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RESUMEN.

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

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



Análisis de los AF'F'L liberados revelaron que éstos se 
■forman en el transcurso de ocho di as, que contienen cerca de un 
20 '/. de carbohidratos y que poseen un menor contenido de residuos 
de glucosa que la 1 ignocelulosa de la cual se originan. Asimismo, 
se detectaron cambios en la porción aromática de los AF'F'L, 
encontrándose un aumento en la razón de residuos siringilos a 
guaiacilos con respecto al sustrato inicial.

Se aislaron cepas bacterianas no -filamentosas capaces de 
utilizar compuestos aromáticos simples como ünica -fuente de 
carbono y energía. Todas ellas pertenecían a la familia de las 
Pseudomonas. Estudios genéticos de estas cepas indicaron que 
alrededor del 20 % de ellas contenia plasmidios. Se realizaron 
móltiples ensayos de eliminación de plasmidio (curación) y 
conjugaciones, sin demostrarse si dichos elementos 
extracromosomales están o no involucrados en la metabolización de 
los compuestos aromáticos estudiados. F'or otra parte, se
estableció que las cepas aisladas se desarrol1aron escasamente en 
AF'F'L cuando éstos eran la ¿mica fuente de carbono disponible en 
los cultivos.

Se procedió entonces a aislar nuevas cepas bacterianas no 
filamentosas en cultivos de enriquecimiento utilizando AF'F'L como 
¿mica fuente de carbono y energía. Se seleccionaron para un mayor 
estudio los tres cultivos que alcanzaron la mayor densidad óptica 
de crecimiento. Estos se identifi carón a nivel de género, 
encontrándose que uno de ellos correspondía a un consorcio de dos 
cepas. Utilizando métodos físico-químicos y espectroscópicos, no 
fue posible detectar cambios en el sustrato al término de la 
incubación. Sin embargo, análisis químicos de AF’F'L incubados con 
bacterias indicaron que algunas de éstas crecen a expensas de la 
porción glucidica de los AF'F'L, en cambio otras lo hacen 
modificando la porción aromática del sustrato. Ninguna de las

X



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

Se estudió también el efecto del basidi omicete Ganoderma 
applanatum sobre los AF'F'L. A pesar de que este hongo es un 
componente fundamental del sistema 1 igninoli tico selectivo 
conocido como "palo podrido", no se detectó modificación de los 
AF'F'L mediante las técnicas empleadas. Asimismo, utilizando 
preparaciones purificadas de peroxidasa de lignina del hongo 
1 igninoli tico Phanerochaete chrysosporium, no se encontró 
alteración de los AF'F'L en las condiciones ensayadas.
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SUMMARY.

Research was carried out to study the effect of a 
•f ilamentous bacterium and several non-f i 1 amentous bacterial 
strains on wheat 1 i gnocel 1 ul ose and lignin model contpounds, in 
arder to contribute to our understanding of the role played by 
procaryotes in lignin breakdown.

The f ilamentous bacterium chosen for this work,
Streptomyces viridosporus T7A, belongs to the Ñctinomycetes 
group. This microorganism is convenient for our purposes due to 
its ability to attack 1 ignocel1 ulose releasing a soluble 
lignin-rich polymer, which in turn can be tested as a substrate 
for other microorganisms. The mechanism used by this bacterium to 
solubilize lignin is presently unknown. In order to gain insight 
into this mechanism, the capacity of this species to metabalize 
single ring aromatic compounds, lignin dimers and kraft lignin 
was analyzed. S. viri dos porus T7A was able to oxidize several 
aromatic alcohols to the corr espondi ng carboxylic acids. It. did 
not cleave dimeric lignin models containing characteristic lignin 
linkages, such as P-l, F-0-4 or biphenyl structures. However, 
diarylethane compounds with one or two carbonylic groups were 
reduced to their diolic form. The effect on purified kraft lignin 
fractions was rather limited. These results suggest that 
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 1 ignocel 1 ulose, they contain 1 ess 
guaiacyl residuos and therefore an increased ratio of syringyl to 
guaiacyl units. AF'PLs contain about 20 7. carbohydrate and have a 
lower glucose content than the wheat 1 ignocel 1 ulose from which
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they arise. The solubi 1 ization procese is essentially completad 
within eight days.

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

In order to study the bacterial degradation of AF'F'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 AF'F'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 
i sol ates grew at the expense of the sugar moieties of the AF'F'Ls, 
while others attacked its aromatic componente. None of the 
strains introduced significant changes i rito both components of 
the substrate. Cultures were al so characterized with respect to 
their ability to grow on simple aromatic compounds, dimeric 
lignin models, monosacchar i des, cellu.loses and hemicel luloses. 
The general conclusión 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 o-f the selectiva ligninolytic system called "palo 
podrido", this fungos produced no detectable chsnge in the APPLs 
wi th the techniques employed. Also, puri-fied preparations o-f 
1 ignin peroxidase trom the white rot fungus Pbanerocbaete 
cbrysosporium did not alter APPLs under the condi tions used in 
this work.
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INTRODUCCION

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

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

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

La síntesis de la lignina ocurre en la pared celular a 
partir de los alcoholes p-hidroxicinaml 1 ico, coniferilico y 
sinapilico, los que en el polímero nativo dan origen a los
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residuos p-h i drox i f en i 1 o, guaiacilo y siringilo, respect i vamente. 
El alcohol cinamilico se -forma por desaminación de la 
feni 1 alanina, reacción catalizada por la -feni 1 al anina amonio 
liasa (PAL) (Higuchi, 1985). En pastos existe también una liasa 
específica para tirosina (TAL), la que contribuye a la formación 
de alcohol p-hidroxicinami1 ico (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 y siringilos 
(Higuchi, 1985). A su vez, la 1 ignocelulosa de pastos contiene 
los tres tipos de residuos (Higuchi, 1985).

La pal imerización de los alcoholes aromáticos precursores 
es catalizada inicialmente por peroxidasas vía 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 
polímero de lignina, la que contiene los enlaces encontrados con 
mayor frecuencia entre los diferentes residuos. La unión más 
común es la denominada ari 1 glicerol-P-ari 1 éter (por ejemplo,P - 1

#  L o s  c a r b o n o s  d e  l a  c a d e n a  a l i f á t i c a  p r o p a n o i d e  s e  d e n o m i n a n  a ,  g y  y  ,

s i e n d o  e l  p r i m e r o  e l  q u e  e s t á  d i r e c t a m e n t e  u n i d o  a l  a n i l l a .
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residuos 1-2 y 6-7), que representa alrededor del 50 '/. del total 
de enlaces en la molécula. Otras uniones importantes son la 
(estructura 1,2-diari 1 propana, residuos 18-19 y 27-28) y el 
bifenilo (residuos 9-10 y 12-17). También se observan estructuras 
cíclicas tipo pinoresinol (residuos 7-8) y feni1 enmaraño 
(residuos 4-5 y 21-22) (Higuchi, 1985). En 1 ignocelulosas de 
pastos existen además enlaces éster entre grupos hidroxilos y 
ácidos aromáticos, en especial, ácido cumárico y fer&lico (Kirk, 
1984).

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

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

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



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

A fines de 1983 se marcó 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 una hem-glicoproteina 
que pesa 40-42.000 D y que actúa como peroxidasa dependiente de 
Hs2U í2 (Tien y Kirk, 1984; Glenn y Gold, 1983). Se han descrito 
diversas isoenzimas de la ligninasa (Kirk y cois., 1986; Leisola 
y cois., 1987; Tien, 1987) e incluso se ha logrado cristalizar 
una de ellas (Tráiler 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 y 
F-0-4, desmetoxi 1aciones, hidroxi 1ación de olefinas, ruptura 
intradiol y de anillos aromáticos (Kirk, 1987; Kirk y Farrell, 
1987). Esta carencia de especificidad, muy adecuada para degradar 
una macromolócula compleja como es la lignina, se debe a que las 
ligninasas actúan por un mecanismo que involucra la formación 
transiente de radicales libres (Kersten y cois., 1985; Hammel y 
cois., 1986), los que se reordenan siguiendo patrones que son 
dictadas por la estructura del sustrato. A pesar de los 
significativos avances de estos últimos años, el sistema 
1 i gni nal i ti co del hongo no ha podido ser reconst i tui do ir> vitro, 
ya que paradójicamente la ligninasa purificada polimeriza la 
lignina (Haemmerli y cois., 1986). Por este motivo, resulta



6

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 (Paszczyñsky y cois., 
198¿>), enzimas que generan el H2O 2  (Kelley y Reddy, 1986; 
Kersten y Kirk, 1987; Nishada y Eriksson, 1987), etc.

El papel de los procariotes en la biodegradaci<üm de la 
lignina permanece a£tn poco claro. A pesar que se supone que en 
ambientes naturales este proceso ocurre con la participación de 
hongos y bacterias (Kaplan, 1980; Benner y cois., 1986), los 
estudios realizados a esta -fecha con micro-flora mixta son 
reíativamente escasos (Pellinen y cois., 1984; Jokela y cois., 
1985; Jokela y cois., 1987). Existe acuerdo en que los hongos son 
los responsables de la despolimerización inicial de la lignina, 
lo que no implica que ellos mismos completen su mineralización 
cuantitativa. Existen además diversas modificaciones químicas, 
como oxidaciones de cadenas laterales y desmetilaciones, que bien 
pueden responder a la acción bacteriana. Más aün, la degradación 
de la lignina en medios acuáticos es causada principal mente por 
bacterias (Benner y cois., 1986).

Incubaciones de lignina radioactiva con bacterias no 
filamentosas han mostrado que los porcentajes de mineralización 
son bajos con respecto a los valores observados con hongos 
(Vicuña, 1988; Kirk y Farrel1, 1987). Sin embargo, los resultados
varían segón la localización de la marca y la cepa estudiada. Por 
ejemplo, al cabo de 20 dias de incubación, Bacillus magaterium 
degradó un 0,3 V. de la marca localizada en el anillo de una 
preparación de DHP (polímero sintético de monómeros de lignina, 
con gran semejanza estructural a la molécula nativa) y un 12 "/. de
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la marca localizada en la cadena al ifática de lignina de abeto 
(Robinson y Crawford, 1978).

Por otra parte, cepas de Pseudomonas que metabolizan 
diversos compuestos aromáticos simples, liberaron entre un 0,8 y 
2,5 '/. de radi act i vi dad de DHPs marcados en los grupos metoxilo 
luego de 15 dias de incubación (Haider y cois., 1978).

Se ha encontrado también una cepa de Xanthomonas que 
luego de ser incubada durante 20 di as en presencia de DHPs 
marcados en la cadena ali-fática, en el anillo o en los grupos 
metoxilo, libera alrededor de un 30 7. de la rad i act i vi dad en 
■forma de 1AC0^ (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 mineralizaciñn 
observada inicial mente correspondía al metabolismo de fragmentos 
pequeños liberados abiéticamente al medio de cultivo durante la 
incubación (Kern y Kirk, 1987).

Hasta la fecha no hay evidencias que sugieran la 
existencia de enzimas 1 igninoli ti cas extracelulares en bacterias 
no fi 1amentosas. Además, a diferencia de los hongos, las 
bacterias no filamentosas carecen de hifas que les facilitan el 
acceso a los sustratos, aunque se ha comunicado la existencia de 
bacterias que erosionan la madera produciendo cavidades que son 
visibles por microscopía electrónica 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 oligómeros de lignina está firmemente establecida, de 
modo que su participación en el ciclo del carbono puede ser 
significativa.
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Buenos candidatos de bacterias 1 igninoliti cas son las 
Pseadomonas. Esta -familia se distingue por su capacidad para 
metabolizar variados compuestos aromáticos, tanto naturales como 
xenobi óticos (Gibson y Subramanian, 1984; Reineke, 1984). Se han 
estudiado las vías catabólicas de diferentes tipos de compuestos 
aromáticos <Bayly y 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 vía se encuentran agrupados y son activados coordinadamente 
(Haas, 1983; Furukawa y Miyazaki, 1986). También se ha descrito 
frecuentemente en Pseadomonas la codificación de vías 
degradativas por DNA extracromosomal, como es el caso de los 
plasmidios TOL, SAL y NAH, que codifican la degradación 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 catabólicos responsables de la degradación de diversos 
ácidos benzoicos y feni1propanoieos (Salkinoja—Salonen y cois., 
1979). La evidencia mostrada por estos autores es escasa y está 
basada en la inestabi1 i dad metabólica observada en las cepas 
estudiadas. Recientemente, durante la realización de este 
trabajo, la hipótesis de plasmidios catabólicos de residuos de 
lignina fue confirmada por otros investigadores para los ácidos 
cinámico (Andreoni y Bestetti, 1986) y ferülico (Andreoni y
Bestetti, 1988).

Un grupo de procariotes que está siendo ampliamente 
estudiado en el campo de la biodegradación de 1 ignocelulosas es 
el de los fíctinomycetes. Estas bacterias se caracterizan por 
desarrollar hifas en alguno de sus estados fisiológicos
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(Goodfellow y Williams, 1983). Su amplia distribución en diversos 
suelos neutros y alcalinos, asi como el gran nfimero de diferentes 
especies encontradas, son Indices de la importancia 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 descomposición 
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 compostación (McCarthy, 1987). Las bacterias 
filamentosas estarían involucradas en la formación de humus, que 
es muy rico en compuestos aromáticos, aunque esta hipótesis no se 
ha comprobado fehacientemente (McCarthy y cois., 1986; McCarthy, 
1987). A pesar de estos antecedentes, se ignora cuál es la 
contribución especifica de los actinomicetes a la mineralisación 
de la lignina presente en la madera y 1 ignocelulosas en general.

Al igual que en investigaciones con hongos y bacterias no 
filamentosas, se ha estudiado la acción de diversas especies de 
actinomicetes sobre ligninas y 1 ignocelulosas radiactivas. 
Empleando esta metodología, se demostró que en 15 dias cepas de 
Nocardia degradan a 1 4 C0 2 entre un 9,5-14,1, ó,4-9,5 y 
4,0-7,6 V. de una preparación de DHF's marcada en los grupos



mineral ización 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 radiacti vi dad recuperada como 
14C0a a partir de la misma preparacién de 1 ignocelulosa marcada 
en la porción glucidica varió entre un 20 y un 40 7. (Crawford, 
1978). Otros autores investigaron también la acción de
Thermomonospora f ftctinomadura, Streptonyces y Micromonosporas 
sobre 1 ignocelulosa de mais radioactiva, encontrando también 
porcentajes bajos de mineralización (McCarthy y Broda, 1984).

Experimentos con 1 ignocelulosas marcadas han demostrado 
además que la actividad principal de los actinomicetes no 
consiste en mineralizar la lignina presente en ellas, sino más 
bien en sol ubi 1 izarl a en el medio de cultivo (McCarthy, 1987). El 
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 aromáticos simples, pero una -fracción 
significativa consiste en polímeros polifenólicos de alto peso 
molecular. Estos óltimos son resistentes al ataque por los mismos 
Ñctinomycetes, ya que cuando son agregados a cultivos frescos, 
sólo un 2,0-2,5 7. adicional se degrada a CO» (McCarthy y Broda, 
1984).

Los polímeros solubles mejor estudiados son aquellos 
producidos por Streptomyces viridosporus T7A (Crawford y cois., 
1983) y Thermomonospora mesophzla (McCarthy y cois., 1986). 
Debido a su carácteristica de precipitar en medio ácido, Crawford 
los denominó APPL (por Acid Precipitable Polymeric 
Lignin), término que se utilizará en el transcurso de este 
trabajo. Los APPL están formados principalmente por un componente 
aromático proveniente de la lignina, pero contienen también entre 
un 10 y un 20 7. de carbohi dratos y alrededor de un 4 7. de
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nitrógeno orgánico (Craw-ford y cois., 1983; McCarthy y cois., 
1986). 7. mesophila y S, badius producen AF'F'L en cultivos
líquidos, mientras que S. viridosporus T7A los libera tanto en 
medio liquido como sólido (Borgmeyer y Craw-ford, 1985; McCarthy y 
cois., 1986).

