1970), Badilas (Crawford y cois., 1979) y también
en algunas especies de Strept-omyces, como S. setonii (Sutherland
y cois., 1983) y S. sioyaensis (Sutherland y cois., 1981)

Se incubé S. viridosporus T7A en un medio minimo
supl ementado <con 0,1 7. de extracto de levadura y acido
protocatecuico 5 mM y se sacaron alicuotas del medio de cultivo a
distintos tiempos de incubacion. Se observé que en estas
condiciones el acido no era degradado sino convertido en otro
compuesto con un maximo de absorcidn a 260 nm que se acumula en
el medio (Figura 6A). Este ensayo se realiz6é incubando Ila
bacteria filamentosa con el acido protocatecuico tanto en
ausencia como en presencia de lignocelulosa. En ambas condiciones
de cultivo se forma igual cantidad del producto descrito. Por

otra parte, al 1incubar el microorganismo en idénticas condiciones
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Figura 5: Oxidacién de alcohol veratrilico a acido veratrico.

A) Trazados espectro-fotométricos de sobrenadantes de cultivos de
S, viridosporus T7A conteniendo 1lignocelulosa y 5 mli alcohol
veratrilico tomados a los 0 <——>, 1 ( > 2 ( >y 5 < ) dias de
incubacion. B) Cromatografia en capa -fina de lasmismas muestras
que en A). C) Cromatografia en capa -fina de muestras tomadas de

cultivos de S, viridosporus T7Acon alcohol veratrilico en
ausencia de lignocelulosa. a, b y ccorresponden a estandares de
acido veratrico i, veratraldehldo y alcohol veratrilico,

respectivamente. Los numeros indican el tiempo de incubacidén en
dias.
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Figura 6: Accidon de S. viridosporas T7A sobre |los ¢crido

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 incubacidn

que

contiene A) acido protocatecuico 5 mM (1V), 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
acido protocatecuico y Qlos numeros indican el tiempo
incubacidon en dias.

de

de
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can acido gentisico, se observa una clara desaparicion de la
absorbancia en el rango descrito al transcurrir el tiempo de
incubacidn, indicando que este compuesto si es degradado a
intermedi arios alifaticos que no absorben luz ultravioleta
(Figura 6B). La degradacion del acido protocatecuico y su
conversion a un metabolito que se acumula en el medio de cultivo
«fue también analizada mediante HF'LC. Este presenta un tiempo de
retencion idéntico al &acido galico en las condiciones ensayadas
(Figura 7).

En -forma paralela se estudido la accién de la bacteria
efilamentosa sobre una serie de acidos aromaticos hidroxi lados,
especificamente los acidos 2,3-, 2,4-, 2,6- y 3,5-
dihidroxi benzoicos y los acidos 3,4,5- y 2,3,4- trihidroxibenzoi-
eos. Se encontrdé que ninguno de estos compuestos eran degradados
o modi-ficados por S. viridosporas T7A, y que tampoco éstos
afectaban su crecimiento y desarrolla. En cambio, los aldehidos
2,3- 'y 2,4- dihidroxi lados inhiben el desarrollo de S.
viridosporus T7A cuando estan presentes a una concentracién de
5 mM.

Nos intereso identi-ficar el producto -formado por accioén
de S. viridosporus T7A sobre el &cido protocatecuico. Como etapa
preliminar se compardo el producto -formado con wuna serie de
compuestos aromaticos monoméricos disponibles en el laboratorio.
No se encontré6 coincidencia completa con ninguno de los
compuestos ensayados segim tres criterios analiticos; 1) espectro
UV en medio neutro, 2) espectro UV en medio alcalino y 3)
cromatografla en capa -fina utilizando placas de silicagel y
diversos sistemas de solventes.

Se procedidé entonces a purificar el compuesto a partir de

incubaciones preparativas de un litro de medio de cultivo
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conteniendo el medio minimo, 0,1 V. 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 200 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 1 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,
13L-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
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1.3.— Utilizacion de compuestos diméricos modelo de lignina.

Como ya se ha indicado, los compuestos modelo diméricos de
lignina son aquellos que poseen residuos aromaticos unidos entre
si por enlaces caracteristicos encontrados en este polimero. La
utilizaciéon de compuestos modelo de lignina diméricos permite
evaluar la capacidad de un microorganismo para romper
especificamente dichos enlaces. Las estructuras moleculares de
los compuestos modelo de lignina diméricos utilizados en este
trabajo se muestran en la Figura 2, némeros XVII al XXXVII. Los
sustratos diméricos se adicionaron al medio de cultivo a una

concentracion final de 1 mg/ml.

1.3.1.- Compuestos del tipo P-IL.

Se habia descrito que compuestos modelo de estructura

diariletano como la anisoina X1X), son atacados por hongos
ligninoli tieos en forma similar a los diari lpropanos,
obteniéndose en ambos casos una ruptura entre los carbonos y P
(Shimada vy cois., 1983). En este trabajo se investigod la

capacidad de S. viridosporas T7A de metabolizar compuestos modelo
P~1 tanto en ausencia como en presencia de lignocelulosa de paja
de trigo purificada.

Se encontré que el actinomicete modifica la anisoina
reduciendo el grupo carbonilo a carbinol. Dicha reduccién fue
detectada inicialmente por cromatografla en capa fTina (TLC) vy
luego confirmada por espectrofotometrla, ya que se produce un
cambio en el espectro de la anisoina a aquel que es
caracteristico de la hidroanisoina (XXVI). Esta reduccidn ocurre

también en el 4,41-dimetoxibenzoilo (XXI111), que posee dos grupos
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Figura 8: Reduccidén de compuestos de estructura diariletano por
S, viridosporus T7A en presencia de 1lignocelulosa de trigo.

Trazados espectro-fotométricos de sobrenadantes de cultivos
tomados a las 0 ( )56 (C ), 22 (C ), 949 ( )y 220 (==> horas
en presencia de 1 mg/ml de A) anisoina (XI1X), B) dimetoxibenzoilo
(XX111) 'y C benzolna (XVIIl).
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carbonilo, acumuléandose hidroanisoina en el medio de cultivo
(Figura 8). La reduccié6n del carbonilo a alcohol secundario se
observé también en los analogos benzoina xXvin), desoxibenzolna
(XVI111) y desoxianisolna (XX), produciendo los compuestos XXI1V,
XXV y  XXVII, respectivamente. En todos estos casos, la
modificacion del grupo carbonilo se observa de igual grado en
ausencia y en presencia de lignocelulosa. En ningdin experimento
se observo ruptura entre ambos carbonos alifaticos, reaccién que
s! ocurre en estos modelos en presencia de hongos 1ligninoli ticos.
Por otra parte, el compuesto de estructura diari lpropano
hidroxi meti 1ldesoxi ani soi na (HMDA, XX1), su analogo reducido
XXVIIY) y 2,2 dimetoxi-2- fenilacetofenona XX1D) no Ffueron
modificados por S. viridosporus T7A. Esta observaciéon se realizé
con y sin lignocelulosa presente en el medio de cultivo. En todos
estos experimentos se detecto la liberacidon de APPL por

sol ubi lizacion parcial de lignocelulosa (Ver Figura 4).

1.3.2.- Compuestos de estructura F-0-4.

Como se sefialo anteriormente, el enlace
ari 1glicerol-P-ari léter o P-0-4 es el encontrado con mayor
frecuencia en la lignina. En el laboratorio se dispone de
diversos compuestos modela con enlaces P-0-4 tanto fendélicos como
no fendlicos (XXX=-XXX1V), los cuales fueron utilizados para
determinar la capacidad de S, viridosporas T7A de modificarlos
tanto en presencia como ausencia de lignocelulosa purificada de
paja de trigo. Se utilizé también un compuesto denominado
"trimero"™ (XXXI1), que es un intermediario de la sintesis quimica
de los modelos diméricos y que contiene tres anillos aromaticos.

Se comprobé mediante el uso de diversas técnicas, tales como
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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. viridosporas T7A que rompe el dimero no fendlico
VGGE (XXXIV) 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 investig6 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 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 (XXXV y  XXXVI), los
cuales se muestran en la Figura 2. Se encontro que S.
viridosporas 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).
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Figura 9: Perfil de elucidon de HF'LC de muestras tomadas de
cultivos de S. viridosporas T7A suplementados con VGGE, formas
eritro y treo (XXXIV). A) y B> Alicuotas de cultivos en ausencia
de 1lignocelulosa tomadas a las u y 220 h de incubacién.

C) Alicuota de cultivo que contiene lignocelulosa tomada a |las
220 h de 1incubacidén. Las fTlechas indican los tiempos de retencion
de guaiacol (1), formas eritro y treo de GGGE (XXXT1) @ v
VGGEok (XXX1) (3).-
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1.3.4. a-fenilcinamica.

Por ¢titimo, se ensay6 la capacidad de S. <iridosporus T7A
de romper o modi-ficar el acido a-—Teni Icinamico (XXXVI1) 'y su
analogo reducido, el acido 2,3 di feni lpropanoi co (XX1X) a una
concentracion final de 0,1 mg/ml en el medio de cultivo.
Nuevamente, Qlas incubaciones se hicieron tanto en presencia como
en ausencia de lignocelulosa, sin detectarse algitn cambio en la

estructura de dichos compuestos modelo por accidn bacteriana.

1.4.- Utilizacion de lignina kraft.

En la actualidad, el proceso kraft es el procedimiento
mas importante para la obtencidon de pulpa quimica a nivel
mundial. Se basa en el tratamiento a altas temperaturas de las
astillas de madera con una solucidon concentrada de hidroxido de
sodio y sulfuro de sodio, 1o que conduce a la remocidon selectiva
de la lignina que se solubiliza dando lugar al Ilamada [licor
negro (Sjostrom, 1981). Las principales modificaciones quimicas
producidas en la lignina bajo estas condiciones son la ruptura de
enlaces aril-alquiléter, modificaciéon de cadenas alifaticas vy
condensaciones diversas (Crawford, 1981; Sjostrom, 1981). Sin
embargo, tradici onalmente se la ha wusado como sustrato en
estudios de degradacion de lignina. Presenta la ventaja ademas de
ser soluble en agua.

Se ha demostrado que algunos hongos filamentosos poseen
la capacidad de degradar la lignina kraft (Fukuzumi, 1980;
Janshekar y cois., 1982), lo que ha permitido desarrollar moétodos
de biodecoloracidon de los efluentes de la industria de la

celulosa en base a estas propiedades (Eaton 'y cois., 1980;
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Livernoche y cois., 1981). Se ha estudiado también la accion de
diversas bacterias (Deschamps y cois., 1980; Goycoolea vy cois.,
1986; Kawakami y Ohyama, 1980) sobre la lignina kraft,
demostrandose que en la mayoria de los casos su e-fecto es mas
bién limitado. Sin embargo, en algunos de estos trabajos se
utilizd lignina kra-ft sin purificar, lo cual le resta
confiabilidad a los resultados obtenidos (Deschamps y cois.,
1980). A su vez, no hay trabajos publicados acerca de la
capacidad de actinomicetes de metabolizar fracciones purificadas
de lignina kraft.

Nos propusimos entonces estudiar la accidn de S.
viridosporas T7A sobre fracciones purificadas de Jlignina kraft,
puesto que los resultados que se obtuvieran revistirian un
interés basico y también aplicado. ElI licor negro que se utilizo
como fuente de lignina kraft fue purificado y fraccionado
(Lundquist y Kirk, 1980) segin se detalla en la seccid6n 2.2.2. de
Materiales y Métodos. Se obtuvieron dos fracciones: una de peso
molecular mayor de 3.000 D e insoluble en éter (FIE) vy otra de
peso molecular menor de 3.000 D que es soluble en éter (FSE)

(Lundquist y Kirk, 1980).

1*4-1*- Efecto de FIE y FSE sobre el crecimiento de S.

viridosporas T7A en extracto de levadura.

En primer lugar se estudi6 el efecto de ambas fracciones
sobre el crecimiento de S. viridosporas T7A cultivado en el medio
minimo descrito y suplementado con 0,3 7. de extracto de levadura.
Para ello se prepararon matraces con 9,0 mi de medio minimo a los
cuales se adicionaron cantidades crecientes de wuna u otra

fraccion de lignina kraft y se 1inocularon <con 1,0 mi de
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suspension turbia de esporas. Al término de una 1incubacidon de
cuatro dias a 37°C con agitacién y se midié el desarrollo de los
micelio. La FSE se ensay6 entre 0,5 y 5,0 mg/ml y la FIE entre
1,0 y 5,0 mg/ml.

Se encontrdé que ambas -fracciones tienen efectos
diferentes sobre el crecimiento de la bacteria TfTilamentosa:
mientras la FSE lo inhibe, la FIE practicamente no lo afecta. En
la Figura 10B se muestra el efecto inhibitorio de la FSE sobre el
desarrollo bacteriano. Cuando la concentracidn de FSE fue de sdélo
0,5 mg/ml, 1los micelios producidos eran muy escasos Yy de
desarrollo pobre. A 1,5 mg/ml 1la inhibicidn del crecimiento fue
total. La FIE, por el contrario, no inhibiéo el crecimiento
(Figura 10A).

Si bien el efecto de S. viridosporus T7A sobre FIE parece
no ser iImportante, se considerd la posibilidad que se produjeran
cambios en el grado de polimerizaciéon del sustrato. Para
verificarlo, se retiraron alicuotas del medio de cultivo en el
transcurso de la incubaciéon (0, 4, 8 y 12 dias) y se filtraron a
través de una columna Sephadex G-50 segun se detalla en la
seccion 5.1. de Materiales y Métodos. No se encontraron
diferencias en los patrones de elucidn de muestras inoculadas con
la bacteria y controles estériles. Asimismo, no hubo diferencias
significati vas en los espectros infra-rojos obtenidos de muestras
inoculadas y controles. Del mismo modo, se filtraron alicuotas
del medio de cultivo suplementado con FSE a través de la misma
columna Sephadex G-50. Como era de esperar, no se observaron
cambios en el patron de elucidén de alicuotas incubadas con la
bacteria filamentosa y los respectivos controles sin inéculo.

Se quiso determinar si S, viridosporas T7A descolora Ila

lignina kraft, tanto en presencia como en ausencia de lignocelu-
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Figura 10: Efecto de fracciones purificadas de lignina kraft
sobre el crecimiento de S, viridosporus 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 V. 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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losa, tal como se ha descrito en hongos 1ligninoli tieos (Eaton 'y

cois., 1980; Fukuzumi, 1980). Para ello se ensayaron ambas
fracciones, aunque el crecimiento de 3. viridosporus T7A es
inhibido por FSE. Por esta razon, los ensayos con FSE se

prepararon precreciendo la bacteria durante 48 h en el medio de
cultivo habitual. Las FIE y FSE se ensayaron a una concentracion
final en el medio de 2,5 y 1,25 mg/ml, respectivamente. Se
observé que S. viridosporus T7A no descolora la FIE ni la FSE de
lignina kraft, ya sea en presencia o ausencia de 1lignocelulosa,
aOn cuando las incubaciones se prolonguen durante 20 o mas dias
(datos no mostrados). La descoloracién de ambas fracciones se
determindé midiendo la absorbancia a 465 nm (Eaton y cois., 1980).
Estos resultados vuelven a indicar que las modificaciones en el
sustrato por accién de S. viridosporas T7A son escasas

(Seelenfreund y Vicufia, 1989).

1.4.2.- Analisis mediante HPLC de la FSE antes y después

de incubar con 3. viridosporus T7A.

La FSE fue analizada mediante HPLC al término de
incubaciones con esporas y micelios de S. viridosporus T7A vy
comparadas con el control sin in6culo correspondiente. La

intencién era determinar si a pesar de la inhibicion del
desarrollo del microorganismo, se producen pequefias
modificaciones en la FSE por acciéon de la bacteria. Con este
propésito se incubaron esporas durante cuatro dias en un medio de
cultivo que contenia un 0,3 7. de extracto de levadura
suplementado con 2,5 mg/ml de FSE. En estas condiciones se obtuvo
un desarrollo parcial de micelios. En forma paralela se

realizaron cultivos inoculados con micelios crecidos previamente
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en un medio sin -fracciones de lignina kraft y un control estéril.
Con el fin de aumentar la resolucidon se prefraccionaron los
sobrenadantes a analizar, obteniéndose cuatro sub-fracciones de
cada uno, las que fueron extraidas con éter antes de ser
inyectadas en el cromatégrafo (ver seccién 5.3 de Materiales vy
Métodos). En la Figura 11 se muestran los perfiles de eluciodn
obtenidos para las cuatro subfracciones de las muestras
analizadas. Se observd que tanto las esporas como los micelios
produjeron modifi caeiones en los perfiles de elucidon con respecto
al control sin iné6culo. Ambos cultivos metabolizaron el pico de
menor polaridad de la sub-fraccidon A y causaron la apariciéon de
nuevos picos en la sub-fraccién B que no estaban presentes en la
fraccién correspondiente del cultivo control. Los cambios
detectados en la sub-fracciéon C son pequefios, en tanto que no se
observaron cambios significati vos en la subfraccién D.

Este tipo de analisis no puede ser realizado con la FIE,
debido a que no se puede hacer el subfraceionamiento descrito méas
arriba, ya que sus componentes no son solubles en éter. Sin
embargo, existe la posibilidad de examinar si se liberan
moléculas solubles en éter al medio de cultivo por acciodn
bacteriana. Para ello se incub6é S. viridosporus T7A en el medio
minimo con 0,3 7. de extracto de levadura vy 2,5 mg/ml de FIE
durante cuatro dias. Al término de la incubacidon se sacaron
alicuotas medidas de sobrenadante y la mitad del material se
acidificé y extrajo con éter etilico para su posterior inyeccion
en el cromatografo. La porcién remanente se extrajo sin
acidificar previamente. Todas las muestras preparadas Tfueron
comparadas con fracciones de un control sin inéculo tratadas del
mismo modo. Los perfiles de elucidon obtenidos de las muestras

acidificadas y a pH neutro no mostraron diferencias con respecto



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 S. viridosporas T7A. A-D:

control incubado sin inéculo, A”-D”: cultivo inoculado con
esporas y A"-D": cultivo inoculado con micelios precrecidos de S.
viridosporus 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.
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a los controles sin indculo, indicando que no se acumulan
intermediarios de degradacidon estables de bajo peso molecular en

el medio de cultivo (Seelenfreund y Vicufia, 1989).

1.5.— Efecto sobre Azul de Remazol.

Se ha descrito que ciertos colorantes poliméricos son
descolorados por hongos 1ligninoliti eos <cuando éstos estan en
metabolismo secundario, que es el estado metabdélico durante el
cual ocurre la degradaciéon de lignina (Glenn y Gold, 1983). En
consecuencia, el uso de colorantes como sustratos puede
constituir una aproximaciéon rapida y preliminar, aunque de ningdn
modo exacta para detectar la actividad 1ligninal ltica de cualquier
organismo. Nosotros seleccionamos el colorante Azul de Remazol
para investigar si S. oiridosporas T7A posee una actividad
descolorante similar. La accidén de actinomicetes sobre colorantes
no ha sido descrita en la literatura. Debe tenerse presente que
los requerimientos fisioldgicos para inducir la ligninasa en
hongos son completamente diferentes a las condiciones en que las
bacterias filamentosas atacan a la 1lignocelulosa, ya que los
actinomicetes degradan 11ignocelulosa durante su etapa de
crecimiento, es decir, durante el estado de metabolismo primario
IMcCarthy, 1987) .

Con el fin de determinar si S. viridosporas T7A es capaz
de descolorar el Azul de Remazol se prepararon cultivos en medio
s6lido conteniendo el medio minimo y lignocelulosa de trigo y se
incubé durante 90 horas a 37“C en medio so6lido. Se incluyeron un
tubo control sin inéculo y otro control sin lignocelulosa. Al
término de este periodo se adiciond mas medio de cultivo y el

colorante en una concentradén final de 0,05 7.. Los cultivos se
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incubaron con agitacién a 37°C y se retiraron alicuotas del medio
durante el transcurso del experimento. Como se observa en la
Figura 12, se produjo una descoloracion parcial del colorante en
el ensayo que contenia lignocelulosa. En cambio, los controles
sin lignocelulosa y sin inoculo presentan razones constantes de
absorbancia a 585 y 500 nm. Se grafica una razén de absorbancias,
para diferenciar el cambio espectral del colorante de una simple
adsorciéon al micelio. Este resultado indica que el o los sistemas
enzimaticos inducibles por 1lignhocelulosa tienen una cierta
relacién con la descoloradén de Azul de Remazol, si bien éstos
no son capaces de descolorar la lignina kraft (Seelenfreund vy

Vicufa, 1989).



Figura 12: Efecto de S. tiridasporus T7A sobre Azul de
A) Espectro visible del colorante. B) <0 > Control
conteniendo 1lignocelulosa, cultiva inoculado
viridosporus T7A, pero en ausencia de lignocelulosa y <e)
incubado en presencia de lignocelulosa de trigo.

78
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1.6.— Producciéon de APPL.

La caracteristica de S. viridosporus T7A de (denerar
lignina soluble (APPL) a partir de lignocelulosa permite estudiar
la biodegradacién de este sustrato natural. Los APPL son
producidos tanto en cultivo liquido como en medio solido,
mediante mecanismos que adén se desconocen. En este trabajo se
hicieron algunos estudios preliminares acerca de la produccidn de
APPL en medio liquido y en medio solido. En la Figura 13 se
muestra el aspecto de los cultivos de S, viridosporus T7A sobre

1ignocelulosa en ambos tipos de medio.

1.6.1.- Produccién en medio liquido.

Crawford describid que se produce una acumulacion de APPL
al incubar S» viridosporas T7A sobre lignocelulosa de maiz en un
medio de cultivo liquido suplementario con distintas
concentraciones de extracto de levadura (Craw-ford y cois., 1983).
Estos investigadores encontraron que la cantidad de APPL
producidos era directamente proporcional al contenido de extracto
de levadura. Se repitié el experimento utilizando 1lignocelulosa
purificada de trigo. Los cultivos fueron preparados en la forma
descrita a pequefia escala en la seccién 1.2.3.C de Materiales vy
Métodos y se sacaron numerosas alicuotas de sobrenadante durante
el transcurso del experimento. Se determind el contenido de APPL
en dichas alicuotas segiin se especificé en la seccidon 2 .3.2. de
Materiales y Métodos. A diferencia de lo observado en maiz,
utilizando lignocelulosa de trigo no se detectdé una dependencia

importante del contenido de extracto de levadura (Figura 14). No
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Figura 13: Mi cr o-fotogr afias electroénicas de barrido de
lignocelulosa de trigo incubada con S. viridosporus T7A. A)
Aspecto del cultivo después de 400 hr de incubacidn con agitacion
en medio liquido. Aumento 780 >. B) Li gnocel ulosa de trigo
incubada con la bacteria -filamentosa en medio soOlido durante 8
semanas. Aumento 8200 >;.
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Produccién de APPL en medio liquido. Se inoculd la
lignocelulosa de trigo con S. viridosporas T7A y se incub6é en
presencia de 0 <e), 0,3 (a> y 0,6 7. (m) de extracto de
levadura. Se tomaron muestras los tiempos indicados, se
los APPL con &cido y se midio la turbidez del medio

Figura 14:

precipitaron
como densidad o6ptica a 600 nm.
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se iInsistid en profundizar mas estos estudios, puesto que esta
descrito que el rendimiento de AFFL es menor que en cultivos en
medio so6lido. Ademas, la recuperacion de AFF'L en medio liquido,
que se e-fectda por precipitacién con acido, produce una

polimerizacion arte-factual de la lignina (Crawford vy cois.,

1983) .

1.6.2.- Produccién en medio sélido.

Se prepararon series de cultivos de S. viridosporus T7A
sobre lignocel ulosa en botellas en la -forma descrita en 2.3 .3. de
Materiales y Métodos y se incubaron en un bafio hémedo a 37aC. Al
término de cada incubacidén se cosecharon y cuantificaron los APFL
recuperados en la forma descrita en Materiales y Métodos 2.3.4.
Los tiempos de 1incubacidén variaron entre los 0 dias y seis a ocho
semanas. Se observé una conversion de lignocelulosa a AFFL que

fluctud entre 3-5 7. en todos los casos.

1.6.2. 1.- Caracterizacion fisica de APFL.

Con el fin de analizar la heterogeneidad en la
distribucion de peso molecular de los componentes de los APF'L, se
emplearon dos criterios, a saber filtracion en wuna columna
Sephadex G-50 y cromatografia liquida de alta presion utilizando
un columna Shodex 1lon Pak S-804/S.

La columna Sephadex G-50 se calibrdé como esta descrito en
la seccidén 5.1 de Materiales y Métodos. De cada muestra de
material liofilizado a sequedad se pesaron 5,0 mg, los cuales
fueran disueltos en la solucidon de elucidén. La Figura 15 muestra
los perfiles de elucidén obtenidos del anadlisis descrito. Todas

las muestras presentan una distribucidon bimodal de peso molecular



Figura 15: Cromatografla liquida a través de una columna Sephadex
G-50 del polimero soluble (APF'L) generado por acciéon de S.
viridosporus T7A sobre 1lignocelulosa de trigo. Se cargaron 5,0 mg
de cada muestra en la columna, las cuales -fueron resuspendidas y
eluidas con una solucidon de NaOH 0,1 N y LiCl 0,1 N. 2-8 semanas
de incubacion ( ), 4 dlas <—--—>, 2 dias €& -), 0 dias < >

y control sin indéculo incubado durante dos semanas < ). Las
eflechas indican los volumenes de elucidén de 1) azul dextrano,

2) quimotripsinégeno A <PM=24 kD>, 3) lisozima <PM=14 kD> vy

4) &acido cumarico <PM=1;,>4 D) .
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con una -fraccion significativa excluida de peso molecular
aparente mayor de 50.000 D y una fraccidén mayoritaria con pesos
moleculares que varian entre los 20.000 vy 1000 D. Se observa
claramente que la solubilizacion de la 1ignocelulosa es un
proceso rapido, puesto que el perfil cromatografico de material
proveniente de cultivos de ocho dias a 2 semanas de incubacidén es
indistinguible de los APF'L cosechados al término de seis o0 mas
semanas de 1incubacidén. Es interesante notar que [la fraccidon de
mayor peso molecular (excluida de la columna) aparece también a
los pocos dias de incubacion y que el perfil de distribucidon de
peso molecular de los AF'PL no sufre modificaciones detectables si
la incubacidén se prolonga durante varias semanas. Se observa
igualmente que una porcidon no despreciable de material es
liberada al medio en el control sin incubacion, lo que ocurre
probablemente al esterilizar el cultiva en autoclave. Justamente,
se detectd que al esterilizar al autoclave en condiciones mas
rigurosas, es decir a 108DC en vez de 100"C, la cantidad de
material liberada aumentd en forma significativa. A la vez, el
control estéril incubado durante dos semanas presenta un perfil
de elucion cualitativamente comparable al control sin incubacidn
y difiere del patréon de distribucién de pesos moleculares de AFPL
liberados por accidon bacteriana (Figura 15).

la. columna Shodex 1lon Fak utilizada en la cromatografia
liquida de alta presidén esta disefiada especificamente para el
analisis de polimeros solubles en agua. Se calibrdé la columna con
una serie de estandares comerciales de peso molecular conocido
disponibles para este tipo de columna. Dichos estandares son
pululanos (polisacari dos complejos), que Ffueron Ffiltrados en
idénticas condiciones de corrida a las muestras, pero analizados

mediante un detector de indice de refracciodn. Los perfiles de
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eluciéon obtenidos indicaron que los AFF'L colectados al término de
2-6 semanas de 1incubacidon presentan un pico mayoritario de peso
molecular entre 5 y 20,000 D, ademas de una -fraccion pequefia de

peso molecular muy alto, sobre 50,000 D (Figura 16).

1.6.2.2.- Analisis quimico de los AFFL.

Se realizaron también analisis mediante resonancia
magnética nuclear de baja resolucién de los AF'FL. Se encontraron
seflales fuertes para grupos hidroxilos indicativos de la
presencia de carbohidratos y en comparacion, sefiales muy débiles
correspondi entes a grupos aromaticos (datos no mostrados).