Análisis químicos de AF'F'L generados por S. viridosporas 
T7A y S. badeas sobre 1 ignocelulosa de mal 2 indican que contienen 
una composición de residuos aromáticos diferentes (Borgmeyer y 
Crawford, 1985). Más aán, el polímero soluble liberado está 
enriquecido en grupos hidroxilo fenólicos y ácidos carboxi 1 icos 
con respecta a la 1 ignocelulosa de la cual proviene (Crawford y 
cois., 1983).

Las características de los AF'F’L dependen de la especie 
que los genera, de las condiciones de cultivo y de la metodología 
empleada en su recuperación. F'or ejemplo, el contenido de grupos 
fenólicos de los AF'F'L liberados por S. badius es bajo debido a la 
existencia en esta cepa de una fenol oxidase, extracelular 
(Borgmeyer y cois., 1985). Con respecto a condiciones de cultivo, 
la sol ubi 1 ización de 1 ignocelulosa es más efectiva a pH alcalino 
(Pometto y Crawford, 1986). F'or áltimo, se ha descrito que los 
AF'F'L recuperados mediante preci p i tac i ón con ácido poseen un peso 
molecular mayor (> 20.000 D) que aquellos recuperados mediante 
diálisis y posterior 1 iofi 1 isación (alrededor de 10.000 D) 
(Crawford y cois., 1983).

Con respecto al mecanismo de solubi1ización de la 
1ignocelulosa, inici al mente, el grupo de Crawford habla propuesto 
la participación 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 -fusión de protopl astos, los que han permitido 
obtener algunos antecedentes al respecto <F'ettey y Crawford, 
1984). Información aán preliminar indica que las celulasas - y no 
las xilanasas - estarían involucradas en la liberación de AF'F'L, 
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 correlación entre niveles de 
celulasas y la producción de AF'F'L (McCarthy y cois., 1986; Masón 
y cois., 1988). En S» cyaneüj se encontró que la solubi 1 ización 
de la 1 ignocelulosa estarla a cargo de una sola proteina de peso 
molecular igual a 20,000 D (Masón y cois., 1988). Trabajos 
recientes demuestran que las mutantes de S. viri dosporas T7A 
también exhiben mayores cantidades de pero;-; i dasas y esterasas 
extracelulares (Ramachandra. y cois., 1987). La existencia de esta 
peroxidasa extracelular, que es inducible por 1 ignocelulosa, 
representa el hallazgo reciente más promisorio en este campo, 
puesto que podría guardar cierta semejanza con las peroxidasas de 
hongos. Queda aán por ver si esta enzima es capaz de romper 
enlaces carácterIsti eos de lignina.

El trabajo con subestructuras de lignina ha permitido 
seleccionar microorganismos con capacidad 1 igninol 1 tica,
facilitado el estudio de mecanismos de biodegradación y la 
básqueda de actividades enzimáticas especificas. Generalmente se 
utilizan compuestos modelo diméricos cuyos residuos se encuentran 
unidos entre si mediante alguno de los enlaces característicos de 
la lignina. El empleo de estas estructuras sintéticas permite 
estudiar en detalle no sólo la ruptura del enlace, sino también 
otras reacciones relacionadas, tales como desmetoxilaciones, 
ruptura del anillo aromático y modificación de la cadena
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alifática. Justamente el uso de dimeros permitió descubrir la 
peroxidasa de lignina en P. cbrysosporiam y dilucidar su 
mecanismo de acción (Kirk y Farrel1, 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 limitado al uso de 
compuestos aromáticos simples, y son escasos los trabajos en que 
se ha ensayado la. acción de las bacterias filamentosas sobre 
estructuras diméricas. Las especies con las cuales se han 
efectuado dichas estudios incluyen a S» vi ridosporas T7A, S. 
setonii, S. al bal as 321, S. n i gri f ac i ens, S. vertid 11 atus y S. 
sio yaensis F'5. También se han publicado algunas investigaciones 
en esta área con cepas de St-reptomyces identificadas a nivel de 
género solamente (Sutherland y cois.,1981; Crawford y Olson, 
1978). S. setonii, S „ nigrifaciens y S, vert-ici 11 atas son los 
¿micos microorganismos en los cuales se ha estudiado la
degradación de algunos ácidos feni 1propanoieos. S. nigrifaciens 
hidroxila el ácido cumárico a ácido cafeico, el cual es
metabolizado a través de ácido protocatecuico (Nambudiri y Bhat, 
1972). Se encontró que S. setonii metabol iza los ácidos fer¿tlico, 
cinámico y cumárico a compuestos alifáticos a través de las vias 
clásicas descritas para bacterias Gram negativas (Sutherland y 
cois., 1983). Específicamente, el ácido cinámico es convertido a 
benzaldehldo, el cual es oxidado a ácido benzoico para luego ser 
convertido a catecol . A su vez, los ácidos cumárico y fer¿ilico 
son transformados a p-hidroxibenzaldehi do y vanillina, 
respectivamente, los que son oxidados para ser luego convertidos 
a ácido protocatecuico por hidrox i 1 aci ón o desmetox i 1 ac i ¿in . Por 
su parte, S. vertid 11 atas convierte el ácido cinámico en 
cinamamida (Bezanson y cois., 1969).
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En todos los demás actinomicetes se ha estudiado 
exclusivamente la metabolización de ácidos benzoicos. Se ha 
visto, por ejemplo, que S. albulas 321 degrada los ácidos 
benzoico, vaníllico, y m- y p-hidroxibenzoieos convirtiéndolos a 
compuestos al ifáticos por acción de dioxigenasas especificas 
(Suther1 and y cois., 1981). S. sioyaensis P5 metaboliza los 
ácidos vaníllico y p-hidroxibenzoico del mismo modo. S. 
viridosporus T7A cataboliza los ácidos benzoico y 
m-hidroxibenzoico. Ninguna de estas tres cepas nombradas es capaz 
de degradar los ácidos verátrico y m- o p-anisico (Sutherland y 
cois., 1981). También se ha demostrado que S. setonii metaboliza 
fenol (Antai y Crawford, 1983), veratrol (Sutherland, 1986) y 
ácido vaníllico (F'ometto y cois., 1981) a catecol . Por otra 
parte, S. viridosporus T7A oxida vanillina a ácido vaníllico 
(Pometto y Crawford, 1983). En esta misma especie se purificó 
parcialmente una aldehido oxidasa intracelular que oxida 
benzaldehido, vanillina y veratraldehido, entre otros, a los 
ácidos correspondientes (Crawford y cois., 1982). Algunos de los 
ácidos formados son pósteriormente degradados, mientras otros se 
acumulan en el medio de cultivo (Crawford y cois., 1982). 
Aparentemente esta enzima no está involucrada en la 
sol ubi 1 ización de 1 ignocelulosa (Deobald y Crawford, 1987).

La acción de estas bacterias filamentosas sobre 
compuestos modelo de lignina diméricos sólo ha sido ensayada 
escasamente. Se ha descrito que S . vi ridosporus oxida la 
dehidrodivani 1 1 i na (que contiene un enlace bifenilo) al ácido 
correspondiente y aparentemente éste es degradado pósteriormente 
a través de una vi a metabólica desconocida (Crawford y cois., 
1981). El otro trabajo publicado en esta materia se refiere a la 
degradación de un compuesto tipo P-0-4 por esta misma cepa
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(Craw-ford y cois., 1983a). Esta ocurriría en virtud de una 

P-eterasa, aunque como se indicó más arriba, estos datos no han 
podido ser can-firmados (Deobald y Craw-ford, 1987). Recientemente 
apareció en la literatura que S. cyaneus degrada un di mero de 
estructura P-0-4 no -fenólico a través de una ruptura entre los 
carbonos al-fa y beta, si bien ésta constituye una comunicación 
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 
biodegradación de la lignina. Como una aproximación inicial se 
analizó la versatilidad metabólica 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 liberación de AF'PL. Al mismo 
tiempo, se estudió la acción de cepas bacterianas aisladas de la 
naturaleza sobre este sustrato soluble, lo que constituye 
trabajo inédito a la -fecha.



MATERIALES Y METODOS.

MATERIALES

1.— Material biológico.
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 D r . I.C. Gunsalus, 
University of Illinois., E.E.U.U. Pseudomonas aeruginosa 2A, E:-í y 
2Ata: gentileza del D r . 0. Gran, La Plata, Argentina. Pseudomonas 
fluorescens Biovar I Ai y Pseudomonas acidovorans Da -fueron 
aisladas en el Laboratorio. Salmonel 1 a typhi <pR=>): gentileza
del Dr. A. Mendoza, Hospital de Infecciosos, Santiago, Chile. Las 
cepas 14FA, 2CH, 13S y 3A fueron aisladas en fracciones de 
lignina kra-ft en el Laboratorio por A. Merino. Ganoderma

appl anat-um: gentileza del D r . E. Agosin, Instituto de Nutrición y 
Tecnología de los Alimentos, Universidad de Chile, Santiago, 
Chile.

1.2.— Proteínas.
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. Ovoalbümina fue adquirida en Sigma Chemical Co., S t . 
Louis, E.E.U.U. Quimotripsinógeno-A fue adquirido a Worthington
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1.3. — Sustratos biológicos.
La paja de trigo utilizada como fuente de 1 ignocelulosa fue 
donada gentilmente por el del Dr. 6 . Pichard, Fac. de Agronomía, 
Pontificia Universidad Católica de Chile, Santiago, Chile. 
Lignina kraft fue obtenida a partir de licor negro, gentileza de 
Celulosa Arauco y Constitución, Chile. Galacto-manano (de locust 
bean gum) se obtuvo de Sigma Chemical Co. , S t . Louis, E.E.U.U. 
Xilano (ex larch sawdust. pract.) se adquirió en Koch-Light Lab, 
Coi nbrook, 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 adquirió en LabM, 
Londres, Inglaterra. Agar malta se obtuvo de Difeo Lab., Detroit, 
E.E.U.U. Agar-agar se adquirió 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 etílico, N,N’-dimeti1formamida, fosfato básico 
de potasio y fosfato dibásico de potasio. De Sigma Chemical Co., 
MI, E.E.U.U., se obtuvo 2,2- dimeti 1succinato, ácido 
ni tri1oacéti co, Trizma base, EDTA y cloruro de litio. De Aldrich 
Chemical Co., W I , E.E.U.U. se adquirió paladio y ácido
transaconitico. De Arquimed, Santiago, Chile, se obtuvieron la 
acetona y el cloroformo. De Michelson, Santiago, Chile, se obtuvo 
éter etílico. De Sudelab, " ‘ ' ~
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di elorametano. De Distribuidora Científica, Santiago, Chile, se 
obtuvo el cloroformo para el fraccionamiento de la lignina kraft.

2.2. Compuestos aromáticos.
Guaiacol, desoxianisol na, desoxibenzol n a , ácido 1,2-difenil-

<L-
propenoico <¿x-f en i 1 ci námi co) , ani sal dehi do, benzaldehido, alcohol 
anisico, aldehido anisico, ácido benzoico, catecol, ácido 
cafeico, ácido cinámico, 2,3-, 2,4-, 2,5-, 3,4-
dihidroxibenzaldehídos, ácidos 2,3-, 2,4-, 2,6-, 3,5-
dihidroxibenzoicos, 2 , 2  dimetoxi-2 -feni 1 acetofenona, ácido
feríilico, ácido gentisico, ácido p-hidroxibenzoico, ácido 
protocatecuico, ácido siringico, ácido 2,3,4- trihidroxibenzoico, 
alcohol vaníllico, vanillina, ácido vaníllico, alcohol 
veratrilico, veratral dehi do, ácido verátrico, 4,4:'bifenol y 
3,3’dimetoxibifeni1 o se obtuvieron de Aldrich Chemical Co., WI, 
E.E.U.U. Acido gálico y ácido 3-0-metil gálico fueron obsequiados 
por el Dr. Kent Kirk de Madison, Wisconsin, E.E.U.U. Aducto de 
glicina fue sintetizado por R. Vicuña en el laboratorio del D r . 
Kent Kirk de Madison, Wisconsin, E.E.U.U. Azul de Remazol (CI 
61200, Reactive Blue 19) y siringaldacina provinieron de Sigma 
Chemical Co., S t . Louis, E.E.U.U. De Calbiochem-Behring Corp., 
CA, E.E.U.U. se obtuvo tiamina-HCl.

2.3. Reactivos utilizados en los análisis químicos.
2.3.1. Reactivas utilizados en el análisis 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, mañosa, ribosa y xi 1 osa se 
obtuvieron de Fluka A.G. Buchs SG, Suiza. Borohidruro de sodio 
fue comprado a Aldrich Chemical Co., WI, E.E.U.U. Anhídrido
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acético se adquirió a Merck, Darmstadt, Alemania.

2.3.2. Reactivos utilizados en la tioacidóli sis:
De Merck, Darmstadt, Alemania, se adquirió 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 cromatográfico.
Si 1 i ca 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, N J , 
E.E.U.U.

4.— Misceláneos.
Película 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 filtro Whatman N"1, fue comprada 
a Whatman, Inglaterra. Filtros desechables con membranas de 
0,45 p de diámetro fueron adquiridos a Millipore Corp., MA, 
E.E.U.U. y a Schleicher y Schüli, 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 descomposición, 

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 mínimo 
salino denominado "Ksal " <Sal ki no ja-rSal onen y cois., 1979) 
conteniendo un sustrato aromático apropiado como ¿mica fuente de 
carbono. El medio "Ksal", ajustado a pH 6,7, está compuesto por 
2 , 0  g de NHUC1 , 2 , 1 g de KHaPCU, 3,8 g de KaHPCUx3HaO,
O,.:-, g de MgS0 -̂.;7Hs>0 y 0,1 g de NaCl por litro de solución. Este 
medio de cultivo fue suplementario con un volumen apropiado de una 
solución stock 1 0 0 0 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 <Máteles y cois., 1967).

Mediante traspasos sucesivos en el medio liquido descrito 
se enriqueció la población en cepas que utilizaron el sustrato 
escogido en forma más eficiente. El paso siguiente consistió 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 solución), de modo de obtener colonias 
aisladas. Con el fin de determinar si las colonias aisladas eran 
capaces de utilizar el sustrato aromático como ¿mica



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

Los cultivos fueron incubados a 30“C con agitación y el 
crecimiento bacteriano se determinó por densidad óptica a 600 nm 
en un espectrofotómetro Varían Techtron modelo 635.

1.1.2.- Mantención 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.- Identificación de cepas.
Las cepas en estudio se identifi carón a nivel de género 

luego de someterlas a diversas pruebas. Los criterios 
fundamentales utilizados para ello fueron : tinción de Gram,

visualizados al microscopio electrónico de transmisión segán la 
técnica descrita en la sección 8.2. de Materiales y Métodos. La 
identif icación se realizó con la col aboraci. ón de Inés Calderón, 
Lab. de Microbiología de esta Facultad.

1.2.- Bacterias -filamentosas.

1.2.1.- Cultivo de Streptomyce-s viridosporus T7A.
El medio de cultivo empleado (Crawford, .1878) consistió 

en una solución tamponante salina que contenía 0,02 7. de NaCl ,

” , 1 c*e k-HsaPO* y 0,4 7. de K^HRO^x7Ha:0) , supl ementada con 
CaCl ss-czHsíQ 0,005 A y MgSD^x7Hs>0 0,02 7 y un porcentaje



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

Los cultivos líquidos de S. viridos por as T7A -fueron 
incubados a 37° C' con agitación rotatoria. La medición del 
crecimiento del microorganismo se di-ficulta por la -formación de 
micelios, por lo cual no se determinó crecimiento en forma 
rutinaria. En algunos experimentos se cuantificó el crecimiento 
mediante determinación de peso seco, filtrando el cultivo a 
través de membranas de 0,45 y\ de diámetro o de filtros de fibra 
de vidrio G/F prepesados. El uso de filtras de fibra de vidrio 
resultó ser más conveniente, puesto que son de más fácil manejo. 
Las membranas con micelio se secaron en estufa a 80°C hasta peso 
constante.