Dada la heterogeneidad de este complejo producto natural
descrita ya por otros autores (Crawford y cois., 1983; McCarthy,
1987) y confirmada mediante los ensayos con NMR, se considero
necesario complementar su caracterizacion con el estudio quimico
de sus componentes. Fara ello se hizo un analisis cuali- vy
cuantitativo de los hidratos de carbono presentes en los AFFL
colectados a diferentes tiempos y se compararon con lignocelulosa
de trigo de la cual derivan. El método utilizado, el que
involucra la formacién de acetatos de alditoles, es el
recomendado para el analisis de maderas y pulpas y permite
cuantificar el contenido de cinco hidratos de carbono, a saber,
arabinosa, xilosa, mafiosa, galactosa y glucosa (Ver secciéon 4.1.
de Materiales y Métodos). La ventaja de formar estos derivados de
los hidratos de carbono consiste en que se obtiene un solo
derivado por monosacari do, puesto que al TfTormar los alditoles se
pierde la quiralidad del carbono anomérico (Sloneker, 1972;
Sawardeker y cois., 1965) y se evitan las isomerizaciones del
anillo (Turner y Cherniak, 1981). Los acetatos de alditoles

formados fueron cuantificados en la forma descrita en la secciodn
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Figura 16: Cromatografla liquida de alta presién a través de una
columna Shodex 1lon Pak 804/S del polimero soluble (APPL) generado
al incubar S. viridosporas T7A sobre 1lignocelulosa de trigo
durante 2--6 semanas. La -fase movil utilizada fue una solucidn
acuosa de LiClI 0,1 N y NaCl 0,05 N a un flujo de i mi/min. La
columna se calibré con una serie de polisacari dos estandares de
peso molecular conocido. Los tiempos de retencién y 1los pesos
moleculares se indican mediante -flechas: 1) 75,8x10* D,

2) 33,8x10* D, 3) 19,4x10* D, 4) 9,54x10* D, 5 4,67x10* D,

6) 2,08x10* D, 7) 1,2 xI0* Dy 8) 0,53x10* D.
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4.1.3. de Materiales y Métodos.

Como se muestra en la Figura 17, se observdé que a tiempos
cortos de incubacioén (-8 dias), se producen cambios en la
composicion de hidratos de carbono, tales como wuna disminuciodn
importante de glucosa y un aumento de mafiosa y galactosa. Ademas,
desde periodos de incubacién de un dia las muestras de APFL
contienen un azucar adicional, el cual lamentablemente no pudo
ser identificado ni cuant ificado (ver Discusion). Los datos
obtenidos sugieren que los AFFL se enriquecen en hemi cel ul osas en
el transcurso de su solubilizacién y que disminuye refativamente
su contenido de celulosa y/o de F-glucanos.

Analisis de diferentes preparaciones de AFFL 1indicaron
que se detectan cambios por factores abidticos en los porcentajes
de los diversos azuUcares: por efecto de filtracidén de los AFFL a
través de membranas de 45 ju de diadmetro se observaron variaciones
princi pal mente en los niveles de arabinosa, xilosa Yy galactosa
(Figura 18). Asimismo, se encontraron pequefias variaciones
adicionales en la composiciéon glucidica al incubar soluciones
filtradas y estériles de AFFL (2,5 mg/ml) durante 5 dias a 30"C
(Figura 18).

La filtracion de soluciones stock de AFFL (G mg/ml) a
través de membranas modifica también la distribucion de pesos
moleculares de este polimero. Como se muestra en la Figura 19,
parte de los complejos de mayor peso molecular quedan retenidos
en la membrana. Este resultado sugiere que los AFFL serian
heterogéneos no s6lo en cuanto a su tamafio, sino también en su

composicion de hidratos de carbono.
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Figura 17: Anéalisis de carbohidratos en el —curso temporal de
mformacion de AFF'L por accién de S, viridosporas T7A sobre
lignocelulosa de trigo. El 100 7 se re-fiere al contenido total de
azUcares de cada muestra. ElI porcentaje de azuUcares totales esta
referido al peso total de la muestra. Se determind el contenido

de arabinosa, xilosa, mafiosa, galactosa y glucosa de
lignocelulosa (m) y de AFFL cosechados luego de wuna incubaciodn
de 0 dias (>, 4 dias (0) , 8 dias y 2-6 semanas de

incubaciéon (di) .
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Figura 18: Efecto de filtracidon e incubacidn sobre la composiciodn
glucidica de AFFL. EI 100 V. se refiere al peso total de la
muestra. (H) : APFL cosechados a las dos semanas de incubacion de
S. viridosporus T7A sobre 1lignocelulosa de trigo; @E3) : la misma

muestra filtrada a través de membranas de 45 p de diametro; <0O>:

AFFL filtrados y poésteriormente incubados en forma estéril
durante 4 dias a 30"C con agitacion.
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Figura 19: Efecto de la filtracion 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. viridosporas T7A sobre 1lignocelulosa de trigo.
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Se estudid tambié&n la porcién aromatica de los AF"PL
mediante la. novedosa técnica de la tioacidol isis, que permite
cuantificar especificamente el contenido de residuos unidos
mediante enlaces arilglicerol-F-ari 1éter (P-0-4) de la muestra,
es decir, la fracciéon nocondensada de la lignina (Rolando y
cois., 1989; Lapierre y Monties, 1986). Mediante este método es
posible determinar las razones encontradas entre residuos
p-hidroxifenilos (H), guaiacilos <G> y siringilos (&> de la

on de la

porcidon no condensada, permitiendo obtener una Vvis
estructura de la muestra de lignina analizada. Como vya se

menciond en la Introduccidén, estos tres tipos de residuos son

caracteristicos de la lignina presente en tejidos vegetales poco

1 ignificados, como es la lignocelulosa de trigo.

Los cromatogramas obtenidos del analisis de muestras de
lignocel ulosa de paja de trigo y de APF'L mediante tioacidolisis
se muestran en la Figura 20. Se observa que en las condiciones
empleadas se separan losisOmeros eritro y treo de los residuos
H, G y S. ElI perfil de las muestras es complejo, porque se
detectan también numerosas sefiales provenientes de carbohidratos
presentes tanto en la 1lignocelulosa como en los APF-L. Los
analisis se realizaron en triplicado y se cuantifico el contenido
de los tres residuos de ambas muestras (Tabla 2). Se observa una
disminucién en el contenido de los residuos guaiacilicos, lo que
se traduce en un cambio significativo en la razéon de residuos S y
G. Como dato ilustrativo se incluyen los valores obtenidos por
otros autores para distintos tipos de lignina mediante el

analisis de tioacidoli sis (Tabla 3).
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cigura 20: Per-files de cromatografia de fase gaseosa de muestras
-e APPL sometidas a tioacidolisis. A) lignocelulosa de trigo; B)
-&Pt_ de 2 semanas de incubacién. H = p-hidroxifeni lo,
3 = i1sOmeros erit.ro y treo de guaiacilo, S = 1isOmeros

t-"eo de siringilo. y GCsdb son estandares internos.
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Tebla N2

Aralisis por tiaaiidfllisis e residuos arosatioos e ligocelulosa ce trigo y AL

Mestra HI 61 S R7¢]
Lignocelulosa 0,13 O,a5) 1,77 (0,240 1,6 0,130 0,9 O
AR 0,4 OO 140 13O0 1,007 ©.QD
\alor e p ns. p<0,@2 ns. p<0,00L
Los resultados == eoresan cobo poroartaje sre d peo tolal e la dusstra (). S hicieron tres
rateriireciaes para cach aestra. Las desvieciaes estadar e indicen ere pargitesis. H = p-hidroxifenilo; 6 =

JJajecilo; S = sirimgilo. Los valores ce p fueron dotenidos al cosparar Ios datos para ligocelulosa an los e ARL
sgn e test bk Shdet. n.s. = ro signrficativo.

Tabla N*3.

Aralisis por ticecidilisis ce residuos arcedatiaoss e diversas egpecies vaetales.

Mestra HI 6l S2 7]
Aleeo (Bedkra agiogeraa) 4,80 7,30 1,61
pino (geckra gianogera) 0,24 10,64 - -

N ligoelussa e araz 0,37 1,23 1,17 0,%
ligocelulesa e catero 0,17 4,06 4,77 1,17
ligoelulosa e trigo 0,21 2,80 2,8 1,0

Tos lIos valores == epresan en poroatgje por g e aestra extraida. H = p-hidraxifenilo; G = gualecilo;
S = sirigilo. Datos toeadss ¢k C. Lepiarre  icofunicecin parsoral).
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En las muestras de AFF'L se encontrd también un contenido
importante de acido ferdlico, que se identificdo mediante GC/MS
(Figura 21). La presencia de este acido no TfTue evidente en la
lignocelulosa original. Esta observacidn es interesante, puesto
que en pastos se encuentran 4&cidos fendélicos como el acido
cumarico y el acido ferdlico unidos mediante enlaces éster y éter
a grupos hidrofilos de las hemicelulosas (Higuchi, 1985; Scalbert
y cois., 1985). Analisis de los AFFL mediante el método de
Kjehldahl indicaron ademas que éstos contienen alrededor de un
2,0 /. de nitrdégeno, porcentaje que es muy similar al encontrado
en la lignocelulosa de trigo (2,03 %)

En resumen, de los resultados obtenidos se desprende que
los AFFL difieren en su estructura de la 1lignocelulosa que los
origina. Los cambios mayoritarios en la porciéon glucidica ocurren
durante la primera semana de incubacién, y poOsteriormente sufren
solo variaciones minimas dificiles de detectar. Las
modificaciones en los componentes aromaticos, detectables
mediante el analisis empleado, consisten principalmente en una
disminucién de los residuos guaiacilicos. Este resultado es
indicativo de un cambio en la estructura de los AFFL con respecto
al sustrato inicial, reflejado en un incremento significativo de

la razén S/6 .
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Figura 21: Evidencia de la presencia de &acido Fferilico en
muestras de AFFL mediante cromatograf ia de fase gaseosa acoplada
a espectrometria de masas. A) Cromatograma de AFF'L en que se

indica el pico correspondiente a acido -feriulico ), residuos
guaiacilo modificados CGCsCx. <) (Ver Discusion), residuos
guaiacilo (@) y residuos siringilo @4). s.i.: estandar interno

(C24 y Ca*). B) Espectro de masas del derivado trimeti 1si lilado
de acido ferulico.



96

2.— Aislamiento y caracterizacion
metabolizan compuestos modelo de

molecular.

2.1.— Aislamiento y caracterizacién metabédlica.

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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de un anillo aromatico, tales como los &acidos vanillico (I) vy
cumarico (XIIl) que son acidos benzoicos sustituidos, ya sea en
mforma individual o mezclas de ellos. También se utilizaron las
fracciones de lignina kraft FSE y FIE como fuente de carbono en
los cultivos de enriquecimiento para la selecciodn inicial de
cepas bacterianas. La versatilidad metabdélica de las diversas
cepas aisladas se ensay6 evaluando su crecimiento en todas los
compuestos aromaticos pertinentes, tales como diversos acidos
benzoicos y acidos fenilpropanoieos y las fracciones purificadas
de lignina kraft. En la Tabla 4 se resumen las propiedades
metabdlicas de algunas de las cepas seleccionadas. Es interesante
resaltar que las caracterlsticas del sustrato inciden en el
numero de cepas diferentes que se pueden aislar y la versatilidad
metabdélica que poseen. Se observd también que algunos acidos
benzoicos, tales como el A&cido vanillico (V) y el acido
protocatecuico avy, son metabolizados por préacticamente la
totalidad de las cepas aisladas, en cambio otros, como el acido
siringico XDy los acidos fenilpropanoicos como el &cido
cinamico (XI1) son metabolizados por algunas cepas solamente.
Ademas, las cepas aisladas en &acido vanillico o cumarico s6lo son
capaces de metabolizar determinados acidos benzoicos y
fenilpropanoicos y no crecen en los compuestos modelo diméricos
de lignina. Por otra parte, aquellas escasas cepas aisladas en
anisoina y dimeros P-0-4son capaces de metaboli zar una gran
variedad de compuestos aromaticos (Gonzalez y cois., 1986).

Se Ilevé a cabo una clasificacion preliminar de las cepas
mostradas en la Tabla4. Todas ellas resultaron ser Gram
negativas, presentaron heterogeneidad morfoldgica y utilizaron
citrato en condiciones aerdbicas. Ademas, todas excepto la cepa

Si°, presentaban un alto grado de motilidad, eran Ffluorescentes,
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Tebla N’4.

18 ETUI?HI el aecifieto  les oePb midiedo la dasided pica a 60 ni despess e tres diss e
/2u?p-  ? 81 ¢ ao? egitecin aattinua. Va = &ciido venilllico (WD; Qu = &cido ausarico (AID); Fe = &cido _Ferdlioo
a4; G = acido ciremico (KI); S = &cido sirlgico K); Ga = &cido careico (XIV); Pr = &cidb protocatecuico (IV);
iIr = &cido barwoiqo; FE = Fraocién soluble ce lignina kil FIE = Fraocidn insolubie e lignime kiR, LaaRt =
lighira krelt; d = o deteminedo. z
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oxidasa positiva, no fermsntati vas y poseian capsula. ElI conjunto
de estas propiedades indica claramente que estas cepas pertenecen
a las Pseudomonaceae, a excepcién de la cepa Sio, la cual se

clasific6é en el grupo de bacterias Psendomonas similar.

2.2.— Busqueda de plasmidios degradativos.

Como ya se sefialdé anteriormente, una gran variedad de
sustancias xenobidticas y naturales son degradadas por bacterias,
muchas de las cuales pertenecen a la amplia -familia de las
Pseudomonas. Los genes de las ensimas involucradas en la
metabolizacion de numerosos compuestos aromaticos se encuentran
localizados en DNA extracromosomal, como por ejemplo, los
plasmidios TOL, SAL 'y NAH. En base a estos antecedentes,
planteamos la hipbétesis que la metabolizacion de compuestos
utilizados como modelos monoméricos de lignina pudiera estar
también codificada en plasmidios degradativos o catabdlicos.

Al iniciarse este trabajo no existian evidencias

experimental es de la participacion de plasmidios catabélicos en

la degradacidon de compuestos modelo de lignina. Los finicos
trabajos publicadas en relacién a este tema proponian la
existencia de plasmidios degradativos para explicar la

inestabilidad metabdlica de las cepas en estudio

(Salkinoja-Salonen y cois., 1979; Salkinoja-Salonen 'y Sundman,
1981). Lamentablemente, los autores no verificaron la presencia o
ausencia de plasmidios en ellas.

En una primera etapa se determind la presencia de
plasmidios en las cepas bacterianas descritas en la seccién 2 .1.
de Resultados mediante el método de Kado (Kado y Liu, 1981). Se

detectd la presencia de plasmidios en aprox imadamente un 20 7. de
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las cepas en estudio. En la mayoria de estos casos se encontro
un solo plasmidio por cepa, aunque se detectaron también algunas
con dos elementas extracromosomales. En la Figura 22 se muestran
los plasmidios de diversas cepas bacterianas naturales separados
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 0,8 %.

Con el —fin de determinar Si estos elementos
e~tracromosomal es estadn involucrados o no en la metabolizacidn de
los compuestos en estudio, se abordo el problema desde dos
enfoques complementarios, es decir mediante la curacion o]
eliminacion del plasmidio y mediante su conjugacién a una

bacteria hospedera apropiada.

2.2.1.- Ensayos de curacion.