1.2.2. - Mantención 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 formación 
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. - Preparación de inóculos.
Se agregó agua previamente esterilizada a tubos con 

cultivos del actinomicete sobre agar extendido y se raspó
suavemente la superficie del cultivo con un asa, de modo de
desprender las esporas. Se utilizaron tres modalidades de 
i nóculo:

a) Se adicionó directamente un volumen medido de la
suspensión (D.O.&oo r>m=0,3) de esporas en agua corr espondi ente a 
un décimo del volumen final del medio de cultivo que contiene el



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

b) Se incubó un volumen de la suspensión de esporas con 9 
volúmenes del medio de cultivo conteniendo 0,3 V. de extracto de 
levadura a 37°C con agitación durante 24-48 hrs hasta formación 
abundante de micelio. Se adicionaron 0,1 mi de la suspensión de 
micelios sobre 1 0 mi del medio de cultivo descrito conteniendo 
también 0,3 V. de extracto de levadura y el sustrato aromático 
elegi do.

c) En cultivos sobre 1 ignocelulosa, 0,1 mi del inóculo de
micelios se transfirieron sobre 1 0 0 mg de 1 ignocelulosa
previamente esterilizada y se incubó sobre este sustrato sólido 
durante 96 hrs a 37“C en forma estacionari a . Al término de esta 
preincubación se agregaron 1 0 mi de medio de cultivo,
suplementado con 0,3 V. de extracto de levadura y el sustrato a 
ensayar. Luego se continuó la incubación con agitación a 37“C por 
el tiempo deseado.

1.3.— Basidiomicetes.

1.3.1.- Cultivo de Ganoderma applanatum.
Se observó que cultivos puros de G. applavatum se 

desarrollan bien en un medio liquido agitado a unas 2 0 0 rpm 
durante alrededor de 8 di as y mantenido entre 25 y 30“C <S. R í o s , 
comunicación personal). El medio de cultivo utilizado está basado 
en el medio descrito para P. cbrysospor ium (Kirk y cois., 1978) y 
contenia el tampón 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 solución de minerales y 0,5 mi de una solución 
de vitaminas por litro de cultivo. Se adicionaron también glucosa



al 1,0 7. y alguna -fuente de nitrógeno (aminoácidos o tartrato de 
amonio) a una concentración final 3 mM de nitrógeno. La mezcla de 
minerales contenia 15 g de ácido nitriloacético, 30 g de

MgSCUx7H=»G, 5 g de MnS0*x7H=*0, 1 0 g de NaCl, 1 , 0  g de
FeS0*x7H=»0, 1 g de CoSCU, 1,0 g de CaCl», 1 , 0  g de
ZnSCUx7H»0, 0,1 g de CuSCU, de A1K <SCU) ax 1 2 H»0 , de HrsBO.-* 
y de NaHoO^x2H=0 por litro de solución. La mezcla suplementaria 
de vitaminas contenia 2 , 0  mg de tai otina, 2 , 0  mg de ácido fólico, 
5,0 mg de tiamina-HCl, 5,0 mg de riboflavina, 10 mg de
piridoxina-HCl, 0,1 mg de cianocobalami na, 5,0 mg de ácido
nicotinico, 5,0 mg de pantotenato de calcio y 5,0 mg de ácido 
p-aminobenzoico por litro de solución.

1.3.2.- Mantención de la cepa.
G. applanatam fue mantenido en placas de F'etri con agar 

malta (15 g/1) a 4oC, condición en la cual se mantuvo viable 
durante al menos varias semanas.

1.3.3.- Preparación de inóculos de G. applanatam.

Se prepararon inóculos raspando la superficie de la placa 
con un asa estéril, de modo de arrastrar los micelios. Esta 
manipulación resultó más eficiente al sacar los micelios con una 
capa muy delgada de agar. Los micelios crecidos en una placa 
fueron transferidos a tubos estériles que contenían 1 0 mi de agua 
destilada y balitas de vidrio. Se agitaron los tubos
exhaustivamente en vortex hasta observar la formación de una 
suspensión homogénea turbia de micelios -fragmentados. Los
cultivos se inocularon con alícuotas de 1,5 mi de esta suspensión 
recién preparada por cada 125 mi de medio.



2.— Preparación de sustratos.

2.i.- Sustratos preparados por síntesis química.

Las estructuras de todos los compuestos modelo utilizados 
en este estudio se muestran en la Figura 2. La síntesis del 
aducto de glicina (XVI) se realizó segán método previamente 
descrito ( T i en y cois., 1987). Los compuestos diméricos con 
estructura del tipo 1 , 2  diarilpropano (F-l) 1 ,2 -bis
(4-metoxi f eni 1) -3—hi droxipropanona o hidroximetil desox i ani soi na 
(HMDA, XXI) y 1,2-bis (4-metox i f eni 1) -propano-1,3-di ol (HtiRDA, 
XXVIII) fueron sintetizados segón el protocolo descrito (Kirk y 
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 XXXII es un intermediario de la síntesis de los 
compuestos de estructura P—O—4. La síntesis de estos compuestos 
modelo fue realizada en el laboratorio de Química Orgánica de la 
Facultad de Química de esta Universidad a iniciativa de nuestro 
grupo de investigación, representando ésta la primera experiencia 
en nuestro país en la síntesis de este tipo de estructuras.

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

Mediante reducción con NaBH^ a temperatura ambiente en 
tetrahidrofurano con 1 0 V. de etanol se obtuvieron hidrobenzoina 
(XXIV), desoxihidroxibenzolna (XXV), hidroanisolna (XXVI) y 
desoxihidroxianisol na (XXVII), a partir de benzolna (XVII), 
desoxi benzol na (XVIII), anisolna (XIX) y desoxianisolna (XX),
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Figura 2: Estructuras moleculares de compuestos modelo 
utilizados. Los nombres correspondi entes se encuentran 
del texto.
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respectivamente. Por otra parte, el ácido 2,3 di f eni 1 propanoi co 
< XXIX) se obtuvo por hidrogenación catalítica con Pd bajo presión 
del ácido ex — feni 1 cinámico (2,3 di feni 1 propenoico, XXXVII)
(González, 1988).

Los compuestos 1-(3-metoxi-4-hidroxif eni 1 )- 2- (4-metoxi 
•fenoxi ) -propano-1,3~diol , (XXXIII) y el 1-(3, 4-di metoxi f eni 1 ) 
- 2 - (4-metoxifenoxi )-propano-1,3-diol (XXXIV) -fueron sintetizados 
mediante reducción con NaBH-» a partir de los di meros oxidados 
correspondientes : 1-(3-metox i-4-hi drox i-f en i 1 ) -2- (4-metox i f enox i )
—3-hidrox ipropanona (XXX) y la 1-(3,4-dimetoxi feni1)-2-(4-metoxi - 
fenoxi) -3-hidroxi propanana (XXXI). Estos compuestos son
denominados comunmente guaiaci 1glicerol-F- guaiaciléter o GGGE 
(XXXIII) y veratrilglicerol-P- guaiacilóter o VGGE (XXXIV). 
Asimismo, sus análogos oxidados se designan con la abreviatura 
GGGEox (XXX) y VGGEox (XXXI), respectivamente.

Debido a su escasa solubilidad en agua, se prepararon 
soluciones stock de los compuestos modelo diméricos en
dimetilformamida, a razón de 400 mg/ml. En general, estos 
compuestos fueron utilizados como sustrato a una concentración 
final de 1 mg/ml, obtenida por dilución directa de una alícuota 
de la solución orgánica en el medio de cultivo previamente 
esteri1 izado. 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 concentración final de 
5 mM, salvo indicación contraria. Las soluciones stock fueron 
esteri1 izadas por filtración y guardadas a 4DC.
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2.2.- Sustratos preparados por extracción y purificación.

2.2.1. - Lignocelulosa de paja de trigo.
La paja de trigo cortada en trozos de 0,25-2,0 mm fue 

sometida al siguiente proceso de extracción (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; ii) lavado con etanol puro hasta 
obtención de solvente reflujado incoloro; iii) extracción con 
agua hasta obtención de liquido incoloro. La 1 ignocelulosa 
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 
oligómeros 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 acidificó a pH 1,0-1,5 con ácido 
clorhídrico bajo agitación constante. Luego se filtró a través de 
papel Whatman 1 y se secó el residuo sólido a 50“C. El 
rendimiento promedio fue de aproximadamente 2 0 g de lignina 
kraft.

El sólido obtenido fue fraccionado segün el protocolo 
descrito para la purificación de este sustrato (Lundquist y Kirk, 
1980). Dicho procedimiento consiste en una serie de extracciones 
que se detallan a continuación. Se disolvieron 10 g de sólido en 
60 mi de agua, 135 mi piridina y 15 mi ácido acético, se 
transfirió la solución a un embudo de decantación y se extrajo 
con 270 mi de cloroformo. La fase orgánica 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 ácido acético). Se 
descartó la fase acuosa y se evaporó la fase orgánica hasta 
reducir el volumen a unos 100 mi. Luego se agregó 1,0 litro de 
éter etílico a la fase orgánica concentrada, se homogeneizó bien 
y se filtró a través de papel Whatman 1, recogiéndose la fracción 
soluble en éter (FSE) en el filtrado y la fracción insoluble en 
éter (FIE) como residuo sólido en el filtro. La FSE se evaporó 
hasta obtener un residuo semisólido y la FIE se secó 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 agregó H 3PO* gota a gota bajo una agitación 
vigorosa hasta pH 11,3 en el caso de la FSE y pH 9,0 para la FIE 
y se ajustó al volumen deseado. Las soluciones stock se filtraron 
a través de papel Whatman 1 y luego se esterilizaron por 
filtración a través de membranas de 0,45 p de diámetro de poro. 
En la mayoría de los ensayos las FSE y FIE fueron utilizadas a 
una concentración final de 2 , 5  mg/ml.

Las soluciones stock obtenidas se mantuvieron a 4oC y 
fueron estables durante al menos 6 meses.

2.3.— Sustratos preparados biológicamente.

2.3.1.- Obtención de APPL en medio liquido.
Los APPL en medio liquido se prepararon a partir de 

cultivos de S. viridosporas T7A sobre 1 ignocelulosa en la forma 
descrita en la sección 1.2.3.C de Métodos, omitiendo la adición



de un sustrato aromáticd exógeno.
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2.3.2. -Cuant i f i caci ón de AF'F'L en medio liquido.
En aquellos experimentos en que se incubó S. viridosporus 

T7A en presencia de 1 i gnocel ul osa y de algdin compuesto modelo, se 
determinó además la cantidad de AF'F'L -formados. Para ello se 
sacaron alícuotas de 2 mi del medio de incubación, se filtraron a 
través de papel Whatman 1 , se acidificaron muestras de 1 mi de 
filtrado con 2 0 pl de H=»S0 ^ 1 2 M, se dejaron reposar durante 
3 hrs y se determinó su absorbancia a 600 nm, homogeneizando 
previamente en vortex (Crawford y cois., 1933).

2.3.3. - Obtención de AF'PL en medio sólida.
Be prepararon AF'F'L a partir de 1 i gnocel ul osa purificada 

de paja de trigo segón está descrito (Crawford y cois., 1983). 
Las botellas de 500 mi con 2,5 g de 1 ignocelulosa cada una, las 
cuales fueron colocadas destapadas en autoclave a 1 2 0 “C durante 
una hora para disgregar algunas estructuras lábiles con el fin de 
facilitar la penetración posterior de las hifas de la bacteria 
filamentosa al sustrato y luego esteri 1 izadas nuevamente en 
autoclave (tapadas). La 1 ignocelulosa hómeda y estéril de cada 
botella fue inoculada con 25 mi de cultivo de S. viridosporus T7A 
incubado previamente durante 48 hrs, como está descrito en la 
sección 1.2.3. En seguida se hizo rodar cuidadosamente cada 
botella en el mesón, con el fin de repartir homogéneamente la 
preparación de 1 ignocelulosa y de micelios en la mayor superficie 
posible. Finalmente se incubaran las botellas en un baño hómedo 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 incubación en medio 

sólido, se agregaron a cada botella 125 mi de agua destilada, se 
esteri 1 izaron al autoclave a 100"C y 0,5 psi y se -filtró a través 
de papel Whatman 1 prepesada. En algunas preparaciones se
determinó la pérdida de peso seco de la 1 ignocelulosa luego de 
secar el residuo a temperatura ambiente. Los AF'F'L se encuentran 
en el -filtrado, el cual -fue dial izado exhaustivamente contra agua
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3.- Análisis de productos metabólicos de bajo peso molecular.

3.1. — Análisis espectro-fotométrico.

Las alícuotas retiradas de los medios de cultivo -fueron 
diluidas a una absorbancia apropiada y luego se determinó su 
espectro de absorción entre 200 y 400 nm en un espectro-fotómetro 
Shimadzu UO-visible conectado al registrador Shimadzu Graphic 
Printer PR-1 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japón). En algunos casos, 
las muestras extraídas y secadas fueron resuspendidas en 1 mi de 
agua destilada y analizadas en el espectrofotómetro. Se hicieron 
registros de los espectros tanto en medio neutro como en medio 
alcalino (espectro de ionización), es decir, inmediatamente 
después de agregar una gota de hidróxido de sodio 1 N a  la cubeta 
de lectura (Kirk y Adler, 1970).

3.2. - Cromatografía en capa fina (TLC).

El análisis de las muestras mediante TLC y HPLC se 
realizó retirando alícuotas 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 ácido clorhídrico 
concentrado, extraídos dos veces con un volumen de éter etílico y 
finalmente la fase orgánica se evaporó a sequedad. Los extractos 
etéreos fueron resuspendidos en 2 0 pl de éter etílico y aplicados 
sobre placas de silicagel de 4x4 cm (Silica Gel ÓOE-254, Merck, 
Darmstadt).



Este protocolo no pudo ser aplicado cuando se sabia o se 
sospechaba de la presencia de sustratos volátiles, tales como 
veratraldehido, alcohol anisico, guaiacol y p-anisaldehido. Con 
el -fin de evitar la evaporación del compuesto aromático junto al 
solvente, se extrajeron alícuotas de 0 , 1  mi de sobrenadante 
acidificado con un volumen de éter y se aplicó directamente la 
fase orgánica a las placas de silicagel. En algunas ocasiones 
este procedimiento rápido fue utilizado también con sustratos no 
voláti 1 es.

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

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

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

La preparación de extractos etéreos fue idéntica a la 
descrita en la sección 3.2. de Materiales y Métodos. Estos 
extractos etéreos previamente secados fueron resuspendidos en 
agua destilada e inyectados en un sistema de cromatografi a de



Tabla 1
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3T85 de Rf encontrados para los coapuestos aodelo de lignina analizados por croaatografla de capa fina en silica
gel.

H* Fig,,2 Coapuesto Rf solvente

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

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

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



alta presión con gradiente ¿System 41. Gradient Analytical HPLC, 
Gil son, Middleton, Wis.) conectado a un detector HM/HPLC y un 
integrador 3380A, de Hewlett-Packard ¿Palo Alto, Cal.). Se 
utilizó una columna Ultrasphere ODS Cíe de fase reversa de Vydac 
(Hesperia, Cal.). Las muestras inyectadas fueran separadas 
mediante una gradiente de metano!/agua. La concentración 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 min 
y se mantuvo en 40 7. hasta los 32 min; luego se disminuyó a 20 7. 
en el minuto siguiente, permaneci endo estacionaria en 2 0 7. entre 
los 33 y 45 min.

3.4. - Resonancia Magnética Nuclear <NMR>.

Los análisis mediante resonancia magnética nuclear se 
realizaron en un aparato Bruker Spectrospin de! Forest Products 
Laboratory, Madison, Wis. Se utilizó cloroformo deuterado como 
solvente, tanto para los espectros con ia:C como para los de *H.
El espectro de t:sC fue realizado a 62,89 MHz y a 303" K. El 
análisis con lH fue hecho a 250,13 MHz y 303“K.