Para lograr la eliminacion del (los) plasmidio(s) en su
huésped natural, algunas cepas escogidas de bacterias no
filamentosas fueron sometidas a la accion de diversos agentes vy
condiciones descritas como agentes curantes. Se hicieron ensayos
utilizando bromuro de etidio (Bouanchaud vy cois., 1969),
mitomicina C (Chakrabarty, 1972), novobiocina (Wolfson y cois.,
1985), dipiridi lamina (Vicuia y cois., 1988) y temperaturas de
cultivo elevadas (Hughes 'y cois., 1984). Las concentraciones
minimas inhibitorias fueron diferentes para cada reactivo y cada
cepa. ElI protocolo utilizado estd descrito en la seccidén 6.3. de
Materiales y Métodos.

Los cultivos incubados con el agente curante en estudio
fueron sembrados en diluciones apropiadas sobre placas de agar
con medio rico y medio selectivo que contenia un compuesto modelo
de lignina como Cinica Tfuente de carbono. Se encontrdé que

aproximadamente un 1 7. de las colonias era capaz de desarrol larse
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Figura 22: El ectro-foresis en gel de agarosa
plasmi dios de diferentes cepas. A) Plasmidio pR2
typhi (Pii=62 MD) , B) plasmidio de la cepa C», ()
la cepa Ano y D> plasmidios de la cepa Sto.
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en el medio rico pero no en el medio selectivo. En todas estas
colonias (unas 200) se analizé la presencia de plasmidios,
detectandose en todas ellas el elemento extracromosomal. Estos
resultados se resumen en la Tabla 5. De estas observaciones se
desprende que al menos en estas cepas, los plasmidios son muy
estables. Sin embargo, no permiten a-firmar ni descartar la
posibilidad que dichos plasmidios estén involucrados en la

metabolizacion de compuestos modelo monoméricos de lignina.

2.2.2.- Ensayos de conjugacion.

Se disefiaron experimentos de conjugacidon entre diversas
cepas de Pseudomonas aisladas en compuestos modelo de lignina vy
la cepa P. aeruginosa 2A, la cual ha sido utilizada como huésped
en experimentos de conjugacion por el Dr. 0. Gran (La Plata,
Argentina). Esta Dbacteria, por cierto, no metaboliza los
compuestos aromaticos en cuestidon. Se realizaron también ensayos
de conjugacion utilizando como receptoras a algunas de las cepas
bacterianas descritas en este trabajo. No fue posible utilizar
las cepas P. aeruginosa PAO 1161 (Hosoya y Tomikuza, 1984) y P.
putida 2440 (Franklin y cois., 1981), desarrolladas
especificamente para conjugaciones, puesto que eran capaces de
crecer en practicamente todos los compuestos aromaticos
monoméricos en estudio. A pesar de que se ensayaron diversas
cepas dadoras y receptoras, ademas de algunas variantes del

protocolo indicado en la seccion 6.4. de Materiales y Métodos, no

fue posible obtener colonias conjugantes. Los experimentos
realizados se resumen en la Tabla 6. Cabe sefialar que
experimentos controles de conjugacidon con £. coli resultaron

positivos, asi como el traspaso del plasmidio NAF de la cepa



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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Tebla N'6.

Ressen ¢k esayos de aonjugecion reallizados an ogpes aislades en cospuestos aroatiacs sinples.

G €< oz} Medio D.0.600m Rean th TCO
cedora receptora slectivo dedorazreceptora cedoracrecgptora inaubecidn

S0 Ps2A KarvQu 0,808 o1, 11, 1:9 1,5, 8 2,9, I
SO Kan/Qu 1,0:1,0 o1, 171, 1:9 14 D 5

2 P2 Keu, Kavle 0,606 91, 11, 1:9 4 B 5

Q % Now/Ci 0,9:0,9 11 5 5, D
AD  Ps2A Kavlu, KFe  0,6:0,6 o1, 11, 19 4 7.3

A PA Now/QL 0,7:0,7 o1, 11, 1:9 4 7.3

XH A Kavu, e 0,8:0,8 o1, 11, 1:9 4 7.3

1B PA Kavu, KnFe  0,8:0,8 o1, 11, 19 4 5

S prepararon aultives en nedlio Lurdia 1, s mexclaron en lss prgorciaes y aodicioes  exqerimentales
idicaces en la tbla. Posteriomate = ssbraron sdre placass qe aotenian d nedio selectivo an uma
conoairacidn goropiach. el antibidtioo y el sustrato arordtico a ua cocetrecidn firll e 5 ik Nl = &cidb
ralidixico; Kan = karemicirg; Tet = tetracidina; Nov = rowdbiccing; Pr = &cido protocatecuioco (V); Bz = &cido
bermoico; G = &cidb cirdmico (XII); Qu = &cido aedrico (I); Fe = &cidb fadlico (V); t=teapo; h=hoss; T=
tEperatug; e, = inodecion.
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Pseadomonas Ex a 2A (datos no mostrados).

En general, los resultados obtenidos muestran que se
logré aislar y caracterizar un conjunto de cepas interesantes en
cuanto a su versatilidad metabdélica para degradar compuestos
aromaticos simples relacionados con lignina. No se logro
demostrar, sin embarga, si los plasmidios estan o no involucrados

en la degradacion de dichos compuestos (Vicufa y cois., 1988).

3.~ Aislamiento y caracterizacioéon de cepas que crecen en APPL.
Otra de las preguntas planteadas en esta tesis fTue si
existen bacterias no filamentosas capaces de metabolizar los
APPL, ya que éstos parecen ser productos metabdlicos terminales
de los actinomicetes (McCarthy y Broda, 1984). Otros
investigadores determinaron que P. chrysosporium y otras especies
de Streptomyces no modifican mayormente los APPL generados por S.
viridosporas T7A (Pometto y Crawford, 1986). ElI trabajo indicado
adolece de algunas fallas, puesto que examina los productos
solubles de bajo peso molecular encontrados en el medio de
cultivo luego de incubar los APPL en presencia de los diversos
microorganismos y no el sustrato polimérico mismo. Sin embargo,
los resultados tienden a indicar que son microorganismos de otro
tipo los que se encargan de degradar este producto ligninoso
natural. Como se indic6é en la Introduccidén, nos interesé iniciar
una basqueda de bacterias que consumen APPL con el fin de
investigar si existe una accidn integrada de diferentes clases de
microorganismos en la metabdélizaciéon de compuestos poliméricos

naturales ricos en lignina.
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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 Streptomyces 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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asociacion de dos cepas que hemos denominado Vi y Va», que en

conjunto presentan un crecimiento en APF'L que supera la suma de
las densidades o6pticas de ambas cepas cultivadas por separado en
un medio con AF'FL como Cinica fuente de <carbono. Se hicieron
también mezclas binarias entre algunas de las otras cepas que
presentaban un crecimiento significativo en APF'L. Sin embargo, en
todos estos casos los cultivos mixtos alcanzaban una densidad
Optica inferior a la suma de las densidades alcanzadas por las

mismas cepas en forma aislada.

3.1.— Identificacid6n vy caracterizacion de tres cultivos

seleccionados.

Se realizaron pruebas de i1dentificacion de las cepas E=»3
y Ese» y de los componentes del consorcio Viz a nivel de género,
siendo los criterios fundamentales aquellos enumerados en la
seccion 1.1.3. de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos
se resumen en la Tabla 7 y permitieron concluir que las cepas
B23, ~z1 y Va» pertenecen al género Pseudomonas, mientras que
la cepa Vi es un Enterohacter. La morfologia y Jlos flagelos
visualizados mediante tincidén negativa al microscopio electrdénico
de transmisidon Ffueron herramientas fundamentales para la
identificaciéon de las cepas (Figura 23).

Se hicieron curvas de crecimiento en AFFL de las cepas

B=3, Eai y del consorcio V12. Como se observa en la Figura 24,

los tres cultivos alcanzan el estado estacionario a mas tardar a
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Tabla N'7.

Idnti-ficdn e oges elecciaecss.

(62021 B3 B Y| 2
tancidn ¢k Bras - - - -
sotiliced + + + (&)
flaelo polar polar peritrica (lateral!
test gluoosa OF o farsatativa o fasetativa fersatativa no fersatativa
axidesa t + - +
pigserito asarillo + + - +

ggero asigeb Pseudosores Psaudosores Enterdoecter Pseudosores

h esta tebla == ressen ks pruges qe == aosideraron ariterics fudesatales e ideaficecion. S
hicieron nuserosas prugbes adicioales tales aoso setaolizacidn y fersatacion e azlcares y detersinecidn ce patrdn
¢k proteines e sbrama edarma.
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Figura 23: Microscopia electrénica de cepas bacterianas que
Hfecen en AFPL. A) Pseudomonas B23, B> Pseudomonas E21,
C) Enterobacter Vi, D> Pseudomonas V2, E) Pseudomonas

fluorescens Biovar 1 Ai y F) Pseudomonas acidouorans Ds.
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Figura 24: Curvas de crecimiento en APPL de cultivos
seleccionados, @) Pseudomonas Bs», <e) Pseadomonas E~i y
~U) Con- Via. Los medios de cultivo contenian Ksal y

2,5 mg/ml de APPL y -fueron incubados con agitaci6én a 30“C. Se
retiraron alicuotas de 1 mi a distintos tiempos de incubacidon vy
se determind su densidad o6ptica a 600 nm.
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las 50 hrs de incubacion, observandose luego una disminucion
gradual de la densidad Optica de cada cultivo.

Puesto que los APPL son un polimero heterogéneo -formado
por una porcién aromatica y una -fracciéon glucidica, se hizo una

caracterizacién somera, de la versatilidad metabdélica de estas

cepas con el -fin de determinar su capacidad de raetabol izar
compuestos modelo de lignina e hidratos de carbono. Con fines
comparativos se incluyeron en estos estudios las P. acidovorans

D3 y P. fluorescens Bi.ovar 1 Ai, que fueron aisladas en nuestro

laboratorio. Se eligieron estas cepas debido a su capacidad de
metabolizar compuestos modelo de lignina diméricos. La P.
acidovorans Ds degrada el dimero F-0-4 fendélico XXX y no
fen6lico XXXI. P. fluorascar)s Biovar | Ai es capaz de romper la
anisoina ((XIX) y degradar también el compuesto XXX (Gonzalez 'y

cois., 1986).

3.1.1.- Accioén de los cultivos seleccionados sobre

compuestos modelo de lignina.

Se encontr6é que todas las cepas, excepto una, son capaces
de metabolizar diversos compuestos aromaticos simples. Los acidos
vanillico (VI), cumarico (XI11l) 'y protocatecuico (IV) fueron
utilizados por la mayoria de las cepas como fuentes de carbono.
Al i1gual que las cepas descritas en el capitulo 2 de Fi“esul tados,
s6lo algunas metabolizaron los &acidos cinamico (X1l1), sirlngico
(X1) y cafeico ((XIV) (Tabla 8). Ninguna cepa aislada en APPL fue
capaz de crecer en compuestos modelo diméricos de lignina, aon
cuando las incubaciones se prolongaron durante 10 6 mas dias. Los
di meros ensayados fueron anisoina (XIX), HMDA (XXI), 4,4’ -bifenol
(XXXV) 'y VGGEox (XXXI) (Tabla 8).
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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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3.1.2.- Accién de los cultivos seleccionados sobre

hidratos de carbono.

Todas las cepas aisladas en APPL con la excepcidon de una,

crecieron en diversos monosacéridos. Se observdé que la mayoria de

las cepas metabolizaron diversas hexosas y pentosas, siendo la
ribosa consumida por algunas cepas solamente (Tabla 9). Con el
objeto de examinar la posibilidad que las cepas aisladas

crecieran principalmente a expensas de la porcién glucidica de
los APPL, se investigdé su capacidad de metabolizar diversas
preparadones de celulosas y hemicelulosas, lo cual constituye un
modo indirecta de abordar el problema.

Se eligieron tres preparaciones de celulosas, a saber,

celulosa microcristal. ina, hidrox ietilcelulosa y celulosa pura de

algodoén. Estos tres sustratos difieren en su grado de
solubilidad, siendo la hidroxieti 1lcelulosa soluble vy la de
algodén insoluble en soluciones acuosas. Se incubaron matraces

con medio minimo de cultivo "Ksal" que contenia una concentracion
final de 0,5 \. de la celulosa a ensayar (en el caso de la
celulosa de algodén se prepar6 una suspension al 0,3 7) vy se
inocularon con las diversas cepas bacterianas que se hablan
cultivado en un medio con APPL. Los cultivos se incubaron con
agitacion a 30"C durante 10 dias y se determinaron los azlcares
reductores presentes al término de 0, 3 y 10 dias de 1incubacion.
En este periodo de incubacién no se produjo un cambio
significativo de los valores encontrados con respecto al control
sin iné6culo y tampoco se observo turbidez debido a crecimiento
bacteriano. Esta observacion se repitid para los tres sustratos y
todas las cepas ensayadas (Tabla 9).

A la luz de los resultados negativos obtenidos, se penso



114

Tabla NO.

Orecimiento en hidratos e carboo e ages seleccioedss en ARL.

S idica la dasiced Gotica alcazada por Ios aultivos a les dos dias e inalecién en AL, H  arecimietto
en nonosacaridos fue determinedo midiendb la densiced Gptica e los aultivos a 600 rm luegp de ua Inadeciéin a 30°C
durante 3 dies. La aonoentracidn ¢k aonosacaridos en el agdio fie e 1,0 1 y e 0,5 X para lIas celulosss HEC y MIC

k0,3 Xar d a0 e la celulosa ¢k algodn, glu = gluosa; cal = galectosa; men = mefosa; Xl = xilesa; mal =
maltosa; rib - riboss; fru = fructosa; ara = arsbinosa; HEC = hidraxietiloelulosa; MC = celulosa miarooristaling;
AE = celulcsa pura ce algodn; Anis = anisoina (XIX); Sadox = dimero guaiecilioco axicedo (XX); +=D.0. etre 0,1

y 1,0; + =D.O. nayor g 10.
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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 P. seidovorsrts Ds (en -fructosa 1V.) y Pseadomonss
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



<fuentes de carbono, los cuales -fueron centr ifugados en -forma
estéril al cabo de 40 hrs de incubacidon y resuspendidos en 2,0 mi

de medio minimo "«sal". Los matraces que contenian los diferentes
polisacari dos a ensayar Tfueron inoculados con 0,4 mi de la
suspension de células, con el fin deaportar una cantidad

importante de biomasa de cada cepa al cultivo. De este modo se

pretendid detectar la posibilidad de que la cepa fuera capas de
modificar el sustrato aén cuando no creciera a expensas de él. En
el experimento se incluyd también un control sin sustrato para
cada cepa, aparte de los controles sin inoculo. Los matraces

fueron incubados a 28°C con agitacién durante seis dias vy al
término de este periodo se determinaron en duplicado los azilcares
reductores y totales de las muestras (Tabla 10).