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

Para el análisis por espectrometría de masas del 
compuesto purificado producido por S. viridosporas T7A se utilizó 
el espectrómetro Finnigan MAT 4510 (Finnigan, San José, Calif.) 
del Forest Products Lab.,



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

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

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

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

Se realizó un análisis cual i y cuantitativo de los 
hidratos de carbono presentes en la 1 ignocelulosa de paja de 
trigo y en los APPL derivados de ella según un método recomendado 
para madera y pulpa de madera (Ver ref. anónima "Provi si onal 
method...", 1975). En este método se determina el contenido de 
glucosa (glucanos), mañosa (manarnos), arabinosa (arabinanos), 
xilosa (xilanos) y galactosa ígalactanosí, los cinco 
monosacáridos principales que definen la composición de 
carbohidratos de la madera. Se introdujeron algunas 
modificaciones y el método fue adaptado para cantidades mucho 
menores de muestra. El procedí miento utilizado consta de las 
etapas descritas a continuación.

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

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



incubación y alícuotas 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 monosacári dos estándares que fueron 
procesadas en forma idéntica 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 
mañosa, 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 
mañosa, 5,75 mg de arabinosa y 2,25 mg de galactosa.

4.1.2.- Preparación de acetatos de alditoles.
La preparación de los acetatos de alditoles constó de las 

siguientes cinco etapas:

a.- Hidrólisis.
Se colocaron 45 mg de cada muestra en un tubo cónico de 

vidria, se agregaron 0,75 mi de H=»SCU al 72 */., se homogeneizó 
con una pipeta Pasteur sellada y se incubó durante 1 hr en un 
baño a 30“C agitando ocasionalmente. Al término de la incubación, 
las muestras fueron transferidas cuantitativamente a un vaso 
precipitado de vidrio de 100 ó 250 mi lavando con 21 mi de agua 
destilada y se calentaron al autoclave a 19 psi y 1 2 0 “C durante 
30 m i n .

b.- Neutralización.
Las muestras fueron enfriadas a temperatura ambiente, se 

les agregó 2,5 mi de una solución estándar de inositol 1 ’/. y 
lentamente se les adicionó 1,05 g de CaCOas <1,4 g de CaCOas por 
cada mi de H=»S0^ agregado i ni ci al mente) . El CaCOa* fue



sedimentado por 
Beckman, durante 
papel Whatman 1 

sedimento -fue 
recogiéndose el

c.- Reducción.
El filtrado se vertió en un balón, se agregaron 80 mg de 

NaBH* agitándose ligeramente y se dejó durante 1,5 a 2 hrs bajo 
campana a temperatura ambiente con agitación ocasional. Luego se 
agregó ácido acético glacial gota a gota hasta que cesara la 
evolución de gas y el liquido se volviera transparente. La mezcla 
fue evaporada en un rotavapor Büchi KRv 65/45 a una temperatura 
del baño no superior a 40°C hasta dejar un residuo de unos 5 mi. 
Enseguida se agregaron 10 mi de metanol y se evaporó la mezcla. 
Se adicionó metanol nuevamente y se evaporó a sequedad. 
Finalmente se secó 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 solución.

d.- Acetilación.
El producto de la reducción fue acetilado agregando 

7,5 mi de anhídrido acético y 0,5 mi de ácido sulfúrico 
concentrado bajo campana. La mezcla fue incubada en un baño a 
55“C durante 1 h agitando suavemente hasta disolver completamente



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

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

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

4.2.- Tioacidólisis.

La tioacidóli si 5 de las muestras de 1 ignocelulosa de 
trigo y de AF'F'L fue realizada esenc i al mente segón el siguiente 
protocolo desarrollada por Lapierre (Lapierre y cois., 1985).
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4.2.1.- Preparación de muestras.
Las muestras sólidas de 1 ignocelulosa y de APPL fueron 

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

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

APPL o 10 mg de un compuesto modelo estándar en un tubo pyrex con 
tapa rosca sellada con un disco de teflón. Las muestras fueron 
secadas sobre sulfato de magnesio anhidro durante 15 horas a 
temperatura ambiente. Bajo flujo de nitrógeno se agregaron a cada 
muestra 9 mi de dioxano recién destilado y deshidratado sobre una 
mezcla de Na-benzofenona. Enseguida, bajo campana y flujo de
nitrógeno se adicionaron 1,0 mi de etanotiol y 0,3 mi de
BFs-eterato a cada muestra. Antes de sellar, en cada tubo se 
colocó un pequeño agitador magnético y se burbujeó nitrógeno 
durante 1-2 minutos. Después fueron colocados en un baño de
aceite a 100°C durante 4 hr con agitación magnética permanente y 
homogeneización por inversión cada 15 minutos. Al término de la 
incubación la mezcla fue enfriada en agua con hielo y ajustada a
pH 3-4 con NaHCÜ3 , previa adición de 10 mi de agua destilada. La
mezcla fue extraída con 30 mi de diclorometano y la fase orgánica 
fue deshidratada sobre Na¡aS0-*. Posteriormente fue filtrada a 
través de papel Whatman 1 y concentrada prácticamente a sequedad 
en un rotavapor Büchi manteniendo la temperatura del baño entre 
45 y 50“C. El residuo fue resuspendido cuantitativamente en 
1,3 mi de diclorometano.
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4.2.3.- Análisis mediante cromatograf i a de fase gaseosa de 
monómeros tioacidolizados.

El análisis de las muestras se realizó según está 
descrito (Lapierre y Monties, 1986) en el propio laboratorio de 
C. Lapierre, Thiverval-Grignon, Francia.

4.3.— Determinación de azúcares totales y reductores en celulosas 
y hemicelulosas.

4.3.1. - Determinación de azúcares totales.
Para la determinación de azúcares totales en muestras de 

celulosas y hemicelulosas se utilizó el método del orcinol 
<Rimington, 1940). El reactivo requerido para este análisis fue 
ácido sulfúrico 70 V. p/v al cual se adicionó 0,1 7. de orcinol. La 
solución transparente obtenida se guardó a 4“C en botella ámbar. 
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 baño a 100"C durante exactamente 20 min. Luego se 
enfriaron, se agitaron nuevamente y se determinó su densidad 
óptica a 425 nm en un espectrofotómetro Spectronic 20. Para 
cuantificar el contenido de azúcares, se incluyó un blanco con 
agua destilada y se hizo una curva de calibración con glucosa en 
el rango de 0,5-20,0 mg/ml de solución. Todas las determinaciones 
se hicieron en duplicado.

4.3.2. - Determinación de azúcares reductores.
La determinación de azúcares reductores se realizó según 

el método de Somogyi-Nelson que se basa en la capacidad del
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azácar para reducir el i ón cúprico a cuproso -formando un complejo 
de arsenomolibdato coloreado <Nelson, 1944). El análisis requirió 
de cuatro soluciones, a saber: Solución A, que contenia 25 g de 
Na=C03, 25 g de tartrato de Na-K, 20 g de NaHCO® y 200 g de 
Na=íS0<* por litro de solución. La solución B constó de
CuSo^x5H=0 al 15 V. acidi-ficado con 1-2 gotas de HszSO-*
concentrado por cada 100 mi de solución. La solución C se preparó 
al momento de usar mezclando 25 mi de solución A con 1 mi de 
solución B. La solución D se obtuvo disolviendo 25 g de
heptamolibdato en 450 mi de agua destilada y agregando después 
25 mi de H 2SU 4 concentrado. Finalmente se agregaron 3 g de
Na =HAs O a x 7H ss0 en 25 mi de agua destilada y se a-foró a 500 mi.
Las soluciones B y D se guardaron a 4oC en botellas ámbar y la 
solución A -filtrada se mantuvo a 37° 0.

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

4.4.— Determinación de nitrógeno.

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



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

El análisis se llevó a cabo en un sistema
semi automati zado -formado por una unidad de digestión BUchi 425 y 
una unidad de destilación y titulación Büchi 315 del Lab. de
Ingeniería Bioquímica de la Fac. de Ingeniería, U. de Chile.

5.- Análisis cromatográfico y espectroscópico de materiales 
de alto peso molecular.

5.1.— Filtración en gel.

Con el objeto de determinar la distribución de pesos 
moleculares de muestras de APPL y de las fracciones FSE y FIE de 
lignina kraft, se montó una columna de Sephadex G-50 médium. Sus 
dimensiones fueran de 69 cm x 1,1 cm2 , con un volumen aproximado 
de 90 mi. La columna se equilibró en una solución de LiCl 0,1 N y 
NaOH 0,1 N, se ajustó el flujo a aproximadamente 9 mi/h y se 
colectaron 80-100 fracciones de 1 mi (20 gotas). El uso de LiCl 
elimina sustancial mente las interacciones entre los residuos 
aromáticos de la lignina y la resina (Lundquist y Kirk, 1980). El 
volumen de elución de las muestras se determinó por absorbencia a 
280 nm. En la columna se cargaron entre 1,5 a 5 mg de muestra 
di sueltas en 0 , 6  a 1 , 0  mi de agua o medio de cultivo previamente 
al cal i nizados con 0,5 mi de la fase móvil.

El volumen de exclusión fue determinado con azul dextrano 
y el de inclusión con ácido cumárico. Se calibró la columna

43
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determinando la migración de proteinas globulares disueltas en 
una solución 1 M de NaCl . Se utilizaron las siguientes proteinas: 
ovoalbórni na <PM=45 kD) , quimotripsinógeno A <PM=¡24 kD) y lisozima 
<PM=14 kD).

5.2.— Cromatogra-f i a liquida de alta presión de APPL.

La distribución de pesos moleculares de las muestras de 
APPL -fue determinada también mediante el uso de un cromatógrafo 
liquido HPLC Perkin Elmer Series 2 con una columna Shodex Ion F’ak 
S-804/S (-formada por pal i est i renos sulf onados ramificados y 
di vi ni 1 benceno). La columna fue acoplada a un detector UV Perkin 
Elmer ajustado a 280 nm y un inscriptor Perkin Elmer 024. La 
columna fue equilibrada con una solución de NaOH 0,1 N y LiCl 
0,05 N. Se inyectaron volúmenes de 0,5-2,0 pl de las muestras 
resuspendidas en la misma solución, manteniéndose un flujo de 
1,0 ml/min.

Se calibró la columna con una serie de pul ulanos 
(polisacári dos) de peso molecular conocido. Estos fueron 
analizados mediante un detector de indice de refracción, puesto 
que dichos polisacári dos no absorben la luz ultravioleta. Se 
prepararon soluciones stock de 5 mg/ml de dichos estándares, de 
las cuales se inyectaran 15 pl en el croraatógrafo. Los pesos 
moleculares y tiempos de retención de estos estándares en las 
condiciones descritas fueron:
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Todos los análisis de HPLC utilizando la columna Shodex 
Ion Pak S-804/S -fueron realizados en el Lab. de Fisicoquímica de 
Polímeros de la Facultad de Química de esta Universidad.

5.3.— Cromatografía liquida de alta presión de la fracción 
soluble en éter de lignina kraft.

Se analizaron muestras de FSE de lignina kraft en un 
cromatógrafo Shimadzu LC-óA acoplado a un inyector S/L-1A y un 
detector Shimadzu SPD-ÓA UV ajustado a 280 nm. Las señales fueron 
analizadas en un integrador Shimadzu Chromatopac C-R3A. Se 
utilizó una columna de 4,6 mm x 15 cm C18 pBondapak. de 10 pm para 
la separación del material inyectado. La fase móvil empleada fue 
un sistema i socrático de agua : metanol (80:20) ajustado a un 
flujo de 0,7 ó 1 , 0  ml/min.

Con el fin de aumentar la resolución en la separación de 
los diversos componentes de la FSE, previo a la cromatografI a 
liquida de alta presión se sub-fraccionaron las muestras mediante 
una precolumna SEP-F'AK de 1,0 mi que contiene una fase
estacionaria idéntica a la columna utilizada para el análisis de 
la FSE, según el procedimiento desarrollado por nuestro grupo de 
investigación (Goycoolea y cois., 1986). Brevemente, en estas
precolumnas se cargaron alícuotas de 1 mi y se obtuvieron cuatro 
subfracciones al lavar dicha precolumna sucesivamente con
porciones de 1 mi de una solución al 0 , 1 0 , 2 0 y 50 7. de metanol
en agua. Cada uno de los lavados fue recibido separadamente. 
Luego, éstos fueron acidificados a pH 1—2, extraídos dos veces
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con un volumen de éter etílico y evaporados a sequedad. Los 
extractos -fueron resuspendidos en 50 pl de agua, inyectándose al 
cromatógrafo alícuotas de 1 - 5  ul .

5.4. - Análisis espectrofotométrico de APPL.

Se registraron los espectros entre 350 y 250 nm, zona de 
mayor absorción 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 espectrofotómetro 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 emisión de fluorescencia de APPL se 
realizaron en un espectrofotómetro de fluorescencia Perkin Elmer 
204—S acoplado a un registrador Perkin Elmer 023. Se empleó una 
fuente de poder de Xenón Perkin Elmer 150. Se utilizaron 
soluciones acuosas de APPL a una concentración de 0,083 mg/ml, 
las cuales fueron excitadas a 275 nm. Luego se registraron los 
espectros de emisión 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 excitación entre 270 y 
295 nm y registrando la emisión a partir de los 275 y 300 nm, 
respectivamente. Las mediciones de los espectros de fluorescencia 
fueron realizadas en el Lab. de Físico-química de Polímeros de la 
Facultad de Química de esta Universidad.
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5.6. — Resonancia magn&tica nuclear de APPL.

Se realisaron algunos análisis preliminares de APPL en 
un Varian XL-100 de la Facultad de Química de la P. Universidad 
Católica de Chile. Las muestras de APPL se disolvieron en agua 
deuterada e hidróxido 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 espectrofotó 
metro Perkin Elmer 1310. Se prepararon las muestras en KBr.

6.— Métodos de manipulación genética.

6.1.- Detección de plasmidios.

Se determinó 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 continuación. Se prepararon 
cultivos de cada cepa en 1 mi de medio Luria, los cuales fueron 
incubaron a 30“C con agitación 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 alícuotas de 0 , 2  mi, las cuales se 
centrifugaron por 5 min a 7000 rpm en una centrifuga Beckman para 
tubos Eppendorff. Se descartó el sobrenadante obteniéndose un 
sedimento de aproximadamente 1 mg de células. Alternativamente se 
raspó la colonia cultivada en placa con un mondadiente estéril 
recogiéndose directamente una masa celular de alrededor de 1 mg.
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Luego se resuspendieron .las células en 20 pl de TE (Tris-HCl 
10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM) y se agregaron 0,1 mi de una mezcla 
1 i tica. Esta contenía SDS al 3 7. y Tris-HCl 50 mM pH 8,0. La 
solución 1 i tica se ajustó a pH 12 antes de adicionar a las 
células. La mezcla se incubó a 55°C durante una hora y al término 
del periodo de incubación se extrajo con un volumen de una mezcla 
de fenol : el oro-formo 1:1 agitando vigorosamente. Se separaran las 
fases mediante centrifugación y se aplicaron entre 30 y 50 pl de 
la fase acuosa directamente en un gel de agarosa (Ver sección
6.2.1. de Materiales y Métodos).

6.2.- Electroforesis del DNA.

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

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

Las muestras, cuyos volúmenes finales fluctuaron entre 
30-50 pl , fueron mezcladas con un décimo de su volumen con 
solución de carga (glicerol 50 7., SDS 5 7., EDTA 12 mM y azul de 
bromo-fenol 0,05 7.), fueron calentadas durante 5 min a 60° C y 
luego aplicadas al gel. Se sometieron a una intensidad de 
corriente de 100 mA para forzar su entrada al gel en forma de 
banda angosta y luego a 60 mA durante el resto de la corrida.
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6.2.2.- Visualización del DNA.
Los geles fueron separados de las placas de vidrio y 

sumergidos durante 1 0 rain en una solución de bromuro de etidio 
1 mg/ml y observados sobre un transiluminador de luz 
ultravioleta. En algunos casos, los geles fueron fotografi ados 
utilizando películas Polaroid 55 positivo/negativo de 50 Asa / 18 
Din. El tiempo de exposición usado fue dependiente de la 
intensidad de la fluorescencia de las bandas y varió entre 5 y 10 
minutos.

6.3.— Eliminación de plasmidios (curación).

El procedimiento utilizada para eliminar plasmidios 
mediante agentes químicos, consistió en incubar la cepa de 
interés en un medio liquido rico en presencia de una
concentración ligeramente inferior a la concentración mínima 
inhibitoria del reactivo hasta alcanzar la fase estacionaria. Los 
agentes curantes ensayados fueron bromuro de etidio, mitomicina 
C, novobiocina, dipiridi 1 ami na e incubación a altas temperaturas. 
En los ensayos de curación por alta temperatura, se incubaron los 
cultivos líquidos 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 incubó a 30"C 
durante 24 hrs. Las colonias aisladas formadas fueron
transferidas paralelamente a placas con medio Luria y placas con 
medio mínimo con algün sustrato aromático como fuente de carbono. 
La transferencia se hizo mediante mondadientes estériles, dando a 
cada colonia una posición fija correlativa sobre un cuadriculado. 
De este modo, se reconocieron las colonias que se desarrollaban 
en medio rico pero no lo hacían en medio restrictivo. En estos
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caso=> se verificó la presencia o ausencia de plasmidios mediante 
las técnicas descritas en las secciones ó . 1 y 6.2. de Materiales 
y Métodos.

6.4.- Conjugación celular.

Se utilizaron dos protocolos de conjugación, a saber, 
conjugación en medio liquido y en medio sólido. Como receptoras 
se utilizaron diversas cepas que se especifican en la sección
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 conjugación. Los cultivos se 
incubaron con agitación a 30“C hasta la densidad óptica deseada. 
Luego se mezclaron volúmenes apropiados de cada cultivo en un 
matraz estéril relativamente grande, de modo que el liquido sólo 
cubriera el fondo del recipiente y se dejó reposar a 30“ C sin 
perturbación durante el tiempo previsto en el experimento. Al 
término del periodo de incubación se sembraron alícuotas o 
diluciones apropiadas del cultivo en placas con medio selectivo y 
se incubaron durante 3-4 di as. El medio selectivo sólo permite el 
crecimiento de la cepa huésped en la medida que ésta haya 
adquirido los caracteres de la cepa dadora en estudio mediante la 
conjugación. Obviamente, el medio selectivo no permite el 
desarrolla de la cepa dadora.

El protocolo de conjugación en medio sólido consistió en 
mezclar gotas de los cultivos de las cepas dadora y receptora que 
hablan alcanzado la densidad óptica buscada, sobre una membrana 
Millipore estéril depositada en una placa con medio rico. Las 
densidades ópticas 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 mínimo de medio rico. 
Alícuotas del cultivo resuspendido fueron sembradas en placas con 
medio rico, tal como se procedió en las conjugaciones en medio
1 i qui do.

7.- Medición de actividades enzimáticas extracelulares.

7.1.— Ensayo de ligninasa.

La actividad de lignina peroxidasa se ensayó midiendo la 
oxidación de alcohol veratrílico a veratraldehido, la cual se 
detectó por un aumento de absorbancia a 310 nm (Tien y Kirk, 
1984). La enzima se ensayó en 1 mi de solución tamponada con 
tartrato de amonio 25 mM pH 2,5 que contenia alcohol veratrílico
2 mM. Para la determinación de actividad en los sobrenadantes de 
cultivas, se adicionó generalmente una alícuota de 0,75 mi hasta 
un volumen final de 1,1 mi del medio de ensayo. La reacción se 
inició adicionando 5o ul de HaO» 8 mM por mi de medio de 
ensayo.

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

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



8.- Microscopía electrónica.

8.1. - Microscopía electrónica de barrido.

Se prepararon muestras de cultivos de S. vi ridasporus T7A 
para su observación al microscopio electrónico de barrido JEOL 
JSM-255II. Para ello se -fijaron en una solución de alcohol al 
75 %, ácido acético y formaldehido en proporción de 90 : 5 : 5 y 
pósteriormente se sometieron al procesamiento descrito para 
microscopía electrónica de barrido. Estas preparaciones fueron 
realizadas con la ayuda de la Dra. Gloria Montenegro, Lab. de 
Botánica de esta Facultad.

8.2. — Microscopía electrónica de transmisión.

Con el fin de observar las carácteristi cas externas de 
las células de diversas cepas de bacterias no fi 1 amentosas, se 
empleó el método de la tinción negativa utilizando la técnica de 
soporte de mica (Valentine y cois., 1968). Esta consistió en 
colocar unas gotas de cultivo fresco en medio rico de la cepa de 
interés en un pocilio, en el cual se sumergió un trocito de mica 
recubierta con una capa delgada de carbón. Se desprendió
cuidadosamente la película de carbón de su soporte y se permitió
la adherencia de las células al carbón durante 4 min. Enseguida 
se recogió la película de carbón con la misma mica, se transfirió 
a un pocilio con acetato de uranilo al 1 % y se tiñó durante un
min, después de desprender nuevamente la película de carbón.
Finalmente, ésta fue recogida con un grilla previamente flameada 
en llama de alcohol.



En aquellos casos en que no 
adherencia de las bacterias a la capa de carbón se utilizó la 
modalidad del "glow", que consiste en someter la mica con la 
película de carbón a un campo iónico de modo de aumentar su 
carácter hidrofilico antes de ponerlas en contacto con las 
células. Este proceso fue llevado a cabo en un equipo evaporador 
de alto vacio Kinney Vacuum Equipment 80—3. Las micas sometidas 
al "glow" fueron utilizadas segón el protocolo descrito más 
arriba. La microscopía electrónica fue realizada en el Lab. de 
Histología de esta Facultad con la colaboración del Dr. Jorge 
Garrido, Lucy Measen y RaCtl Fuentes.

Las preparaciones fueron analizadas en un microscopio 
electrónico Elmiskop 102 a 80 kV y fotografiadas utilizando una 
película Agfa Gevaert Scientia Film.
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RESULTADOS

1•~ Caracterización metabólica de Streptouyces viridosporus T7A. 

1 - 1 Metabol ización de monóineros modelo de lignina.

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

Entre los compuestos simples que presentan cierta 
relación con la lignina, se eligieron diversos alcoholes 
aromáticos y ácidos benzoicos y feni 1 propanoieos cuya 
metabolización no habla sido estudiada en S. viridosporus T7A 
(Ver números I al XVI, Figura 2). Asi, por ejemplo, se encontró



que el microorganismo oxida al alcohol anisico a ácido anlsico 
(V) con igual eficiencia, tanto en presencia como en ausencia de 
1ignocelulosa. No se logró detectar anisaldehido, el cual debe 
ser oxidado rápidamente a ácido anisico. Si se utiliza
anisaldehido como sustrato, éste también es convertido al mismo 
ácido por acción de S. viridos poras T7A (Figura 3). Se encontró 

que los isómeros orto y meta anisaldehido son oxidados sólo 
parcialmente a los ácidos o- y m- anisico, respectivamente, 
cuando éstos se encuentran en baja concentración en el medio 
(1 mH5. A concentraciones mayores <5 mM), o~anisaldehido inhibe 
el crecimiento de la bacteria.

Se encontró que guaiacol (II), los ácidos benzoicos 
gálico (IX), 3-0-meti 1gálico (X) y sirlngico (XI) y los ácidos 
fenilpropanoicos cinámico (XII), cumárico (XIII) y ferf.tli.co (XV) 
no son modificados por S. viridosporus T7A. En los ensayos que se 
hicieron en presencia de 1 ignocelulosa, se observó siempre una 
solubi 1 ización parcial de este sustrato por la acción de este 
microorganismo (Figura 4).

Se estudió también la actividad de S. viridosporas T7A 
sobre un sustrato denominado "aducto de glicina" (XVI). Este 
compuesto es un modelo de lignina muy atractiva, ya que está 
descrito que en condiciones 1 igninoliti cas el basidiomicete 
Phanerochaet-e chrysosporiam lo rompe produciendo glicina, 
veratraldehi do y -f ormaldehi do, pudiendo actuar la primera como 
fuente de nitrógeno (Tien y cois., 1987). Se encontró que el 
actinomicete en estudio no modifica el aducto de glicina, ya sea 
en presencia o ausencia de 1 ignocelulosa.

El hallazgo más interesante de este grupo de ensayos 
consistió en determinar que el alcohol veratrilico sólo es 
convertido significativamente a ácido verátrico (VII) en



Figura 3: Oxidación de alcohol p-anisico y p-ani saldehi do a ácido 
anisico <V). Trazados espectrofotométricos de las muestras 
tomadas durante los cultivos de S. viridosporus T7A en A) alcohol 
p-anisico y B) p-anisaldehido en presencia de 1 ignocelulosa de
trigo. Los tiempos de incubación en dias son: 0 (-- > , 1 (-- ) ,
2 (-- ■) y 3 (-- ) .
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Figura 4: Producción de APPL a partir de 1 ignocelulosa de trigo 
pof acción de S. viridos poras T7A en presencia de diversos 
compuestos aromáticos. (•> : ácido cumárico (XIII); ; catecol
(I); (*) : di meto:-; i benzoi 1 o (XXIII); (■> : VGGE (XXXIV);
(□) : 4,4 ’tai-f enol (XXXV) y (O): sin adición de un compuesto
aromático.
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presencia de 1 ignocelulosa. En su ausencia, la oxidación del 
sustrato es escasa (Ver Figura 5). El ácido verátrico -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 ácido protocatecuico.

Numerosos estudios indican que existen tres vías 
metabólicas generales para la metabolización de ácidos aromáticos 
simples. Estas son aquellas denominadas de ruptura orto (Clarke y 
Ornston, 1975), de ruptura meta y del ácido gentisico <2,5 
dihidroxibenzoico, VIII) (Bayly y Barbour, 1984). Los ültimos 
intermediari os aromáticos de las dos primeras rutas mencionadas 
son el catecol o el ácido protocatecuico <3,4 dihidroxibenzoico, 
IV). El rol central del ácido protocatecuico en la degradación de 
diversos compuestos aromáticos 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 incubó S. viridosporus T7A en un medio mínimo 
supl ementado con 0,1 7. de extracto de levadura y ácido 
protocatecuico 5 mM y se sacaron alícuotas del medio de cultivo a 
distintos tiempos de incubación. Se observó que en estas 
condiciones el ácido no era degradado sino convertido en otro 
compuesto con un máximo de absorción a 260 nm que se acumula en 
el medio (Figura 6 A ) . Este ensayo se realizó incubando la 
bacteria filamentosa con el ácido protocatecuico tanto en 
ausencia como en presencia de 1 ignocelulosa. En ambas condiciones 
de cultivo se forma igual cantidad del producto descrito. Por 
otra parte, al incubar el microorganismo en idénticas condiciones
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Figura 5: Oxidación de alcohol veratrilico a ácido verátrico.
A) Trazados espectro-fotométricos de sobrenadantes de cultivos de 
S, vi ridosporus T7A conteniendo 1 i gnocel ul osa y 5 mli alcohol
veratrilico tomados a los 0 <---- >, 1 ( >, 2 ( > y 5 < ) dias de
incubación. B) Cromatograf i a en capa -fina de las mismas muestras
que en A). C) Cromatograf i a en capa -fina de muestras tomadas de 
cultivos de S, viridosporus T7A con alcohol veratrilico en
ausencia de 1 ignocelulosa. a, b y c corresponden a estándares de
ácido verátrico (VII), veratraldehldo y alcohol veratrilico, 
respectivamente. Los números indican el tiempo de incubación en 
días.
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Figura 6: Acci ón de S. v i ridos poras T7A sobre los ¿crido
protocatecuico y gentisico. Trazados espectro-f otométr i eos de
sobrenadantes de cultivas tomados a los 0 (--), 2 (.. >, 3 (-- ),
5 ( ) y 7 (---) dias de incubación en un medio de incubación que
contiene A) ácido protocatecuico 5 mM (IV), o B) ácido gentisico 
5 mM (VIII). El inserto muestra una cromatografía en capa -fina de 
las mismas alícuotas que en A), "p" corresponde a un estándar de 
ácido protocatecuico y los números indican el tiempo de 
incubación en di as.
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can ácido gentisico, se observa una clara desaparición de la 
absorbancia en el rango descrito al transcurrir el tiempo de 
incubación, indicando que este compuesto si es degradado a 
i ntermedi ar i os alifáticos que no absorben luz ultravioleta 
(Figura 6 B ). La degradación del ácido protocatecuico y su 
conversión a un metabolito que se acumula en el medio de cultivo 
•fue también analizada mediante HF'LC. Este presenta un tiempo de 
retención idéntico al ácido gálico en las condiciones ensayadas 
(Figura 7).

En -forma paralela se estudió la acción de la bacteria 
•filamentosa sobre una serie de ácidos aromáticos hidroxi 1 ados, 
específicamente los ácidos 2,3-, 2,4-, 2,6- y 3,5- 
dihidroxi benzoicos y los ácidos 3,4,5- y 2,3,4- trihidroxibenzoi- 
eos. Se encontró 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 1 ados inhiben el desarrollo de S. 
viridosporus T7A cuando están presentes a una concentración de 
5 mM.

Nos interesó identi-ficar el producto -formado por acción 
de S. viridosporus T7A sobre el ácido protocatecuico. Como etapa 
preliminar se comparó el producto -formado con una serie de 
compuestos aromáticos monoméricos disponibles en el laboratorio. 
No se encontró coincidencia completa con ninguno de los 
compuestos ensayados segím tres criterios analíticos; 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 procedió entonces a purificar el compuesto a partir de 
incubaciones preparativas de un litro de medio de cultivo
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conteniendo el medio mínimo, 0,1 V. de extracto de levadura y 5 mM 
de ácido prDtocatecuico (770 mg) previamente purificado por 
recristalización. Después de concluir el periodo de incubación y 
comprobar la presencia del producto en el medio de cultivo 
por los criterios indicados más arriba, se separaron los micelios 
por filtración y se acidificó el medio a pH 1,0. F'oster i or mente

se separo el producto mediante extracciones sucesivas con éter 
etílico, evaporándose la fase orgánica a sequedad. El mejor 
rendimento obtenido fue de 2 0 0 mg de producto impuro, el cual se 
sometió a purificaciones sucesivas mediante cromatografía en 
silicagel eluyendo con cloroformo y acetona en distintas 
proporciones. Como control se realizó también una purificación 
preparativa a partir de cultivos de 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 análisis químicos y espectroscópieos (IR, ‘H-NMR, 
13SC-NMR y espectrometría de masas) con el fin de dilucidar su 
estructura. Se propuso la estructura indicada al pie de esta 
página, que es consistente con el peso molecular indicado por el 
espectro de masas y con la mayoría de las señales que aparecen en 
los espectros de NMR. A pesar de emplear las técnicas analíticas 
nombradas, el conjunto de datos obtenidos no permitió postular un 
estructura definitiva para el producto purificado (Ver
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1.3.— Utilización de compuestos diméricos modelo de lignina.

Como ya se ha indicado, los compuestos modelo diméricos de 
lignina son aquellos que poseen residuos aromáticos unidos entre 
si por enlaces característicos encontrados en este polímero. La 
utilización de compuestos modelo de lignina diméricos permite 
evaluar la capacidad de un microorganismo para romper 
específicamente dichos enlaces. Las estructuras moleculares de 
los compuestos modelo de lignina diméricos utilizados en este 
trabajo se muestran en 1 a Figura 2, nómeros XVII al XXXVII. Los 
sustratos diméricos se adicionaron al medio de cultivo a una 
concentración final de 1 mg/ml.

1.3.1.- Compuestos del tipo P-l.

Se había descrito que compuestos modelo de estructura 
diariletano como la anisoina (XIX), son atacados por hongos 
1 igninoli ti eos en forma similar a los diari 1 propanos, 
obteniéndose en ambos casos una ruptura entre los carbonos y P 
(Shimada y cois., 1983). En este trabajo se investigó la 
capacidad de S. viridosporas T7A de metabolizar compuestos modelo 
P~ 1 tanto en ausencia como en presencia de 1 ignocelulosa de paja 
de trigo purificada.