En algunos casos se observaron cambios notorios en el
contenido tanto de azlUcares totales como reductores, los cuales
se vieron reflejados en variaciones de pH vy también en
incrementos de la densidad ofbtica alcanzada por el cultivo en

estudio. En lineas generales, se observé que la cepa Pseudomonss

Epi produjo cambios significativos en las tres hemi cel ul osas,

hecho que concuerda bien <con su gran Vversatilidad en la
metabolizaciéon de monosacaridos. Las otras cepas introducen
variaciones menos importantes en los niveles de azucares

reductores y totales de las hemicelulosas ensayadas.



Metabolizacién e hemicelulosas por aultives selecciaads.

Gontrol sin inbaulo

Paudorores B3
Peacomoes B2L
Quitivo mixto V12
P. fluorescas Al
P. acidovoras B

Tebla N'I0.

1 Ariicares totales

AS

1,48

80,9
49,9
7,73
0,5
0,5

Xl GM
107,88 18,33
0,9 5,33
A#,5 5,00
D, 63,33
9B,48 6,67
6,97 7,0
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1 Azécares reductores

A6

8,57

21,43
0,5
@,
2,7
16,67

Xl

97,0

87,38
218,45
101,94

87,38
1m.,6

GM

S midieron azocares totales y redctores en los streredantes ce aultivos al tBmino ce ua Inckecidn
ck 4 diss y == aopararon an  los respectivos controles sin indaulo. H 100 1 <= refiere al valor enoontracb a
tieo o e inaecidn, 166 = arabino-gallactaro; Xl = xilao; 6-M = galacto-marano.
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3.2. Accié6n de bacterias sobre APPL.

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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Figura 25: Espectros de Ffluorescencia de sobrenadantes de
cultivos en AF'PL. A) Espectro de emision o Fluorescencia de una
solucidén control de AF"PL obtenido al excitar la muestra a las

distintas longitudes de onda indicadas, en presencia ) y en

ausencia < ) de oxigeno. Se indican las longitudes de onda de

excitacion: a = 2S5 nm; b = 280 nm; ¢ = 275 nm y d = 270 nm.

B> Espectro de emisidn obtenidos al excitar a 275 nm a alicuotas

de un control sin inéculo () y de sobrenadantes de cultivos de

Pseadomonas B23 <emees), Pseadomonas Essi <) VY p.- fluorescens
Biovar 1 Al (—).



120

nitrégeno y sin purgar).

Una vez establecidas las caracteristicas del espectro, se
hicieron registros de los sobrenadantes de cultivos de todas las
cepas mencionadas. Se encontro que éstos no se diferenciaron de
aquellos de la solucién control sin inéculo (Figura 25EU . Los
anadlisis se realizaron con alicuotas de sobrenadantes tomadas de
cultivos de las diversas cepas al cabo de 2 y 4 dias de
incubacién a 30”C.

Con el -fin de determinar si las bacterias modifican la
distribucion de pesos moleculares de los AFFL, vya sea por
polimerizacion o] despolimerizacion, se filtraron los
sobrenadantes de los mismos cultivos a través de las columnas
Sephadex G-50 y Shodex S/804-S descritas anteriormente (Ver
seccion 1.6.2. de Resultados). No se detectaron cambios en el
grado de polimerizaciéon del sustrato luego de incubaciones
exhaustivas de 4-5 dias de las diferentes cepas sobre AFFL
utilizando cualquiera de los dos sistemas cromatograficos (datos
no mostrados). Estos resultados son concordantes con la
observacién previa, referente a la incapacidad de estas cepas de
romper enlaces caracteristicos de lignina de compuestos modelo
diméricos.

Estas primeras determinaciones estaban destinadas a
observar si se hablan producido cambios significativos en la
estructura de los AFTFL, tales como polimerizaciones o]
despolimerizaciones, cambios en el grado de aromatici dad, etc. En
general, en estos ensayos no se detectaron alteraciones de este
tipo, lo cual indica que las técnicas empleadas s6lo son capaces
de detectar modifi caeiones masivas y aparentemente no permiten

analizar cambios de menor envergadura en el sustrato.
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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 P. fluorescens Biovar 1| Ai y
P. acidovorans Ds. Las técnicas escogidas fueron el anéalisis 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 Pseudomonas B23
y E21 y el consorcio V12 en medio minimo Ksal conteniendo
2.5 mg/ml de APPL. Los iné6culos de P. Ffluorescens Biovar I Ai y
P. acidovorans 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



bacterias y los sobrenadantes se liofilizaran a sequedad. Estas
muestras fueron procesadas segun se describidé en la seccién 4 .1.
de Materiales y Métodos. Se hicieron dos determinaciones de
hidratos de carbono independientes para cada cultivo, una en el
pais y la otra en el Forest Products Laboratory de Madison,
Wisconsin. La Figura 26 muestra los resultados promediados de
estos analisis para cada uno de los cultivos realizados después
de 96 h de incubacion.

Los datos obtenidos muestran que existe una cierta
correlaciéon entre la densidad 6ptica alcanzada por <cada cultivo
en APPL, la versatilidad metabdélica con respecto a mono- 'y
polisacaridos (Ver seccion 3.1. de este capitulo) y su capacidad
de consumir alguno de los hidratos de carbono presentes en los
APPL. Por ejemplo, la cepa Pseadornarias Eai crece bien en APPL,
es muy versatil en cuanto a su capacidad de degradar
monosacari dos y modificar hemicelulosas, y también muestra un
consumo estadisticamente significativo de azlcares totales y de
mafianas con respecto al control sin ind6culo. El consorcio Via
degrada una porcidén importante de xilanos y mananos, lo cual
también se refleja en una disminuciodn importante de los
carbohidratos totales de los APPL. Aunque el consorcio metaboliza
bien diversos monosacaridos, la capacidad de metaboli zar estos
glicidos no se visualiza en forma clara utilizando preparaciones
de hemicelulosas. El caso de la cepa Pseudomonas B23 es
diferente, puesto que crece bastante bien en APPL y sin embargo
no metaboliza monosacaridos, hecho que se refleja en la ausencia
de un consumo significativo de carbohidratos de los APPL. Por
otra parte, P, fluorescens Biovar 1 Ai presenta un desarrollo
escaso en el polimero soluble, no es muy versatil en cuanto a su

capacidad de degradar monosacari dos y hemicelulosas, y tampoco



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.
Pseudomonas E=>3 (mil); Pseudomona Eai <”>; consorcio Vi2 (=m8) ;
P*® ?luorescens Biovar 1 Ai (@En) y P. acidovorans Ds (=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.



124

degrada azuUcares de los AF'PL en -forma signi ficativa. La cepa P.
acidovorans Ds corresponde a una situacion intermedia, puesto

que utiliza s6lo un monosacarido como Ffuente de carbono, no crece
bien en AF*PL, ni consume hemi celul osas en forma importante. Se
aprecia una disminucion estadisticamente significativa en el
contenido de uno de los carbohidratos presentes en el sustrato
analizado. Se demostrd también que ninguna de las cepas
seleccionadas es capaz de crecer o modificar celulosas, lo cual
es consistente con el consumo relativamente escaso de glucosa en

los AFFL (Figura 26) .

3.2.2. 2.- Acciodn bacteriana sobre el componente aromatico de

los AFFL.

El efecto de las cepas sobre la porciéon aromatica de los
AFF'L se midid en muestras preparadas en la misma forma descrita
mas arriba. Se hicieron dos cultivos independientes que a su vez
se procesaron en duplicado, segon el protocolo descrito en la
seccion 4.2. de Materiales y Métodos.

Los resultados de los analisis mediante tioaciddli sis se
resumen en la Tabla 11. Los datos obtenidos indican que dos de
los cultivos incubados con AFFL presentan cambios significativos
en la recuperacion de mondémeros tioacidolizados con respecto al
control sin inéculo. Especificamente, en la cepa Pseudomonas Osa»
se observdé una disminucion significativa de los residuos 6 y S.
También la cepa P. fluorescens Biovar |1 Ai. modifica la porcioén
aromatica de los AFF'L al disminuir el porcentaje de residuos G,
lo cual se traduce en un aumento importante de la razén S/G. En
las cepas restantes el rendimiento de los residuos analizados de
la lignina no condensaria no varia. signi ficativamente. Asimismo,

la razon entre los diasteroisdmeros S y G permanece practicamente
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Tebla N'IL.

Ardlisis por ticeciddlisis ¢k la fraocidn arcedtica e los APL inaubedos an ogpes becterianes selecciaecks.

Mestra 67 S 6 N+
Corol sin inbaulo 0,68 (0,115 0,649 0,0 0,95 ©O,08) 4
Psaucceoes B3 0,515 (O,0B)* 0,497 (0,06)2 0,99 ©,0B) 4
Psudoeoes  E2L 0,58 (©,177) 0,649 0,177 0,%7 O.®) 3
Quitvo aixto VI2 0,66 (0,12 0,62 O, 13) 0,973 O.0H) 4
P. fluorescas Al 0,58 O,®2)* 0,554 O,@2D) 1,066 (0,03D3 4
P. acidovorars 3 0,577 (O,00) 0,91 0,04 1,00 ©,0D) 2

Los resultados = eqoresaron aos0 poroaTiaje sdore el peso total e la nesstra. & indica el nleero e
deteraineciones realizades en cah 0. Las desviaciaes estachr 2 sefalan entre parantesis. B cadh a0
Ics valores ce p fueron dotenidos al aogparar Ies datos e los aultives an el aonroll sin irbadlo, ssgn

Test de Swoknt. 1= pO,06; 2 pO,05; 3 pO,@.



inalterada. Este hecho demuestra que las cepas Psaadomonas E21,
el cultivo mixto V12 'y p. acidovorans 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
Pseudomonas E21 y el consorcio V12. Otras, como Pseudomonas

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

mayormente los carbohidratos presentes.

4_- Efecto de hongos sobre APPL.

Se estudi6é también el efecto de un hongo denominado
Ganoderwa applanatum 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
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antecedentes con respecto a la -forma de cultivar G. applanata)» 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 Phanerochaete chrysosporium 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).

4_.1.— Efecto de Ganoderma applanata» sobre APPL.

Con el propésito de estudiar si G, applanatum ejerce

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

en un medio definido conteniendo glucosa 1 V. y wuno 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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suplementado con arginina decoloraba rapidamente el Azul de
Remazol, en cambio en el cultivo que contenia histidina como
efuente de nitrdogeno no se detectd decoloraciéon. En la Figura 27
se muestran el espectro de absorcidén visible del colorante vy su
decoloracion por accion del hongo en cultivos suplementados con
arginina como fuente de nitrdgeno. Por otra parte, alicuotas de
los cultivos supl ementados con APPL -fueron analizadas mediante
efiltracion en gel a través de la columna de Sephadex G-50. Se
encontré en cada caso que los perfiles de elucion al término del
periodo de incubacidon eran iguales a los de las muestras de
tiempo cero de incubacidén. En estudios preliminares no se detectd
la presencia de ligninasa y peroxidasa + 1lacasa en los
sobrenadantes de todos los cultivos, sin detectarse actividad en

ninguna de ellos (Figura 27B).

4_2.— Efecto de peroxidasa de lignina de P, chrysosporiam sobre

APPL.

Existen numerosos estudios que demuestran que P.
chrysosporiam s6lo degrada Jlignina cuando se encuentra en
metabolismo secundario, requiriéndose condiciones fisioldégicas
muy especificas, entre otras, de carencia de nitrégeno, para que
el hongo pase a este estado metabdélico en que se libera la enzima
ligninasa (Jeffries y cois., 1981; Fenn y Kirk, 1981).

Actualmente es un hecho <conocido que la ligninasa
purificada de P. chrysosporiam no degrada lignina, sino por el
contrario, la polimeriza (Haemmerli y cois-, 1986). Al parecer
ésto se debe a que no se ha logrado reconstituir aén el sistema
ligninolitico completo, que al parecer esté formado por al menos

tres tipos de enzima (Kersten y Kirk, 1987; Paszczynski y cois.,
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Figura 27: Descoloracibn de Azul de Remazol en cultivos de

G, appl ar>atam conteniendo arginina como -fuente de nitrégeno, y
medicidn de actividades enzimaticas extracelulares. A) Espectro
visible de Azul de Remazol de alicuotas tomadas de cultivos
inoculados con G. applanatum. 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 (A) 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).



DISCUSION.

La biodegradacion de la lignina es una de las etapas
claves del ciclo del carbono en la bidsfera. Con el fin de lograr
una comprension cabal de este complejo fendmeno, resulta
indispensable investigar el papel que cumplen en él los diversos
tipos de microorganismos. En los ultimos afios se han logrado
importantes avances en el conocimiento de los hongos
ligninoli tieos. La evidencia apunta a que son ellos los primeras
en atacar la lignina ir» sitaf labor que se ve facilitada con la
penetracidon de la madera por las hifas. Algunos géneros
bacterianos también degradan lignina nativa, aunque éstos son
escasos y lo hacen a una velocidad lenta (Vicuia, 1988). ElI papel
de las bacterias en este proceso parece ser mas bien el consumir

intermediarios liberados por los hongos, contribuyendo asi en

forma decisiva a la mineral izacion de dicha macromolécula
aromatica. En todo caso, la bioquimica de la ligninolisis
bacteriana es escasamente conocida. En esta tesis se planteéd

hacer avances al respecto, mediante el estudio de la accion de
géneros taxonémicos muy distantes sobre sustratos naturales ricos
en lignina y sobre modelos sintetizados quimicamente. Las
especies escogidas fueron S. viridosporus T7A, una bacteria
filamentosa que pertenece a la familia de los actinomicet.es, y
diversas cepas naturales que luego de identifi cadas resultaron

ser en su mayoria pseudomonas.



Las preguntas planteadas en este trabajo pueden resumirse

de la siguiente manera:

1) Ya que S. viridosporas 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.

Accion de 3- viridosporus T7A sobre compuestos aromaticos

sencillos.