Se encontró que el actinomicete modifica la anisoina 
reduciendo el grupo carbonilo a carbinol. Dicha reducción fue 
detectada inicialmente por cromatograf1 a en capa fina (TLC) y 
luego confirmada por espectrofotometr 1 a, ya que se produce un 
cambio en el espectro de la anisoina a aquel que es 
caracteristico de la hidroanisoina (XXVI). Esta reducción ocurre 
también en el 4,4 !-dimetoxibenzoi1 o (XXIII), que posee dos grupos
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Figura 8: Reducción de compuestos de estructura diariletano por 
S, viridosporus T7A en presencia de 1 i gnocel ul osa de trigo. 
Trazados espectro-f otométricos de sobrenadantes de cultivos
tomados a las 0 ( ) 5 6 ( ), 22 ( ), 94 ( ) y 220 (•-••-> horas
en presencia de 1 mg/ml de A) anisoina (XIX), B) dimetoxibenzoi1 o 
(XXIII) y C) benzolna (XVII).
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carbonilo, acumulándose hidroanisoina en el medio de cultivo 
(Figura 8 ). La reducción del carbonilo a alcohol secundario se 
observó también en los análogos benzoina (XVII), desoxibenzolna 
(XVIII) y desoxianisolna (XX), produciendo los compuestos XXIV, 
XXV y XXVII, respectivamente. En todos estos casos, la
modificación del grupo carbonilo se observa de igual grado en 
ausencia y en presencia de 1 i gnocel ul osa. En ningdin experimento 
se observó ruptura entre ambos carbonos alifáticos, reacción que 
s! ocurre en estos modelos en presencia de hongos 1 igninoli ticos.

Por otra parte, el compuesto de estructura diari 1propano 
hidroxi meti 1desoxi ani soi na (HMDA, XXI), su análogo reducido 
(XXVIII) y 2,2 dimetoxi-2- feni1acetofenona (XXII) no fueron 
modificados por S. viridosporus T7A. Esta observación se realizó 
con y sin 1 ignocelulosa presente en el medio de cultivo. En todos 
estos experimentos se detectó la liberación de APPL por
sol ubi 1 ización parcial de 1 ignocelulosa (Ver Figura 4).

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

Como se señaló anteriormente, el enlace
ari 1glicerol-P-ari 1 éter 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 fenólicos como 
no fenólicos (XXX-XXXIV), los cuales fueron utilizados para 
determinar la capacidad de S, viridosporas T7A de modificarlos 
tanto en presencia como ausencia de 1 ignocelulosa purificada de 
paja de trigo. Se utilizó también un compuesto denominado 
"trímero" (XXXII), que es un intermediari o de la síntesis química 
de los modelos diméricos y que contiene tres anillos aromáticos. 
Se comprobó mediante el uso de diversas técnicas, tales como
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espectrafotometria, cromatografía en capa fina y HPLC que ninguno 
de estos compuestos modelo era roto o modificado por la bacteria 
filamentosa en estudio (Ver Figura 9 como ejemplo). Se verificó 
que en presencia de 1 ignocelulosa tampoco ocurre modificación 
alguna, en condiciones que si muítáneamente se producían APPL en 
el medio de cultiva (Figura 4). Esta observación contrasta con lo

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

1.3.3. Compuestos bifenilos.

Se investigó también la capacidad de S. viridosporas T7A 
de degradar compuestos modelo diméricos cuyos anillos se
encuentran ligados por enlaces bifenilo. Existe en la literatura 
un antecedente que señala que esta bacteria es capaz de oxidar el 
bifenilo dehidrodivani 11 i na al ácido correspondiente (Crawford y 
cois., 1981). Los autores de este trabajo sugieren además que el 
ácido formado es degradado, aunque no se presentan evidencias 
concretas de este hecho. Nosotros utilizamos como sustrato otros 
dos compuestos con estructura bifenilica (XXXV y XXXVI), los 
cuales se muestran en la Figura 2. Se encontró que S.
v i r idos poras T7A no modifica estos sustratos, aün cuando la 
incubación se realizó sobre 1 ignocelulosa que fue parcialmente 
solubilizada por la bacteria durante la incubación (Figura 4).
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Figura 9: Perfil de elución de HF'LC de muestras tomadas de 
cultivos de S. viridosporas T7A sup1 ementados con VGGE, formas 
eritro y treo (XXXIV). A) y B> Alícuotas de cultivos en ausencia 
de 1 i gnoce 1 u 1 osa tomadas a las u y 2 2 o h de incubación.
C) Alícuota de cultivo que contiene 1 ignocelulosa tomada a las 
220 h de incubación. Las flechas indican los tiempos de retención 
de guaiacol (1), formas eritro y treo de GGGE (XXXIII) (2) y 
VGGEo k (XXXI) (3).
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1.3.4. a-feni 1 cinámica.

Por ¿titimo, se ensayó la capacidad de S. <'iridosporus T7A 
de romper o modi-ficar el ácido a — feni lcinámico (XXXVII) y su 
análogo reducido, el ácido 2,3 di f eni 1 propanoi co (XXIX) a una 
concentración final de 0 , 1  mg/ml en el medio de cultivo.
Nuevamente, las incubaciones se hicieron tanto en presencia como 
en ausencia de 1 ignocelulosa, sin detectarse alg¿tn cambio en la 
estructura de dichos compuestos modelo por acción bacteriana.

1.4.- Utilización de lignina kraft.

En la actualidad, el proceso kraft es el procedimiento 
más importante para la obtención de pulpa química a nivel
mundial. Se basa en el tratamiento a altas temperaturas de las 
astillas de madera con una solución concentrada de hidróxido de 
sodio y sulfuro de sodio, lo que conduce a la remoción selectiva 
de la lignina que se solubiliza dando lugar al llamada licor 
negro (Sjostróm, 1981). Las principales modificaciones químicas 
producidas en la lignina bajo estas condiciones son la ruptura de 
enlaces ari 1 -alqui 1 éter, modificación de cadenas alifáticas y 
condensaciones diversas (Crawford, 1981; Sjostrom, 1981). Sin 
embargo, tradici onalmente se la ha usado como sustrato en 
estudios de degradación de lignina. Presenta la ventaja además 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 mótodos 
de biodecoloración 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 acción de 
diversas bacterias (Deschamps y cois., 1980; Goycoolea y cois., 
1986; Kawakami y Ohyama, 1980) sobre la lignina kraft, 
demostrándose que en la mayoría de los casos su e-fecto es más 
bién limitado. Sin embargo, en algunos de estos trabajos se 
utilizó lignina kra-ft sin purificar, lo cual le resta 
confiabi1 i dad 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 acción de S. 
viridosporas T7A sobre fracciones purificadas de lignina kraft, 
puesto que los resultados que se obtuvieran revistirían un 
interés básico y también aplicado. El licor negro que se utilizó 
como fuente de lignina kraft fue purificado y fraccionado 
(Lundquist y Kirk, 1980) segün se detalla en la sección 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) y otra de 
peso molecular menor de 3.000 D que es soluble en éter (FSE) 
(Lundquist y Kirk, 1980).

1*4-I*- Efecto de FIE y FSE sobre el crecimiento de S. 
viridosporas T7A en extracto de levadura.

En primer lugar se estudió el efecto de ambas fracciones 
sobre el crecimiento de S. viridosporas T7A cultivado en el medio 
mínimo descrito y suplementado con 0,3 7. de extracto de levadura. 
Para ello se prepararon matraces con 9,0 mi de medio mínimo a los 
cuales se adicionaron cantidades crecientes de una u otra 
fracción de lignina kraft y se inocularon con 1 , 0  mi de
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suspensión turbia de esporas. Al término de una incubación de 
cuatro dias a 37°C con agitación y se midió el desarrollo de los 
micelio. La FSE se ensayó entre 0,5 y 5,0 mg/ml y la FIE entre
1,0 y 5,0 mg/ml.

Se encontró que ambas -fracciones tienen efectos 
diferentes sobre el crecimiento de la bacteria filamentosa: 
mientras la FSE lo inhibe, la FIE prácticamente no lo afecta. En 
la Figura 10B se muestra el efecto inhibitorio de la FSE sobre el 
desarrollo bacteriano. Cuando la concentración de FSE fue de sólo 
0,5 mg/ml, los micelios producidos eran muy escasos y de 
desarrollo pobre. A 1,5 mg/ml la inhibición del crecimiento fue 
total. La FIE, por el contrario, no inhibió el crecimiento 
(Figura 10A).

Si bien el efecto de S. viridosporus T7A sobre FIE parece 
no ser importante, se consideró la posibilidad que se produjeran 
cambios en el grado de polimerización del sustrato. Para 
verificarlo, se retiraron alícuotas del medio de cultivo en el 
transcurso de la incubación (0, 4, 8 y 12 días) y se filtraron a 
través de una columna Sephadex G-50 según se detalla en la 
sección 5.1. de Materiales y Métodos. No se encontraron 
diferencias en los patrones de elución 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 alícuotas 
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 patrón de elución de alícuotas incubadas con la 
bacteria filamentosa y los respectivos controles sin inóculo.

Se quiso determinar si S , vi rióosporas T7A descolora la 
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 días de incubación en un medio que 
contenía 0,3 V. de extracto de levadura. A) Biomasa recuperada de 
cultivos suplementadas con 0, 1,0, 2,5 y 5.0 mg/ml de fracción 
insoluble en éter de lignina kraft (FIE). B) Biomasa recuperada 
de cultivos suplementados con O, 0,5, 1,0 y 1,5 mg/ml de fracción 
soluble en éter de lignina kraft (FSE). Se indican valores 
promedio y desviaciones estándar. Análisis de varianza por test 
de Student: *; p<0,005.
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losa, tal como se ha descrito en hongos 1 igninoli ti eos (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 razón, 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 concentración 
final en el medio de 2,5 y 1,25 mg/ml, respectivamente. Se 
observó que S. viridosporus T7A no descolora la FIE ni la FSE de 
lignina kraft, ya sea en presencia o ausencia de 1 ignocelulosa, 
aOn cuando las incubaciones se prolonguen durante 2 0 o más dias 
(datos no mostrados). La descoloración de ambas fracciones se 
determinó midiendo la absorbancia a 465 nm (Eaton y cois., 1980). 
Estos resultados vuelven a indicar que las modificaciones en el 
sustrato por acción de S. viri dosporas T7A son escasas 
(Seelenfreund y Vicuña, 1989).

1.4.2.- Análisis 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 y 
comparadas con el control sin inóculo correspondiente. La 
intención era determinar si a pesar de la inhibición del 
desarrollo del microorganismo, se producen pequeñas 
modificaciones en la FSE por acción de la bacteria. Con este 
propósito se incubaron esporas durante cuatro di as 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 resolución se prefraccionaron los 
sobrenadantes a analizar, obteniéndose cuatro sub—fracciones de 
cada uno, las que fueron extraídas con éter antes de ser 
inyectadas en el cromatógrafo (ver sección 5.3 de Materiales y 
Métodos). En la Figura 11 se muestran los perfiles de elución 
obtenidos para las cuatro subfracciones de las muestras
analizadas. Se observó que tanto las esporas como los micelios 
produjeron modifi cae iones en los perfiles de elución con respecto 
al control sin inóculo. Ambos cultivos metabolizaron el pico de 
menor polaridad de la sub-fracción A y causaron la aparición de 
nuevos picos en la sub-fracción B que no estaban presentes en la 
fracción correspondiente del cultivo control. Los cambios 
detectados en la sub-fracción C son pequeños, en tanto que no se 
observaron cambios significati vos en la subfracción D.

Este tipo de análisis no puede ser realizado con la FIE, 
debido a que no se puede hacer el subfraceionamiento descrito más 
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 acción 
bacteriana. Para ello se incubó S. viridosporus T7A en el medio 
mínimo con 0,3 7. de extracto de levadura y 2,5 mg/ml de FIE 
durante cuatro días. Al término de la incubación se sacaron
alícuotas medidas de sobrenadante y la mitad del material se 
acidificó y extrajo con éter etílico para su posterior inyección 
en el cromatógrafo. La porción remanente se extrajo sin
acidificar previamente. Todas las muestras preparadas fueron 
comparadas con fracciones de un control sin inóculo tratadas del 
mismo modo. Los perfiles de elución obtenidos de las muestras 
acidificadas y a pH neutro no mostraron diferencias con respecto



Figura 11; Perfil de elución de HF'LC de 5 ub— fracciones de 1.a 
•fracción soluble en éter de lignina kra-ft después de incubar en 
presencia de esporas y micelios de S. viridosporas T7A. A-D: 
control incubado sin inóculo, 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 
metano1 antes de cargar en la columna de HPLC: A,A’,A”: eluido; 
B„EP, B" : lavado con 10 % de metano!; C,C’,C": lavado con 20 % de 
metano! y D,D’,D": lavado con 50 % de metanol. La fase móvil 
utilizada fue metanol/agua 20:80 %, Se indican los tiempos de 
retención de los siguientes estándares; i: ác. vaníllico, 2 ; ác. 
cumárico, 3; ác. ferólico y 4; ác. cinámico.
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a los controles sin inóculo, indicando que no se acumulan 
intermediarios de degradación estables de bajo peso molecular en 
el medio de cultivo (Seelenfreund y Vicuña, 1989).

1.5.— Efecto sobre Azul de Remazol.

Se ha descrito que ciertos colorantes poliméricos son 
descolorados por hongos 1 igninoliti eos cuando éstos están en 
metabolismo secundario, que es el estado metabólico durante el 
cual ocurre la degradación de lignina (Glenn y Gold, 1983). En 
consecuencia, el uso de colorantes como sustratos puede 
constituir una aproximación rápida y preliminar, aunque de ningón 
modo exacta para detectar la actividad 1 igninal 1 tica de cualquier 
organismo. Nosotros seleccionamos el colorante Azul de Remazol 
para investigar si S. o iri dosporas T7A posee una actividad 
descolorante similar. La acción de actinomicetes sobre colorantes 
no ha sido descrita en la literatura. Debe tenerse presente que 
los requerimientos fisiológicos para inducir la ligninasa en 
hongos son completamente diferentes a las condiciones en que las 
bacterias filamentosas atacan a la 1 ignocelulosa, ya que los 
actinomicetes degradan 1 ignocelulosa durante su etapa de 
crecimiento, es decir, durante el estado de metabolismo primario 
ÍMcCarthy, 1987) .

Con el fin de determinar si S. viri dos poras T7A es capaz 
de descolorar el Azul de Remazol se prepararon cultivos en medio 
sólido conteniendo el medio mínimo y 1 ignocelulosa de trigo y se 
incubó durante 90 horas a 37“C en medio sólido. Se incluyeron un 
tubo control sin inóculo y otro control sin 1 ignocelulosa. Al 
término de este periodo se adicionó más medio de cultivo y el 
colorante en una concentradón final de 0,05 7.. Los cultivos se
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incubaron con agitación a 37°C y se retiraron alícuotas del medio 
durante el transcurso del experimento. Como se observa en la 
Figura 12, se produjo una descoloración parcial del colorante en 
el ensayo que contenía 1 ignocelulosa. En cambio, los controles 
sin 1 ignocelulosa y sin inóculo presentan razones constantes de 
absorbancia a 585 y 500 nm. Se gráfica una razón de absorbancias, 
para diferenciar el cambio espectral del colorante de una simple 
adsorción al micelio. Este resultado indica que el o los sistemas 
enzimáticos inducibles por 1 ignocelulosa tienen una cierta 
relación con la descoloradón de Azul de Remazol, si bien éstos 
no son capaces de descolorar la lignina kraft (Seelenfreund y 
Vicuña, 1989).
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Figura 12: Efecto de S. t'iridasporus T7A sobre Azul de 
A) Espectro visible del colorante. B) <0 > Control 
conteniendo 1 i gnocel ul osa, cultiva inoculado
viridosporus T7A, pero en ausencia de 1 ignocelulosa y <•) 
incubado en presencia de 1 ignocelulosa de trigo.

L.
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1.6.— Producción de APPL.

La característica de S. viridosporus T7A de generar 
lignina soluble (APPL) a partir de 1 ignocelulosa permite estudiar 
la biodegradación de este sustrato natural. Los APPL son 
producidos tanto en cultivo liquido como en medio sólido, 
mediante mecanismos que aón se desconocen. En este trabajo se 
hicieron algunos estudios preliminares acerca de la producción de 
APPL en medio liquido y en medio sólido. En la Figura 13 se 
muestra el aspecto de los cultivos de S, viridosporus T7A sobre 
1 ignocelulosa en ambos tipos de medio.

1.6.1.- Producción en medio liquido.

Crawford describió que se produce una acumulación de APPL 
al incubar S» viridosporas T7A sobre 1 ignocelulosa de maíz 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 repitió el experimento utilizando 1 ignocelulosa 
purificada de trigo. Los cultivos fueron preparados en la forma 
descrita a pequeña escala en la sección 1.2.3.C de Materiales y 
Métodos y se sacaron numerosas alícuotas de sobrenadante durante 
el transcurso del experimento. Se determinó el contenido de APPL 
en dichas alícuotas segíin se especificó en la sección 2 .3 .2 . de 
Materiales y Métodos. A diferencia de lo observado en maíz, 
utilizando 1 ignocelulosa de trigo no se detectó una dependencia 
importante del contenido de extracto de levadura (Figura 14). No
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Figura 13: Mi cr o-f otogr a-f i as electrónicas de barrido de
1ignocelulosa de trigo incubada con S. viridosporus T7A. A) 
Aspecto del cultivo después de 400 hr de incubación con agitación 
en medio liquido. Aumento 780 >;. B) Li gnocel ul osa de trigo 
incubada con la bacteria -filamentosa en medio sólido durante 8 
semanas. Aumento 8200 >;.
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Figura 14: Producción de APPL en medio liquido. Se inoculó la 
1ignocelulosa de trigo con S. viridos poras T7A y se incubó en 
presencia de 0 <•), 0,3 (▲> y 0,6 7. (■) de extracto de 
levadura. Se tomaron muestras los tiempos indicados, se 
precipitaron los APPL con ácido y se midió la turbidez del medio 
como densidad óptica a 600 nm.
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se insistió en profundizar más estos estudios, puesto que está 
descrito que el rendimiento de AF'F'L es menor que en cultivos en 
medio sólido. Además, la recuperación de AF'F'L en medio liquido, 
que se e-fectáa por precipitación con ácido, produce una 
polimerización arte-factual de la lignina (Crawford y cois., 
1983).

1.6.2.- Producción en medio sólido.

Se prepararon series de cultivos de S. viridosporus T7A 
sobre 1 i gnocel ul osa en botellas en la -forma descrita en 2 .3 .3 . de 
Materiales y Métodos y se incubaron en un baño hómedo a 37aC. Al 
término de cada incubación se cosecharon y cuantificaron los APF’L 
recuperados en la forma descrita en Materiales y Métodos 2.3.4. 
Los tiempos de incubación variaron entre los 0 di as y seis a ocho 
semanas. Se observó una conversión de 1 i gnocel ul osa a AF'F'L que 
fluctuó entre 3-5 7. en todos los casos.

1.6.2. 1.- Caracterización física de APF'L.
Con el fin de analizar la heterogeneidad en la 

distribución de peso molecular de los componentes de los APF'L, se 
emplearon dos criterios, a saber filtración en una columna 
Sephadex G-50 y cromatografi a liquida de alta presión utilizando 
un columna Shodex Ion Pak S-804/S.

La columna Sephadex G-50 se calibró como está descrito en 
la sección 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 solución de elución. La Figura 15 muestra 
los perfiles de elución obtenidos del análisis descrito. Todas 
las muestras presentan una distribución bimodal de peso molecular



Figura 15: Cromatografla liquida a través de una columna Sephadex 
G-5o del polímero soluble (APF'L) generado por acción de S. 
viridosporus T7A sobre 1 ignocelulosa de trigo. Se cargaron 5,0 mg 
de cada muestra en la columna, las cuales -fueron resuspendidas y 
eluidas con una solución de NaOH 0,1 N y LiCl 0,1 N. 2-8 semanas
de incubación ( ), 4 dlás <--->, 2 dias (— -) , 0 dias < >
y control sin inóculo incubado durante dos semanas <-- ). Las
•flechas indican los volúmenes de elución de 1 ) azul dextrano,
2) quimotripsinógeno A <PM=24 kD> , 3) lisozima <PM=14 kD> y 
4) ácido cumárico <PM=1¿>4 D) .
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con una -fracción significativa excluida de peso molecular 
aparente mayor de 50.000 D y una fracción mayoritaria con pesos 
moleculares que varían entre los 20.000 y 1000 D. Se observa 
claramente que la sol ubi 1 ización de la 1 ignocelulosa es un 
proceso rápido, puesto que el perfil cromatográfico de material 
proveniente de cultivos de ocho días a 2 semanas de incubación es 
indistinguible de los APF'L cosechados al término de seis o más 
semanas de incubación. Es interesante notar que la fracción de 
mayor peso molecular (excluida de la columna) aparece también a 
los pocos dias de incubación y que el perfil de distribución de 
peso molecular de los AF'PL no sufre modificaciones detectables si 
la incubación se prolonga durante varias semanas. Se observa 
igualmente que una porción no despreciable de material es 
liberada al medio en el control sin incubación, lo que ocurre 
probablemente al esterilizar el cultiva en autoclave. Justamente, 
se detectó que al esterilizar al autoclave en condiciones más 
rigurosas, es decir a 108DC en vez de 1 0 0 "C, la cantidad de 
material liberada aumentó en forma significati va. A la vez, el 
control estéril incubado durante dos semanas presenta un perfil 
de elución cualitativamente comparable al control sin incubación 
y difiere del patrón de distribución de pesos moleculares de AF’PL 
liberados por acción bacteriana (Figura 15).

La. columna Shodex Ion F’ak utilizada en la cromatograf i a 
liquida de alta presión está diseñada específicamente para el 
análisis de polímeros solubles en agua. Se calibró la columna con 
una serie de estándares comerciales de peso molecular conocido 
disponibles para este tipo de columna. Dichos estándares son 
pululanos (polisacári dos complejos), que fueron filtrados en 
idénticas condiciones de corrida a las muestras, pero analizados 
mediante un detector de índice de refracción. Los perfiles de
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elución obtenidos indicaron que los AF'F'L colectados al término de 
2 - 6  semanas de incubación presentan un pico mayoritario de peso 
molecular entre 5 y 20,000 D, además de una -fracción pequeña de 
peso molecular muy alto, sobre 50,000 D (Figura 16).

1.6.2.2.- Análisis químico de los AF’F’L.
Se realizaron también análisis mediante resonancia 

magnética nuclear de baja resolución de los AF'F’L. Se encontraron 
señales fuertes para grupos hidroxilos indicativos de la 
presencia de carbohidratos y en comparación, señales muy débiles 
correspondi entes a grupos aromáticos (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 consideró 
necesario complementar su carácterización con el estudio químico 
de sus componentes. F’ara ello se hizo un análisis cual i- y 
cuantitativo de los hidratos de carbono presentes en los AF’F’L 
colectados a diferentes tiempos y se compararon con 1 ignocelulosa 
de trigo de la cual derivan. El método utilizado, el que 
involucra la formación de acetatos de alditoles, es el 
recomendado para el análisis de maderas y pulpas y permite 
cuantificar el contenido de cinco hidratos de carbono, a saber, 
arabinosa, xilosa, mañosa, galactosa y glucosa (Ver sección 4.1. 
de Materiales y Métodos). La ventaja de formar estos derivados de 
los hidratos de carbono consiste en que se obtiene un sólo 
derivado por monosacári do, puesto que al formar 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 sección
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Figura 16: Cromatografla liquida de alta presión a través de una 
columna Shodex Ion Pak 804/S del polímero soluble (APPL) generado 
al incubar S. viridosporas T7A sobre 1 ignocelulosa de trigo 
durante 2--6 semanas. La -fase móvil utilizada fue una solución 
acuosa de LiCl 0,1 N y NaCl 0,05 N a un flujo de i mi/min. La 
columna se calibró con una serie de polisacári dos estándares de 
peso molecular conocido. Los tiempos de retención y los 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 xlO* D y 8 ) 0,53x10* D.
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4.1.3. de Materiales y Métodos.
Como se muestra en la Figura 17, se observó que a tiempos 

cortos de incubación (0 —8 dias), se producen cambios en la 
composición de hidratos de carbono, tales como una disminución 
importante de glucosa y un aumento de mañosa y galactosa. Además, 
desde periodos de incubación de un dia las muestras de APF’L 
contienen un azücar adicional, el cual 1 amentablemente no pudo 
ser i dent i f i cado ni cuant i f i cado (ver Discusión). Los datos 
obtenidos sugieren que los AF’F’L se enriquecen en hemi cel ul osas en 
el transcurso de su sol ubi 1 ización y que disminuye reíativamente 
su contenido de celulosa y/o de F-glucanos.

Análisis de diferentes preparaciones de AF’F'L indicaron 
que se detectan cambios por factores abióticos en los porcentajes 
de los diversos azúcares: por efecto de filtración de los AF’F’L a 
través de membranas de 45 ju de diámetro se observaron variaciones 
princi pal mente en los niveles de arabinosa, xi 1 osa y galactosa 
(Figura 18). Asimismo, se encontraron pequeñas variaciones 
adicionales en la composición glucidica al incubar soluciones 
filtradas y estériles de AF’F’L (2,5 mg/ml) durante 5 días a 30" C 
(Fi gura 18).

La filtración de soluciones stock de AF’F’L (5 mg/ml) a 
través de membranas modifica también la distribución de pesos 
moleculares de este polímero. 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 AF’F'L serian 
heterogéneos no sólo en cuanto a su tamaño, sino también en su 
composición de hidratos de carbono.
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Figura 17: Análisis de carbohidratos en el curso temporal de 
■formación de AF'F'L por acción de S, v i r ido s poras T7A sobre 
1 ignocelulosa de trigo. El 100 '/. se re-fiere al contenido total de 
azúcares de cada muestra. El porcentaje de azúcares totales está 
referido al peso total de la muestra. Se determinó el contenido 
de arabinosa, xilosa, mañosa, galactosa y glucosa de 
1 i gnocel ul osa (■) y de AF'F’L cosechados luego de una incubación 
de 0 di as (^> , 4 di as (O) , 8 di as y 2-6 semanas de
incubación (di) .



89

Figura 18: Efecto de filtración e incubación sobre la composición 
glucídica de AF’F’L. El 100 V. se refiere al peso total de la 
muestra. (H) : APF’L cosechados a las dos semanas de incubación de
S. viridosporus T7A sobre 1 ignocelulosa de trigo; (ES3) : la misma 
muestra filtrada a través de membranas de 45 p de diámetro; <□>: 
AF’F’L filtrados y póster i or mente incubados en forma estéril 
durante 4 di as a 30"C con agitación.
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Figura 19: Efecto de la filtración a través de membranas de 4 5  p 
de diámetro sobre el peso molecular de los AF'PL. Perfiles de 
elución a través de una columna Sephadex G—50 de una solución
5 mg/ml de APPL no filtrada (--) y una solución filtrada a través
de membf anas de 45 p de diámetro ( ) . En ambos casos se
utilizaron APPL obtenidos después de una incubación de dos 
semanas de S. viridosporas T7A sobre 1 ignocelulosa de trigo.
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Se estudió tambi&n la porción aromática de los AF'PL 
mediante la. novedosa técnica de la tioacidól isis, que permite 
cuantificar específicamente el contenido de residuos unidos 
mediante enlaces ari 1 glicerol-F-ari 1 éter (P-0-4 ) de la muestra, 
es decir, la fracción no condensada 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 (S> de la 
porción no condensada, permitiendo obtener una visión de la 
estructura de la muestra de lignina analizada. Como ya se 
mencionó en la Introducción, estos tres tipos de residuos son 
característicos de la lignina presente en tejidos vegetales poco 
1 ignificados, como es la 1 ignocelulosa de trigo.

Los cromatogramas obtenidos del análisis de muestras de 
1 i gnocel ul osa de paja de trigo y de APF'L mediante t i oaci dól i si s 
se muestran en la Figura 20. Se observa que en las condiciones 
empleadas se separan los isómeros eritro y treo de los residuos
H, G y S. El perfil de las muestras es complejo, porque se
detectan también numerosas señales provenientes de carbohidratos 
presentes tanto en la 1 i gnocel ul osa como en los APF'L. Los 
análisis se realizaron en triplicado y se cuantificó el contenido 
de los tres residuos de ambas muestras (Tabla 2). Se observa una 
disminución en el contenido de los residuos guaiaci 1 icos, lo que 
se traduce en un cambio significativo en la razón de residuos S y 
G. Como dato ilustrativo se incluyen los valores obtenidos por 
otros autores para distintos tipos de lignina mediante el 
análisis de tioacidoli sis (Tabla 3).
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cigura 20: Per-files de cromatografía de fase gaseosa de muestras 
-e APPL sometidas a tioacidóli sis. A) 1 ignocelulosa de trigo; B) 
-&Pt_ de 2 semanas de incubación. H = p-hidroxif eni lo,
3 = isómeros erit.ro y treo de guaiacilo, S = isómeros 
t-'eo de siringilo. y C=s<b son estándares internos.



93

Tabla N*2.

Análisis por tioaíidfllisis de residuos arosáticos de lignocelulosa de trigo y APPL.

Muestra H l 6 1 S l S/G

Lignocelulosa
APPL

0,13 (0,015) 
0,14 (0,005)

1,77 (0,140) 
1,44 (0,015)

1,66 (0,130) 
1,58 (0,035)

0,94 (0,00) 
1,097 (0,01)

valor de p n.s. p<0,02 n.s. p<0,001

Los resultados se expresan cobo porcentaje sobre el peso total de la iuestra (p/p). Se hicieron tres 
rateriinaciones para cada auestra. Las desviaciones estándar se indican entre paréntesis. H = p-hidroxifeni1 o; 6 = 
:ja¡acilo; S = siringilo. Los valores de p fueron obtenidos al cosparar los datos para lignocelulosa con los de APPL 
según el test de Student. n.s. = no significativo.

Tabla N*3.

Análisis por tioacidúlisis de residuos aroeáticos de diversas especies vegetales.

Muestra H l 6 l S 2 S/G

Alaao (Badera angiosperaa) 4,60 7,39 1,61
pino (aadera gianosperaa) 0,24 10,64 — —

^ lignoceluosa de arroz 0,37 1,23 1,17 0,95
lignocelulosa de centeno 0,17 4,06 4,77 1,17
lignocelulosa de trigo 0,21 2,89 2,93 1,01

Todos los valores se expresan en porcentaje por g de auestra extraída. H = p-hidroxifeni1 o; G = guaiacilo; 
S = siringilo. Datos toaados de C. Lapierre ícoflunicacibn personal).
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En las muestras de AF'F'L se encontró también un contenido 
importante de ácido ferólico, que se identificó mediante GC/MS 
(Figura 21). La presencia de este ácido no fue evidente en la 
1 ignocelulosa original. Esta observación es interesante, puesto 
que en pastos se encuentran ácidos fenólicos como el ácido 
cumárico y el ácido ferólico unidos mediante enlaces éster y éter 
a grupos hidrófilos de las hemicelulosas (Higuchi, 1985; Scalbert 
y cois., 1985). Análisis de los AF’F'L mediante el método de 
Kjehldahl indicaron además que éstos contienen alrededor de un 
2 , 0  /. de nitrógeno, porcentaje que es muy similar al encontrado 
en la 1 i gnocel ul osa de trigo (2,03 */.)

En resumen, de los resultados obtenidos se desprende que 
los AF’F’L difieren en su estructura de 1 a 1 i gnocel ul osa que los 
origina. Los cambios mayoritarios en la porción glucidica ocurren 
durante la primera semana de incubación, y pósteriormente sufren 
sólo variaciones minimas difíciles de detectar. Las 
modificaciones en los componentes aromáticos, detectables 
mediante el análisis empleado, consisten principalmente en una 
disminución de los residuos guaiaci1 icos. Este resultado es 
indicativo de un cambio en la estructura de los AF'F’L con respecto 
al sustrato inicial, reflejado en un incremento significativo de 
la razón S/6 .
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Figura 21: Evidencia de la presencia de ácido ferülico en
muestras de AF'F'L mediante cromatograf i a de fase gaseosa acoplada 
a espectrometría de masas. A) Cromatograma de AF'F'L en que se 
indica el pico correspondiente a ácido -ferülico (1 ), residuos 
guaiacilo modificados Cs-C*. <2 ) (Ver Discusión), residuos 
guaiacilo (3) y residuos siringilo (4). s.i.: estándar interno
( C 2 4 y Ca*). B) Espectro de masas del derivado trimeti 1 si 1 i 1 ado 
de ácido ferülico.
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2.— Aislamiento y caracterización 
metabolizan compuestos modelo de 
molecular.