En primer término se hizo una caracterizaciéon de S.
viridosporus T7A con respecto a su versatilidad metabdélica 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. viridosporus 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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una aldehido oxidasa constitutiva en S. viridosporus T7A, la que
oxida, entre otros sustratos aromaticos, el veratraldehido a
acido veratrico. En consecuencia, la enzima inducible de este
sistema podria ser la enzima que convierte al alcohol a aldehido
(probablemente una deshidrogenasa). El alcohol veratrilico es
producido de novo por diversas especies de Dbasidi omicetas,
incluyendo el hongo de pudricién blanca P. chrysosporium, al
comenzar la etapa, de metabolismo secundario (Lundquist y Kirk,
1978; Shimada y cois., 1981). Se presume que este metabolito
cumple un rol 1iImportante en la biodegradaci on Tfoéngica de la
lignina, aunque éste no ha sido determinado afin con claridad. Lo
que si se ha comprobado fehacientemente es que protege a la
ligninasa contra la inactivacién por agua oxigenada (Leisola vy
cois., 1985; Tonon y Odier, 1988). Hasta la fecha se desconoce si
el alcohol veratri. lico tiene alguna significancia Tfisioldgica en
Streptomyces. En actinomicetes la degradacion de 1lignocelulosa
ocurre en fTorma paralela a su crecimiento (McCarthy, 1987; Masoén
y cois., 1988), no siendo una manifestacion del metabolismo
secundar 1o .

Cuando se ensay6 la acciéon de S. viridosporus T7A sobre
el acido protocatecuico, se esperaba que ¢éste fuese Tacilmente
degradado, tal como ha sido descrito en bacterias no filamentosas
(Bayly 'y Barbour, 1984) y también en otras especies de
Streptomyces (Sutherland y cois., 1981; Sutherland y cois.,
1983). Sin embargo, se observé la acumulacidon de un compuesto que
posteriormente no es metabolizado ni en ausencia ni en presencia
de 1lignocelulosa de trigo. Por otra parte, se comprobd que el
acido gentisico es degradado cuantitativamente. El &cido benzoico
también es metabolizado, lo cual coincide con observaciones de

otros autores (Sutherland y Crawford, 1981). EI producto formado
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a partir de acido protocatecuico -fue analizado mediante HF'LC, TLC
y espectrofotometria UV en medio neutro, observandose una
coincidencia perfecta con acido galico. Sin embargo, los
espectros de ionizacion a pH alcalino de un estandar auténtico de
acido galico vy el producto -formado eran diferentes. Esta
experiencia demostro que el uso de tres criterios analiticos
independientes no es suficiente para determinar la 1identidad de
un compuesto. Esta s6lo puede establecerse en forma inequivoca
mediante espectrometri a de masas.

Se purificé el producto en cantidad suficiente y a pesar

de aplicar diversas técnicas analiticas sofisticadas, no fue

posible proponer para él una estructura satisfactoria. La
estructura indicada es compatible con el peso molecular, el
némero de protones aromaticos, grupos carbonilo, metoxilo y la
presencia de un grupo metilo. Sin embargo, el espectro de

t3C-NMR indica s6lo 17 carbonos y la estructura propuesta posee

18. Ademéas, aparece una sefial de otro grupo carbonilo y una sefial
a 170 ppm que no son compatibles con la formula propuesta. Los
datos disponibles no comprueban en forma fehaciente que dicho
compuesto es un producto directo de la accién del microorganismo
sobre el acido protocatecuico. Sin embargo, al incubar cultivos
de S,, viridosporus T7A en iguales condiciones pero en ausencia de
acido protocatecuico, no se obtuvieron ni trazas del producto.
Desgraciadamente, no se dispone de &acido protocatecuico marcado
en forma radiactiva para demostrar la relacidén sustrato-producto,
o por el contrario, que la sintesis del metabolito es inducida de

alguna manera por el acido protocatecuico.
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Se estudié también la accién de S. viridosporus 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,
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también se ha demostrado la metabolizacién de compuestos modelo
de estructura P-0-4 por cultivos mirtos (Pellinen y cois., 1984;
Jokela y cois., 1987). En la mayor parte de los casos se produce
la ruptura del enlace éter, aunque en algunos casos se ha
descrito la ruptura de la molécula entre Ccty C3 (Rast y cois.,
1980; Odier y Rolando, 1985). Con respecto a la capacidad de
actinomicetes de metabolizar estos compuestos, se habia reportado
gque S. viridosporus T7A rompe el enlace €~0-4 del dimero VGGE
(XXX1V) en presencia de lignocelulosa de maiz (Crawford y cois.,
1983a). Evidencias preliminares de estos mismos autores
sugirieron que la actividad enziraatica descrita estarla asociada
a la membrana. Utilizando el mismo compuesto modelo y condiciones
experimentales 1idénticas, no se logr6 detectar ni ruptura del
enlace P-0-4 ni otras modificaciones. Tampoco se detectd consumo
del sustrato, descartandose la posibilidad de una metabolizaciodn
sin acumulacidon de intermediarios estables en el medio de
cultivo. Una pasible explicacién de esta controversia podria
encontrarse en que se utilizaron l1ignocelulosas de distinto
origen (maiz y trigo). Alternativamente, es posible que la cepa
original haya tenido un plasmidio el cual se perdidé por traspasos
sucesivos del cultivo en medio rico. Se ensayaron también otros
compuestos modelo del tipo arilglicerol-P-aril éter fendlicos vy
no fendlicos, obteniéndose idénticos resultados (ROttimann vy
cois., 1986). En todo caso, el grupo de D. Crawford no ha
insistido después de su comunicacién preliminar en la existencia
de una "P-eterasa'. Por otra parte, recientemente se ha publicada
que S. cyaneus es capaz de metabolizar un dimero no Tfendlico de
estructura F-0-4 (Zimmermann 'y cois., 1988). Los autores
detectaron ruptura ir> vivo entre Ca y Cg por medio de |la

identificacion de los intermediarios liberados, 1o que sugiere un
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mecanismo semejante a la ligninasa de hongos.

Se ha demostrado que un porcentaje significativo (10 V)
de unidades aromaticas de la lignina estan unidas entre si
mediante enlaces taifenilieos. También se han encontrado algunas
bacterias capaces de metabolizar Dbifenilos, tales como P.
pseudoalcal igenes (Furukawa y Miyazaki, 1986) y otras cepas
anaerodbicas presentes en liquidos ruminales (Chen y cois., 1986;
Chen y cois., 1987). Con respecto a actinomicetes, se ha descrito
que S. viridosporus T7A oxida la dehidrodivanillina (DHDV) al
acido correspondiente, el cual aparentemente es metabolizado a
través de una ruta catabdélica desconocida (Crawford vy cois.,
1981). Los compuestos con enlaces bifenilo ensayados en esta
tesis, ya sea en presencia o0 ausencia de lignocelulosa, no fueron
degradados por la bacteria filamentosa (RUttimann y cois., 1986).
Es posible que la presencia en la DHDV de grupos laterales

oxidables fTacilite su posterios catabolismo.

Accion de S. viridosporus T7A sobre lignina kraft.

Como se explicd en Resultados, los estudios de
biodegradacion de lignina kraft poseen un interés académico y
también aplicado, puesto que la produccion de este material por
la industria de celulosa es enorme. Los cmicos trabajos
publicados en relacidon a la capacidad de bacterias filamentosas
de degradar derivados industriales de la lignina se refieren a su
efecto sobre lignosulfonatos (Haraguchi y Morohoshi, 1976; Haider
y Trojanowski, 1981). En ambos casos, los autores observaran que
los lignosulfonatos son bastante refractarios a la accién de las
bacterias fTi lamentosas.

Los experimentos realizados con lignina kraft se
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disefiaron como una aproximaciéon adicional al estudio del sistema
ligninolitico de S. viridosporus T7A. Si bien éste es un sustrato
quimicamente modificado con respecto a la lignina nativa,
comunmente se la ensaya en experimentos de degradaciéon de
lignina. Los resultados obtenidos indican que la lignina kraft no
es metabolizada en forma eficiente por S. viridosporus T7A. Llama
la atencidén el hecho que la fracciéon soluble en éter (FSE)
resultara ser 1inhibitoria, ya que ensayos realizadas por nuestro
grupo han mostrado que practicamente todas las cepas de bacterias
no filamentosas aisladas en diversos compuestos modelo de lignina
de bajo peso molecular son capaces de crecer en FSE, aunque no en
FIE {Gonzadlez y cois., 1986). Mas adn, s6lo las cepas
origi nal mente aisladas en FIE muestran un desarrollo
significativo en este sustrato, lo que puede deberse a su alto
peso molecular promedio. Aparentemente existiria en la FSE un
componente que es toxico para Strept-omyces e inocuo para
numerosas bacterias Gram negativas.

Los experimentos realizados con Azul de Remazol son auln
preliminares, pero permiten establecer que la actividad
responsable de su descoloracién no tiene la capacidad de alterar
el color de la lignina kraft o de romper enlaces tipicos de
lignina. La descoloracion podria deberse a la actividad de
enzimas del tipo fenol oxidasa o0 peroxidasa. Actualmente se
desconoce si S. viridosporas T7A secreta fenol oxidasas al medio
de cultivo, pero posee una peroxidasa extracelular inducidle por
lignocelulosa (Ramachandra y cois., 1987). Se han descrito cuatro
isoenzimas de esta peroxidasa que presentan especificidades
diferentes y aparecen durante la fase logaritmica de crecimiento,
permaneciendo dos de ellas activas durante la fase estacionaria

(Ramachandra y cois., 1987). Es muy probable que wuna o mas de
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estas .isoenzimas sea(n) la(s) responsable (s) de la descol oraci 6n
observada. Hasta la -fecha no se ha demostrado que alguna de
dichas peroxidasas de S. viridosporas T7A posea la capacidad de
modificar compuestos modelo de lignina en forma analoga a |Ila

ligninasa descrita en P. chrysosporium.

En resumen, basandose en las evidencias presentadas,
parece ser que S. viridosporus T7A no posee una capacidad
ligninolitica propiamente tal. Un ensayo adicional podria
consistir en determinar si esta bacteria mineraliza

significativamente DHP, un polimerizado sintético de alcohol

coniferi lico. Curiosamente, nadie hasta la fecha lo ha intentado.
Accion de S. viridosporus T7A sobre lignocelulosa de trigo.
Independientemente de los resultados obtenidos, es un

hecho establecido que S. viridosporus T7A ataca a la

lignocelulosa, accién que conduce mas bien a su solubilizaciodn

que a su mineralizacién. Esta propiedad es comdm a otros
actinomicet.es, tales como S. hadius (Borgmeyer y Crawford, 1985)
y Thermomonospora mesophila (McCarthy y cois., 1986). Datos de
otros investigadores <Crawford 'y cois., 1983) y también de

nuestro grupo de trabajo, 1indican que tanto en medio liquido vy
como en medio sélido, S, viridosporus T7A libera en forma mas
eficiente el producto soluble a partir de lignocelulosa de pastos
que de madera. F"or ejemplo, en medio sé6lido S. viridosporus T7A
produce s6lo 0,8 mg de APPL por gramo de aserrin de Pinas radiata
(C. RuUttimann, comunicacién personal ), comparado con alrededor de
50 mg del polimero por gramo de 1lignocelulosa de trigo. Es

probable que esta diferencia se deba justamente a [la mayor
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cantidad de lignina presente en el pino <25-35 7 versus 15 w del
trigo), la que dificultaria el acceso de las ensimas a sus
correspondientes sitios de accion.

Como se puede verificar en la secci6én Materiales vy
Métodos, la preparacion de APPL incluye wuna esterilizaciéon al
efinalizar el periddo de incubacidén. Se observé que al hacerlo en
condiciones mas dréasticas que las descritas, el rendimiento
resultaba mayor. Por el contrario, si se suprime esta etapa, los
rendimientos disminuyen a un tercio aproximadamente (Ramachandra
y cois., 1987). Ello indica que la accidon de la bacteria se
manifiesta no sélo en la solubi lizacidn y mineral 1zacidn
parciales del sustrato, sino que ademas afecta su estructura de
tal forma que la hace mas fragil frente a tratamientos fisicos
como el descrito. Con respecto a los métodos de recuperaciéon de
APPL, es necesario aclarar que éstos pueden ser colectados por
precipitaciéon en medio acido. Sin embargo, en estas condiciones
sufren polimerizaciones inespecificas que es preferible evitar
(Crawford y cois., 1983) y es por ello que se prefiriod la
liofi lizacion. El peso molecular de los APPL obtenidos es
semejante al observado por Crawford con lignocelulosa de maiz
(Crawford y cois., 1983). También existe coincidencia en esta
propiedad con los APPL liberados por J. mesophila actuando sobre
lignocelulosa de trigo (McCarthy y cois., 1986).

Tanto Broda (McCarthy 'y cois., 1986) como Crawford
(Deobald y Crawford, 1987; Borgmeyer y Crawford, 1985) han hecho
diversos analisis quimicos comparando el producto soluble con el
sustrato del cual se originan. En lo que concierne a la fracciodn
glucidica, ambos grupos obtienen datos comparables, es decir,
encuentran que el producto solubilizado en

alrededor de un 10-20 7. de carbohidratos,
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principal mente hemicelulosas. Los resultados obtenidos en este
trabajo concuerdan plenamente con lo observado por los autores
mencionados. Se demostro ademas que los cambios que su-fre la
lignocelulosa en la porcidén glucidica durante su solubi lizaciodn
se completan esencialmente en el transcurso de ocho dias de
incubacién. No se ha realisado un analisis cual i ni cuantitativo
comparable con otras lignocelulosas. Se observa wuna disminuciodn
drastica del contenido de glucosa que podria dar cuenta del menor
contenido total de carbohidratos de los AFF'L con respecto a la
lignocelulosa. Las variaciones en el contenido de los otros
monosacar 1dos durante la formacidn de los APPL son menores, pero
no menos iInteresantes. Se detectd un aumento importante en todos
los azocares que forman parte de las hemicelulosas. Aunque no fue
posible hacer un anélisis estadistico, parecen existir ademas
variaciones pequefias de tendencias caréacterlsticas para cada
monosacarido. Por ejemplo, entre 4 dias vy 2 semanas de
incubacion, el contenido de arabinosa vy mafiosa permanece
constante, el de galactosa disminuye ligeramente y el contenido
de xilosa va en aumento. Se podria especular que dichas
tendencias podrian tener relacion con la facilidad con que estos
carbohidratos son atacados por S. viridosporus durante el proceso
de formacion de los APPL; también podrian depender de la
disposiciéon de los diversas carbohidratos en la estructura del
poli mero.

Desde otro punto de vista, es importante considerar que
la xilosa fue el monosacéarido mayoritario encontrado en los APPL.
Se ha descrito que un porcentaje alto de los xilanos naturales se
encuentran acetilados (Biely, 1985). Los grupos carboxilos
podrian contribuir en forma significativa a incrementar la

solubilidad del polimero a pH neutro (y a disminuirla a pH bajo).
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No existen datos con respecto al grado de acetilacion de los
AF'F'L, ni si las xilanasas de S. viridosporas T7A son capaces de
romper xilanos acet.ilados o no. Sin pretender que la
sol ubi 1izacion de la lignocelulosa se deba a esta circunstancia,
esta claro que es un FTactor que bien vale la pena investigar.

Para el analisis cuali y cuantitativo de los hidratos de
carbono se prepararan acetatos de aldi tales. Este método es
cuantitativo y permite analizar muestras tan diversas como
glicoproteinas, pared celular de vegetales, maderas, etc.
(Sloneker, 1972). Su ventaja principal radica en que, debido a la
derivatizacion que se utiliza, se evitan las 1isomerizaciones a
nivel del carbono anomérico (Sawardeker 'y cois., 1965) vy del
anillo (Turner y Cherniak, 1981), obtienéndose un so6lo producto
por aldosa . La técnica es laboriosa, pero presenta la ventaja
adicional que no se requiere trimetilsililar las muestras para la
cromatografi a de gases, puesto que éstas son volatiles en las
condiciones en que se Ileva a cabo el analisis (Turner vy
Cherniak, 1981). Mas adn, se ha visto que los derivados
trimetilsililados de azucares no se separan Dbien mediante
cromatografl a gaseosa por ser poco polares (Sawardeker 'y cois.,
1965). Los acetatos de alditoles que son de caracter polar se
separan en diversas columnas recubiertas con cianoalquil
siliconas (Blakeney y cois., 1982; Sawardeker 'y cois., 1965;
Sloneker, 1972).

Se indicé que los APPL contentian un porcentaje
significativo de un carbohidrato que no se pudo identificar.
Obviamente, este carbohidrato no fue incluido en los calculos
porcentual es, porque se desconoce su factor de respuesta en el
detector del cromatdégrafo. Utilizando wuna columna similar, y

preparando acetatos de alditoles de monosacéari dos estéandares,
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otros investigadores <Blakeney y cois., 1982) demostraron que
cinco azUcares tienen un tiempo de retencidén menor que la
arabinosa. Por orden de eluciodn éstos son: eritrosa,
desoxiribosa, ramnosa, fucosa y ribosa. Tanto en la columna
utilizada por Blakeney como en la empleada en este trabajo, el
orden de elucion de los glucidos cuantificados es el siguiente:
arab inosa, xilosa, mafiosa, galactosa, glucosa e inositol
(estandar interno).

Con respecto al protocolo utilizado para obtener los
derivados acetilados, es necesario recalcar que es muy iIimportante
ajustar las condiciones en que se realiza la hidrolisis acida

cial, con el -fin de evitar la degradacidon de los azlUcares

in
liberados. Estos son luego reducidos con NaBhU, al cal inizando
previamente con CaCO», puesto que esta reacciéon ocurre solo a pH
neutro o basico. Los 1iones borato formados en esta reaccidén se
eliminan posteriormente acidificando el medio y agregando
metanol, con lo cual el borato se pierde como éster de borato
volatil. La acetilacion, que es la etapa siguiente, es rapida

s6lo en ausencia de iones borato. (Sloneker, 1972).

Para el analisis de lignina existen una serie de métodos,
tales como la aciddli sis (Lundquist y Kirk, 1971), oxidacién con
nitrobenceno (Crawford, 1981), oxidacion con permanganato (Kirk y
Adler, 1970) y tioacidoli sis (Rolando y cois., 1989). Se descartéd
la oxidacidon con nitrobenceno porque los resultados pueden ser
ambiguos, en el sentido que unidades aromaticas diferentes
producen los mismos residuos, dificultando el analisis de los
resultados (Lapierre y cois., 1988). A la vez, el método de
oxidacion con permanganato ha sido utilizado para caracterizar

APPL (Crawford y cois.,
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descarto el uso de esta técnica porque aparte de ser
extremadamente lento y laborioso, so6lo permite el procesamiento
de una muestra a la vez, 1o cual era totalmente inadecuado para
este trabajo. La aciddlisis, al igual que la tioacidoli sis,
presenta la ventaja de preservar la estructura de los residuos
fenilpropanoieos (C~Cs) , -Ffacilitando asi el analisis de los
resultados. Sin embargo, en la aciddlisis los rendimientos son
mas bajos y los perfiles cromatografi eos son mucho mas complejos,
lo cual dificulta su interpretacion (Lapierre y cois., 1985). For
estos motivos, se eligio la tioacidolisis para analizar la
fracciéon aromatica de la lignocel ulosa y de los APF'L derivados de
ella.

La tioacidoli sis fue desarrollada recientemente por un
grupo de investigadores franceses. Consiste en una solvdlisis
acida con BFs (acido) y etanotiol (nucled6fi lo), lo que permite
romper en forma eficiente y especifica los enlaces arilglicerol
-P- ariléter. En esencia, este método produce la ruptura de |los
enlaces P-Q—4 liberando las estructuras no condensadas de la
lignina, es decir, a aquellas unidades que se encuentran unidas
entre si exclusivamente por este tipo de enlace (Lapierre 'y
cois., 1984). Se obtienen mondmeros sustituidos (tioeti lados) que
mantienen la estructura fenilpropanoica de la wunidad original,
permitiendo evaluar 1la abundancia relativa de residuos siringilos
(), guaiaci los G vy p-hidroxifeni los (H) presentes en la
lignina. Las proporciones relativas de los diasteroisomeros
correspondientes a estos residuos reflejan la composicion
monomérica de las estructuras degradadas, la que a su vez es
caracteristica de cada tipo de lignina. Por otra parte, su
rendimiento es reflejo de la importancia relativa de las

estructuras F-0-4 no condensadas de la lignina en



145

analisis de muestras poco lignificadas (Rolando y cois., 1989;
Lapierre y cois., 1988). Por esta razén se ha empleado con éxito
en el analisis de muestras de madera de coniferas o gimnospermas

(softwood), de especies arbdoreas de hojas caducas (hardwood) vy de

lignocelulosas de pastos (Rolando y cois., 1989; Lapierre vy
cois., 1988). La solvélisis se realiza en medio anhidro
utilizando dioxano como solvente, con lo cual se evita la
formaciéon de carbocationes que en la acidoélisis catalizan
condensaciones secundarias indeseables, disminuyendo el
rendimiento de la reaccion (Lapierre y cois., 1985). Otra ventaja

de esta técnica es que la recuperacion relativa de residuos
siringilo es mas alta que en la acidolisis, permitiendo la
obtencién de resultados mas exactos con respecto a la abundancia
relativa de los distintos residuos H, G y S (Lapierre y cois.,
1986a). Al igual que la acidoélisis, permite el analisis de varias
(7-16) muestras en forma simultéanea.

El uso de una columna capilar de CF*SIL 5B, Chrompack, de
25 6 de 50 m de largo para cromatografia gaseosa es esencial para
el analisis preciso de los mondémeros tioacidolizados. Los
primeros trabajos publicados con esta técnica mencionaron también
la posibilidad de analizar dichos mondmeros mediante HPLC
(Lapierre y cois., 1986a). En base a este antecedente y a la
disponibilidad de cromatografia liquida en nuestro laboratorio,
se intentdé evaluar las muestras obtenidas mediante HPLC. Este
intento no fue suficientemente informativo debido a la falta de
resoluciéon del sistema. Ninguno de los trabajos mas recientes en
que se utiliza la técnica de tioacidoélisis mencionan el uso de

HPLC para el analisis de las muestras. Debido a que con los
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medias disponibles en el pais no -fue posible montar la técnica,
los andlisis -fueron realizados en colaboracidén con la Dra.
C. Lapierre, de Grignon-Thiverval, Francia.

Los resultados obtenidos al analizar la lignhocelulosa de
trigo y su producto solubilizado por S. viridosporas T7A indican
que ambos contienen una proporcion relativa de los tres residuos
caracteristica de las lignocelulosas de pastos. Sin embargo, el
porcentaje de residuos H, G y S es bajo comparado con valores de
3ignocel ul osas de otras fuentes (Ver Tablas 2 y 3). Una posible
explicaciofi para ello puede ser que la proporcidén de lignina de
ambas muestras sea menor que la encontrada en otros vegetales
equivalentes. También podria ser que la proporcion de lignina
condensada en la lignocelulosa y AF"PL es mayor que la de otras
fuentes. Existen antecedentes que apoyan a ambas alternativas, al
menos en el caso de los AF'PL. Un espectro infra-rojo de ellos
muestra seflales fuertes de carbohidratos y escasas de lignina <C.
Lapierre, comunicacidon personal). Un anéalisis mediante NMR de
protones de AFF'L mostr6 también sefales prominentes de hidratos
de carbono y muy débiles de compuestos aromaticos, sin embargo,
este resultado puede atribuirse parcialmente a la baja resolucién
del equipo empleado. Asi mismo, en los cromatogramas obtenidos en
la tioacidoli sis, las sefales de derivados de hidratos de carbono
son muy significati vas. Por otra parte, parece ser que las
lignocelulosas de pastos son mas condensarias, 0 sea que contienen
una proporcion mayor de enlaces distintos a F-0-4 que son
resistentes a la tioacidoli sis (Lapierre y cois., 1986). Es
necesario agregar que la lignocelulosa utilizada en este trabajo
provino de la planta completa, exceptuando soélo los granos vy
raices. En las publicaciones de otros autores no se indica si se

empled toda la planta o s6lo parte de ella, por ejemplo, el
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tallo. Esto es un factor que incide en el grado de 1lignificacion
encontrado.

El resultado mads relevante que muestran los estudios
comparativas de lignocelulosa y AFFL mediante la técnica de la
tioaci idol isis es un menor contenido de residuos guaiacilicos (G)
en el polimero soluble que en la lignocelulosa. Esta observacion
permite distintas interpretaciones. Una posibilidad es que dicha
variacion en G seria simplemente un reflejo de la heterogeneidad
estructural de la [lignina en la 1lignocel ul osa. Los AFFL se
originarian mayor itariamente de la pared secundaria que presenta
una lignina de estructura distinta a la lignina de la lamina
media. Una alternativa, por cierto mas atractiva, es que la
disminucidn de residuos G se deba a wuna accid6on directa de la
bacteria filamentosa sobre el sustrato. Se propone que S.
viridosporus podria oxidar los Cco de los residuos aromaticos
periféricos de la lignina. Existen antecedentes en la literatura
que el 40 7. de los residuos G, pero so6lo el 6 7. de los residuos
S, se encuentran en la periferia del polimero aromatico (Lapierre
y cois., 1988a). F'or otra parte, la oxidacidén de los afecta a
la tioacidoli sis, de modo que en vez de recuperar derivados de
esti’uctura C3C», se liberan residuos CiaC*. (Lapierre y
Rolando, 1988). Estos residuos modificados se detectan en el
cromatograma mostrado en la Figura 21.

Al comparar las razones S/G obtenidas para Jlas muestras
de 1lignocel ulosa y de AFFL se advierte? que ambos sustratos son
significativamente diferentes y que estos (UlItimos contienen menos
residuos guaiacilicos que el sustrato del cual provienen. Esto
significa que existiria un aumento relativo de grupos siringilo
en los AFFL y en consecuencia de anillos aromaticos metoxilados

en el sustrato. Crawford encontré que los AFFL producidos por S.
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i"iridosporus T7A a partir de 1lignocelulosa de maiz estan
enriquecidos en grupos pol ifendl ieos (Crawford y cois., 1983).
Este dato es opuesto a lo informado en este trabajo, sin embargo,
es posible que las diferencias observadas se deban a las
caracterlsticas especificas de cada sustrato. Desgraciadamente,
alin no hay datos acerca de la composicidén de la lignocelulosa de
maiz obtenidos mediante tioacidodli sis.

Las muestras tioaci dol izadas de AF'PL fueron analizadas
también mediante cromatografi a gaseosa acoplada a espectrometrila
de masas. El registro obtenido muestra una sefal fuerte para
residuos derivados de acido feralico, como se comprobd por su
patron de fragmentacidén. Se ha visto que en lignocelulosas de
pastos se encuentran &acidos fendélicos como el &acido feralico y el
acido cumarico (Higuchi, 1985; Lapierre y cois., 1988). EI acido

cumarico se encuentra unido en un 93 7 mediante enlaces aster

(Scalbert y cois., 1985). El acido feralico en cambio
mayoritariamente forma enlaces éter con la lignina y
simultaneamente esta est.orificado a las hemi cel ul osas,

produciendo entrecruzamientos entre ambos polimeros (Scalbert vy
cois., 1985, 1986). Aparentemente esta caréacterlstica del acido
ferdlico de unirse tanto a la lignina como a las hemicelulosas da
cuenta de la alta solubilidad en &alcali de las lignocelulosas de

gramineas y también de su baja biodigestibilidad (Scalbert vy

cois., 1985). El hallazgo de niveles importantes de acido
ferdlico en los AFPL es interesante, puesto que sSu presencia
podria contribuir en forma significativa a la propiedad de los

AF"F'L de ser solubles en &lcali y precipitar en medio acido. En la
seccion 1.1. de Resultados se indicé que S. viridosparus T7A no
metabaliza &acido feralico, lo que es compatible con la presencia

de este compuesto en los AFFL.
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discutir su participacién en este proceso a la luz de los
resultados presentados aqui.

laxttaién es posible que los AFFL  se liberen en forma
pasiva de la tignocelulosa, como consecuencia de la accion de
las poli sacaridasas. Se ha estudiado la correlacidon entre las
actividades de celulasas y xilanasas, y la solubilizacién de
lignocelulosas. Con mutantes de S. viridosporus T7A
sobreproductoras de APPL. se ha visto una correlacidén entre los
niveles de celulasas y la produccion de APPL. (Crawford y cois.,
1984; Deobald y Crawford, 1987), aunque 6ste no es el caso de
7. mesophila (McCarthy y cois., 1986; Mas6n y cois., 1988).

Experimentos recientes indican que la actividad
sol ubi lizadora de 1lignocelulosa en S. cyaneus corresponde a una
sola proteina de peso molecular de alrededor de 20,000 D (Maso6n y
cois., 1988). Este valor no coincide con el peso molecular de las
celulasas y xilanasas de esa especie. No se conoce el peso

molecular de las peroxidasas de S. viridosporas.

Accion de bacterias no filamentosas sobre compuestos aromaticos

simples.

Como se describidé al comienzo del capitulo 3 de

tados, las cepas aisladas en fuentes de carbono distintas de

APPL presentaron un crecimiento mas discreto en este sustrato que
las cepas aisladas directamente en este polimero. Esta
observacién es valida tambidén para las dos cepas caréacterizadas
en el laboratorio que rompen dimeros de [lignina. Nuevamente se
Ilega a la conclusidon que la fuente de carbono utilizada en el
aislamiento inicial es determinante en cuanto a la versatilidad

metabolica de las cepas seleccionadas. Trabajos sistematicos
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realizados por nuestro grupo de investigacion ya habian
demostrado que las propiedades de una determinada. cepa guardan
relaciéon con la complejidad estructural de la -fuente de <carbono
utilizada, en su aislamiento original (Gonzalez y cois., 1986).

Por otra parte, la capacidad de metabolizar polimeros
ciertamente no se contrapone con la. de degradar compuestos
aromaticos simples. Por ejemplo, se ha descrito wuna cepa de
Xanthomonas que mineraliza parcialmente DHPs y 1lignocelulosa de
trigo marcada en la porcidén aromatica, como también &cidos
benzoicos y feni 1propanoieos (Kern, 1984).

Se ha planteado en numerosas oportunidades que los
conocimi entos basicos adquiridos en relacion a la versatilidad
metabdolica de las diferentes cepas bacterianas podria aplicarse
en la construccion de cepas recombinantes que presenten una mayor
eficiencia frente a uno o m4s sustratos. Por esta razdon es
importante establecer si las enzimas involucradas en la
degradaciéon de estos compuestos aromaticos simples relacionados
y/0 derivados de lignina son codificadas por genes cromosomales o
plasmidiales. Como se sabe, los microorganismos procar ioti eos
poseen un genoma reifativamente pequefio y poco complejo si se les
compara con eucariontes, 1o cual los hace muy atractivos para
eventuales manipulaciones genéticas. Ademas, estas técnicas se
han desarrollado princi pal mente para bacterias. La presencia de
genes plasmidiales para dichas funciones metabodlicas Ffacilitaria
enormemente la manipulacidén génica de estas cepas.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la
existencia de plasmidios en algunas de las cepas estudiadas. A
pesar de utilizar diversas estrategias experimentales, no Tfue
posible establecer si dichos elementos extracromosomales estan o

no involucrados en la metabolizacién de los sustratos aromaticos.
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Cabe hacer notar que las técnicas de curacién y conjugacidén se
han desarrollado principalmente para &£, col i y especies
relacionadas. Su aplicacién a Pseadornanas es aCm relativamente
dificil y no esta bien estandarizada. Como se ha mencionado, solo
recientemente otros investigadores han logrado comprobar la
existencia de plasmidios catabdlicos que determinan la
degradaciéon de &acido cinamico y ferCilico en cepas de Pseudomonas
(Andreoni y Bestetti, 1986, 1988). Hasta la fecha no se ha
utilizado tecnologia de DNA recombinante para conferir un mayor
potencial metabdlico frente a compuestos relacionados con la

lignina.

Metabolismo de APPL.

A comienzos de 1986 se publicdé un trabajo demostrando que
los APPL producidos por S. viridosporas no son modificados
sustancial mente al ser incubados en presencia de diferentes
especies de Streptomyces y de P. chrysospor ium (Pometto vy
Crawford, 1986). Puesto que los APPL deben ser degradados en la
naturaleza, decidimos estudiar Si existen bacterias no
filamentosas capaces de utilizarlos como Cinica fuente de carbono
y energia. Se encontraron diversas cepas bacterianas con estas
caracteristicas. Como era de esperar, la mayoria de ellas
pertenece a la familia de las Pseudomonas.

La degradaciéon de un sustrato complejo y heterogéneo como
son las 1lignocelulosas y también los APPL, exige la partici paciodn
de una serie de actividades enzimaticas diferentes, las que no
necesari amente deberian encontrarse en un mismo microorganismo.
En este sentido, es sintomatico que entre los cultivos

encontrados, el que se desarrolla mejor en APPL sea un cultiva



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 P. chrysosporium 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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la enzima de P. fluorescens Biovar 1 A» que rompe el enlace P-1
en determinados compuestos modelo de lignina es intracelular vy
muy especifica en cuanto a los requerimientos estructurales del
sustrato (Gonzalez, 1988; Gonzalez y Vicuia, 1989).

En este trabajo se decididé analizar los espectros de
mfluorescencia de los AFFL para determinar posibles modificaciones
introducidas en el sustrato por accidon bacteriana. Este tipo de
espectro generalmente es mas sensible y especifico que otros
métodos espectroscopieos, porque en multiples <casos presenta
picos pequefos (Ffine-structure) que puede dar informacidén acerca
de la estructura del compuesto en estudio (Guilbault, 1973).
Ademds, como se mencioné en Resultados, la mayoria de los
compuestos aromaticos fluorescen, y cambios en los sustituyentes
del anilla afectan su fluorescenci a (Guilbault, 1973). En este
caso no se detectaron cambios en los espectros de emision luego
de 1incubar con las diferentes bacterias, lo cual probablemente
significa que los cambios a nivel de sustituyentes del anillo no
fueron masivos. Los espectros de emisidén se registraron en
presencia y ausencia de oxigeno, porque esta descrito que en
muchos compuestos el oxigeno hace disminuir la fluorescencia
(Guilbault, 1973).

A pesar que las cepas bacterianas mencionadas no
despol imerizan o consumen cuantitativamente a los AFFL, el
crecimiento observado involucra necesariamente modificaciones de
algun componente del sustrato. Como se demostrd mediante los
analisis de hidratos de carbono, dos de las cepas aisladas en
AF"FL consumen algunos azuUcares en el sustrato, segun un patroén
especifico para cada especie. Otras cepas producen variaciones en
la porcion aromatica que son estadisticamente significativas con

respecto al control sin inéculo. Por ejemplo, la cepa Pseudomonas



155

b.21 y el cultivo mixto Via consumen uno 0 mas azucares de las
hemicelulosas, pero no producen variaciones apreciables en la
porcién aromatica del sustrato. En cambio la cepa Pseudomonas
B=3 no degrada los componentes glucidicos de los AFF'L, pero si
se observan cambios a nivel de la composicién de residuos
aromaticos. La cepa de referencia P. fluorescens Biovar 1 A1,
que metaboliza compuestos modelo de estructura P-1 y F-0-4,
produce también cambios significati vos en la porcidén aromatica
del sustrato. Estos resultadas permiten concluir entonces que en
lineas generales, las cepas sel eccionadas en AFPL consumen uno u
otro componente del sustrato, segdn sus capacidades rnetabdlicas
individuales. Llama la atencién que ninguna cepa produjo
simultaneamente modificaciones estadisticamente significativas en
ambos componentes del sustrato.

Las caracteristi cas de los diversos cultivos con respecto
a su capacidad de metabolizar monosacaridos, hemicelulosas,
celulosa, compuestos aromaticos simples vy diversos modelos
diméricos de lignina incluidos en este trabajo se complementan
relativamente bien con los resultados obtenidos de las mediciones
directas en los AFF'L incubados con las diversas cepas. Ninguno de
los cultivos es capaz de crecer en las diferentes preparaciones
de celulosa, 1o cual es concordante con los niveles de glucosa
encontrados en los AFFL al término de las incubaciones con
baterias. El consumo de monosacari dos y las diversas
hemicelulosas por parte de las cepas que muestran un mejor
crecimiento en AFFL es consistente con los resultados obtenidos
mediante el analisis de los acetatos de alditoles iPseudomonas
Es:» y el consorcio Via). La correlacidon no es clara en el caso
de Pseudomonas B=>3, que no consume significativamente azlcares

de los AF'F'L, ni metabol iza monosacaridos, pero aparentemente si
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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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La tioacidoli sis muestra que los cultivos de Via vy
Pseudomonas Esi no alteran la porcién aromatica de los APF°L, lo
que esta de acuerdo con la incapacidad de estas cepas de romper
dimeros. Sin embargo, la cepa Pseudomonas B=»3 produce una
disminucién significativa de residuos G y S de los APF'L a pesar
de que no metaboliza compuestos diméricos. Por su parte, la cepa
P. fluorescens Biovar 1 Ai presenta una gran versatilidad para
metabolizar compuestos modelo de lignina, 1lo cual se ve reflejado
en los resultados de tioacidoli sis. No se obtuvieron cambios
estadisticamente significati vos en los porcentajes de residuos G
y S recuperados después de una i1ncubacién con la cepa P.
acidooorans Ds, a pesar de que esta cepa rompe eficientemente
los enlaces de estructura P-0-4. Sin embargo, hay diversos
factores adicionales que considerar. Por ejemplo, es légico
pensar que cambios a nivel de sustituyentes del anillo también
puedan reflejarse en los porcentajes recuperados de cada tipo de
residuo. De este modo podrian explicarse cambios en la
composicidn aromatica aun cuando no exista ruptura de enlaces
intermonoméri eos. También podrian ocurrir modificaciones de |la
cadena alifatica de los residuos, alterando la susceptibilidad de
la estructura fenilpropanoica a la ruptura por tioacidoli sis.
Ademads, es necesario tener en cuenta que todos los compuestos
aromaticos se ensayaron como unica fuente de carbono en el medio
de cultivo. Podria darse el caso de una cepa capaz de modificar
un compuesto de este tipo, pero que no pudiera utilizarlo para su
desarrollo. En resumen, 1los resultados obtenidos indican que |la
versatilidad de las diversas cepas para metabolizar dimeros,
monémeros, monosacaridos y polisacari dos poseen un valor
indicativo, aunque no absoluto, del efecto de cada una de

cepas sobre los APF"L.



158

En este contexto es oportuno mencionar que en el rumen de

ovejas Yy bovinos alimentados con pastos se han encontrado
polimeros solubles -formados por material polifendlico unido
covalentemente a carbohidratos (Conchie y cois., 1988).

Aparentemente estos complejos solubles son refractarios al ataque
de los microorganismos ruminales (Conchie y cois., 1988). Estos
polimeros ruminales poseen propiedades semejantes a los AF*PL. Por

ejemplo, también son insolubles a pH bajo. Al igual que los APPL,

los complejos ruminales solubles son de peso molecular
heterogéneo y presentan una distribuciodn bimodal, siendo
parcialmente excluidos en una columna de Sephadex G-50. La
composicion de carbohidratos (5.5 7~ promedio) varia en
subfracciones separadas por peso molecular, siendo glucosa,
galactosa, arabinosa, ramnosa \Y% fucosa sus componentes
mayori tari os. Ademas contienen un porcentaje de nitrégeno
comparable al encontrado en APPL (4,33 y 2,02 7,

respectivamente). Los datos presentados son muy sugerentes, en el
sentido que existiria también en este sistema un residuo
importante de lignocelulosa de pastos resistente a la
biodegradacion bacteriana. Ambos complejos son quimicamente
heterogéneos y presentan caracteristicas fisico-quimicas

similares.

Accion de G. applanata» y de peroxidasa de lignina sobre APPL.

Por o6I1timo, nos interesd investigar la capacidad de los
hongos y de sus enzimas de modificar los APPL.

En base a mediciones espectrofotométri cas y de
cromatografi a de exclusion en gel, se pudo comprobar que G.

appl anata?» no modifica sustancialmente los APPL adicionados a



159

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 G, applanatum (E. Agosln y M. Cotoras, comunicacioin
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 G. appl anat-um <M. Cotoras y E. Agoslin,

comunicacién personal).

Datos preliminares de experimentos equivalentes con
P- chrysosporiun 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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mi croorganismo ligninoli tico por excelencia.

Utilizando preparaciones concentradas de peroxidasa de
lignina de P, chrysosporiuwo se encontré que en presencia de
peréxido de hidrégeno la ligninasa no afecta a los APPL ir? vitro.
Esta observacion se repitid ail.n al prolongar las incubaciones
durante una hora o mas, y coincide con resultados no publicados
de otros autores (R. Crawford, comunicacién personal ). Tampoco se
detectdé algon cambio al variar la concentracién de Hao02,
Recientemente se publicdé que el alcohol veratril ico posee un
efecto protector sobre la actividad de la enzima (Tonon y Odier,
1988). Los ensayos descritos en este trabajo se realizaron en
ausencia de dicho metabolito y es posible que la ligninasa se

inactive en el medio de cultivo por esta causa.

Los datos presentados aqui y los antecedentes publicados
por otros autores indican que los APPL son muy refractarios al
ataque de microorganismos. La hipotesis planteada con respecto a
una degradacion de AF'F'L por accidon de bacterias no TfTilamentosas
ha resultado cumplirse s6lo parcial mente. Una fraccién importante
del sustrato aparentemente sigue intacta. Asimismo, los datos
mostrados en relacién a hongos sugieren que tampoco ocurre una
despolimerizacion del material soluble derivado de lignocelulosa.
El hecho que los APPL sean fundamentalmente refractarios a hongos
y bacterias otorga una mayor importancia relativa a las bacterias
en la lenta disgregacioéon de residuos derivados de 1lignocelulosa.
El conjunto de estos resultados nos vuelve a enfrentar a Ila
pregunta inicial respecto al destino final de los APPL.

Como ya se menciondé en la Introduccidon, los actinomicetes
estan involucrados en la formacidn de humus. Este componente de

dificil definicidon de los suelos esta formado principalmente por
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acidos hfionicos y polisacaridos. Los acidos humicos a su. vez son
complejos polimeros de -fenoles y acidos benzoicos unidos a
péptidos, azlUcares y otros compuestos alifaticos y aromaticos
(Martin y Haider, 1980). Sugerentemente, el polimero solubilizado
por accién de 7. mesophila sobre lignocelulosa de trigo presenta
una gran similitud con los acidos humicos, especialmente en lo
que respecta a analisis elemental y su caracter insoluble en
medio acido (McCarthy y cois., 1986). Aunque no hay evidencias
concretas, se podria especular que el destino final de los AFFL
serla formar parte del humus propiamente tal. Una forma de
comprobar esta hipdtesis consistiria en preparar AF'PL marcados
con un 1isotopo radiactivo, 1incubarlos con muestras de suelos (o
en experimentos en terrena) y cuantificar su recuperacidén en la
fraccion de Aacidos humicos al término de incubaciones

prolongadas, del orden de semanas 0 meses.

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, se
pueden plantear algunas consideraciones acerca de la estrategia
que debe adoptarse para continuar con el estudio de la
biodegradacion de los APFL. En primer lugar, es util tener
presente que es muy posible que sean varios los microorganismos
que actuen sobre el sustrato en estudio, ya sea en forma
simultidnea o alternada. De ser éste el caso, el efecto individual
de cada cepa sobre el sustrato puede ser minimo. Cada uno de los
integrantes del sistema actiua s6lo en una etapa especifica,
realizando modificaciones limitadas dificiles de detectar. En
segundo lugar, el caracter refractario de los AFF'L generados (6Y
de la Qlignina en general) hace recomendable pensar en la
dimensién temporal del proceso de su biodegradacion. Algunas

etapas pueden ocurrir en FTorma rapida, mientras que otras podrian
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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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