2.1.— Aislamiento y caracterización metabólica.

Como se ha indicado anteriormente, uno de los objetivos 
de esta tesis consiste en el estudio de la capacidad metabólica 
de cepas bacterianas naturales no filamentosas. Inicialmente se 
escogieron sustratos aromáticos sencillos derivados de ácidos 
benzoicos y fenilpropanoicos, como tínica -fuente de carbono y
energía. Se aislaron diversas cepas de suelos y maderas en
descomposición de localidades del centro y sur de Chile. Se
prepararon cultivos con un medio salino mínimo denominado "Ksal" 
(Salkinoja-Salonen y cois., 1979) y un compuesto aromático 
relacionado con lignina como tínica -fuente de carbono y energía, 
los cuales -fueron inoculados con cada una de estas muestras. Los 
cultivos -fueron incubados a 30° C con agitación y traspasados a 
cultivos -frescos que contenían la misma -fuente de carbono con el 
•fin de enriquecer la población bacteriana en aquellas cepas 
capaces de metabolizar estos compuestos. Al cabo de tres o más 
traspasos se sembraron los cultivos diluidos en placas con medio 
de cultivo Luria. De las placas se seleccionaron colonias 
aisladas, las cuales -fueron nuevamente cultivadas en el medio 
salino con el sustrato aromático apropiado como tínica fuente de 
carbono. De este modo se seleccionaron alrededor de cincuenta 
cepas bacterianas distintas, las cuales fueron carácterizadas en 
cuanto a su capacidad de metabolizar compuestos modelo de lignina 
distintos al empleado en su aislamiento inicial.

Como fuente de carbono se utilizaron compuestos simples
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de un anillo aromático, tales como los ácidos vaníllico (VI) y 
cumárico (XIII) que son ácidos benzoicos sustituidos, ya sea en 
■forma 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 selección inicial de 
cepas bacterianas. La versatilidad metabólica de las diversas 
cepas aisladas se ensayó evaluando su crecimiento en todas los 
compuestos aromáticos pertinentes, tales como diversos ácidos 
benzoicos y ácidos feni 1 propanoieos y las fracciones purificadas 
de lignina kraft. En la Tabla 4 se resumen las propiedades 
metabólicas de algunas de las cepas seleccionadas. Es interesante 
resaltar que las carácter 1 sticas del sustrato inciden en el 
número de cepas diferentes que se pueden aislar y la versatilidad 
metabólica que poseen. Se observó también que algunos ácidos 
benzoicos, tales como el ácido vaníllico (VI) y el ácido 
protocatecuico (IV), son metabolizados por prácticamente la 
totalidad de las cepas aisladas, en cambio otros, como el ácido 
siringico (XI) y los ácidos feni1propanoicos como el ácido
cinámico (XII) son metabolizados por algunas cepas solamente. 
Además, las cepas aisladas en ácido vaníllico o cumárico sólo son 
capaces de metabolizar determinados ácidos benzoicos y 
fenilpropanoicos y no crecen en los compuestos modelo diméricos 
de lignina. Por otra parte, aquellas escasas cepas aisladas en 
anisoina y di meros P-0-4 son capaces de metaboli zar una gran
variedad de compuestos aromáticos (González y cois., 1986).

Se llevó a cabo una clasificación preliminar de las cepas 
mostradas en la Tabla 4. Todas ellas resultaron ser Gram
negativas, presentaron heterogeneidad morfológica y utilizaron 
citrato en condiciones aeróbicas. Además, todas excepto la cepa 
Si°, presentaban un alto grado de motilidad, eran fluorescentes,
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Tabla N’4.

l8 deTÜÍ?lnfl el creci#iento las cePa5 midiendo la densidad óptica a 600 ni después de tres dias de
/?u?p- ? l * 3Í c co? agitaci6n continua. Va = ácido vaníllico (VI); Cu = ácido cusárico (XIII); Fe = ácido Ferólico
•vi; Ci = acido cinámico (XII); Si = ácido sirlngico (XI); Ca = ácido caFeico (XIV); Pr = ácido protocatecuico (IV); 
ir = ácido benzoico; FSE = Fracción soluble de lignina kraFt; FIE = Fracción insolubíe de lignina kraFt; l.kraFt = lignina kraFt; nd = no determinado. ’
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oxidasa positiva, no f ermsntati vas y poseían cápsula. El conjunto 
de estas propiedades indica claramente que estas cepas pertenecen 
a las Pseudomonaceae, a excepción de la cepa Sio, la cual se 
clasificó en el grupo de bacterias P sendo monas similar.

2.2.— Búsqueda de plasmidios degradativos.

Como ya se señaló anteriormente, una gran variedad de 
sustancias xenobióticas 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 
metabolización de numerosos compuestos aromáticos se encuentran 
localizados en DNA extracromosomal, como por ejemplo, los
plasmidios TOL, SAL y NAH. En base a estos antecedentes, 
planteamos la hipótesis que la metabolización de compuestos 
utilizados como modelos monoméricos de lignina pudiera estar 
también codificada en plasmidios degradativos o catabólicos.

Al iniciarse este trabajo no existían evidencias 
experimental es de la participación de plasmidios catabólicos en 
la degradación de compuestos modelo de lignina. Los fínicos 
trabajos publicadas en relación a este tema proponían la 
existencia de plasmidios degradativos para explicar la
inestabi 1 i dad metabólica 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 determinó la presencia de 
plasmidios en las cepas bacterianas descritas en la sección 2 . 1 . 
de Resultados mediante el método de Kado (Kado y Liu, 1981). Se 
detectó la presencia de plasmidios en apr ox i madamente un 20 7. de
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las cepas en estudio. En la mayoría de estos casos se encontró 
un sólo 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 están involucrados o no en la metabolización de 
los compuestos en estudio, se abordó el problema desde dos 
enfoques complementarios, es decir mediante la curación o 
eliminación del plasmidio y mediante su conjugación a una 
bacteria hospedera apropiada.

2.2.1.- Ensayos de curación.

Para lograr la eliminación del (los) plasmidio(s) en su 
huésped natural, algunas cepas escogidas de bacterias no 
filamentosas fueron sometidas a la acción de diversos agentes y 
condiciones descritas como agentes curantes. Se hicieron ensayos 
utilizando bromuro de etidio (Bouanchaud y cois., 1969), 
mitomicina C (Chakrabarty, 1972), novobiocina (Wolfson y cois.,
1985), dipiridi 1 ami na (Vicuña y cois., 1988) y temperaturas de 
cultivo elevadas (Hughes y cois., 1984). Las concentraciones 
minimas inhibitorias fueron diferentes para cada reactivo y cada 
cepa. El protocolo utilizado está descrito en la sección 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 Cínica fuente de carbono. Se encontró que 
aproximadamente un 1 7. de las colonias era capaz de desarrol 1 arse
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Figura 22: El ectro-f oresi s en gel de agarosa
p 1asmi dios de diferentes cepas. A) Plasmidio pR2  

typhi (Pii=62 MD) , B) plasmidio de la cepa C=», 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 2 0 0 ) se analizó la presencia de plasmidios, 
detectándose 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 
metabolización de compuestos modelo monoméricos de lignina.

2.2.2.- Ensayos de conjugación.

Se diseñaron experimentos de conjugación entre diversas 
cepas de Pseudomonas aisladas en compuestos modelo de lignina y 
la cepa P. aeruginosa 2A, la cual ha sido utilizada como huésped 
en experimentos de conjugación por el D r . 0. Gran (La Plata,
Argentina). Esta bacteria, por cierto, no metaboliza los 
compuestos aromáticos en cuestión. Se realizaron también ensayos 
de conjugación 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 
específicamente para conjugaciones, puesto que eran capaces de 
crecer en prácticamente todos los compuestos aromáticos
monoméricos en estudio. A pesar de que se ensayaron diversas 
cepas dadoras y receptoras, además de algunas variantes del 
protocolo indicado en la sección 6.4. de Materiales y Métodos, no 
fue posible obtener colonias conjugantes. Los experimentos 
realizados se resumen en la Tabla 6 . Cabe señalar que 
experimentos controles de conjugación con £. col i resultaron 
positivos, asi como el traspaso del plasmidio NAF de la cepa



Tabla N*5.

Resuaen de ensayos de elisinacíbn de plasaidios (curación).

Cepa agente
curante

concentración aedio
selectivo

# colonias 
plaqueadas

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

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

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

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

Se cultivaron las diferentes cepas en «edio Luria 1 x supleaentado con el agente curante indicado y luego se 
seabraron diluciones del cultivo en placas con aedio rico (Luria 1 x) y en placas selectivas que contenían el 
sustrato aroaStico a una concentración final de 5 aM. Ci = ácido cináaico (XII); Cu = ácido cuaárico (XIII): Fe = 
ácido ferólico (XV); Va = ácido vaníllico (VI).
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Tabla N*6.

Resusen de ensayos de conjugación realizados con cepas aisladas en cospuestos aromáticos simples.

Cepa Cepa Medio D.0.600nm Razón t(h) T('C)
dadora receptora selectivo dadora:receptora dadora:receptora incubación

S10 Ps.2A Kan/Cu 0,8:0,8
S10 3A Kan/Cu 1,0:1,0
C2 Ps.2A Kan/Cu, Kan/Fe 0,6:0,6
C2 A6 Nov/Ci 0,9:0,9
A10 Ps.2A Kan/Cu, Kan/Fe 0,6:0,6
14FA Ps2A Nov/Cu 0,7:0,7
2CH Ps2A Kan/Cu, Kan/Fe 0,8:0,8
13S Ps2A Kan/Cu, Kan/Fe 0,8:0,8

9:1, 1:1, 1:9 1,5, 8 22, 30, 37
9:1, 1:1, 1:9 1, 4, 20 25
9:1, 1:1, 1:9 4, 18 25
1:1 5 25, 30
9:1, 1:1, 1:9 4 25
9:1, 1:1, 1:9 4 25
9:1, 1:1, 1:9 4 25
9:1, 1:1, 1:9 4 25

Se prepararon cultivos en medio Luria 1 x, se mezclaron en las proporciones y condiciones experimentales 
indicadas en la tabla. Posteriormente se sembraron sobre placas que contenían el medio selectivo con una 
concentración apropiada del antibiótico y el sustrato aromático a una concentración final de 5 mtt. Nal = ácido 
nalidlxico; Kan = kanamicina; Tet = tetracidina; Nov = novobiocina; Pr = ácido protocatecuico (IV); Bz = ácido 
benzoico; Ci = ácido cinámico (XII); Cu = ácido cuaárico (XIII); Fe = ácido ferólico (XV); t = tiempo; h = horas; T = 
temperatura; inc, = incubación.
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Pseadomonas Ex a 2A (datos no mostrados).

En general, los resultados obtenidos muestran que se 
logró aislar y caracterizar un conjunto de cepas interesantes en 
cuanto a su versatilidad metabólica para degradar compuestos 
aromáticos simples relacionados con lignina. No se logró 
demostrar, sin embarga, si los plasmidios están o no involucrados 
en la degradación de dichos compuestos (Vicuña y cois., 1988).

3.~ Aislamiento y carácterización de cepas que crecen en APPL.

Otra de las preguntas planteadas en esta tesis fue si 
existen bacterias no filamentosas capaces de metabolizar los 
APPL, ya que éstos parecen ser productos metabólicos terminales 
de los actinomicetes (McCarthy y Broda, 1984). Otros 
investigadores determinaron que P. chrysospori um y otras especies 
de Streptomyces no modifican mayormente los APPL generados por S. 
v ir idos poras T7A (Pometto y Crawford, 1986). El 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 indicó en la Introducción, nos interesó iniciar 
una básqueda de bacterias que consumen APPL con el fin de 
investigar si existe una acción integrada de diferentes clases de 
microorganismos en la metabólización de compuestos poliméricos 
naturales ricos en lignina.
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En una. primera etapa. se ensayó la capacidad de 
metabolisar AF'F'L de las bacterias no filamentosas descritas en el 
capitulo anterior. Se encontró que ninguna de las cepas aisladas 
en compuestos modelo de lignina, se desarrollaba bien en un medio 
de cultivo que contenia a este sustrato como única -fuente de 
carbono (D.O. a 600 nm menor de 0 , 1 ).

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

Los cultivos inoculados con estas muestras fueron 
incubados a 30“C con agitación y traspasados a cultivos frescos 
que contenían también 2,5 mg/ml de APF'L. como única fuente de 
carbono, con el fin de enriquecer el cultivo en aquellas 
poblaciones capaces de crecer en AF'PL. Al igual que en el 
aislamiento de las cepas descritas en el capitulo 2 , al cabo de 
2-3 traspasos se sembraron los cultivos en placas con medio Luria 
y se inocularon cultivos frescos con colonias aisladas. De este 
modo se probó el crecimiento de alrededor de 80 colonias en AF'F'L 
procedentes de distintas fuentes. Se determinó la densidad óptica 
a 600 nm alcanzada por estos cultivos, se seleccionaron aquellos 
que presentaban un mayor desarrollo en las condiciones descritas
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asociación 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 ópticas de ambas cepas cultivadas por separado en 
un medio con AF'F’L como Cínica fuente de carbono. Se hicieron 
también mezclas binarias entre algunas de las otras cepas que 
presentaban un crecimiento si gn i f i cat i vo en APF'L. Sin embargo, en 
todos estos casos los cultivos mixtos alcanzaban una densidad 
óptica inferior a la suma de las densidades alcanzadas por las 
mismas cepas en forma aislada.

3.1.— Identificación y caracterización de tres cultivos 
selecc i onados.

Se realizaron pruebas de identificación 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 
sección 1.1.3. de Materiales y Métodos. Los resultados obtenidos 
se resumen en la Tabla 7 y permitieron concluir que las cepas

B23, ^ Z 1 y Va» pertenecen al género Pseudomonas, mientras que 
la cepa Vi es un Enterohacter. La morfología y los flagelos 
visualizados mediante tinción negativa al microscopio electrónico 
de transmisión fueron herramientas fundamentales para la 
identificación de las cepas (Figura 23).

Se hicieron curvas de crecimiento en AF’F'L de las cepas 
B=3, Eai y del consorcio V 1 2 . Como se observa en la Figura 24, 
los tres cultivos alcanzan el estado estacionario a más tardar a
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Tabla N'7.

Identi-ficacibn de cepas seleccionadas.

Cepa B23 E21 VI V2

tinción de Bras - - _ _
sotilidad + + + (-)
flagelo polar polar peritrica (lateral!
test glucosa 0-F no fersentativa no fersentativa fersentativa no fersentativaoxidasa t + - +
pigsento asarillo + + - +

género asignado Pseudosonas Pseudosonas Enterobacter Pseudosonas

En esta tabla se resusen las pruebas que se consideraron criterios fundasentales de identificación. Se 
hicieron nuserosas pruebas adicionales tales coso setabolización y fersentación de azúcares y detersinación de patrón 
de proteínas de sembrana externa.
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Figura 23: Microscopía electrónica de cepas bacterianas que
l~f ecen en AFPL. A) Pseudomonas B 2 3 , B> Pseudomonas E2 1 ,
C) Enterobacter Vi, D> Pseudomonas V2 , E) Pseudomonas 
fluorescens Biovar I Ai y F) Pseudomonas acidouorans Ds.
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Figura 24: Curvas de crecimiento en APPL de cultivos
seleccionados, (m ) Pseudomonas Bs»», <•) Pseadomonas E^i y
^U) Con—  Vía. Los medios de cultivo contenían Ksal y 
2,5 mg/ml de APPL y -fueron incubados con agitación a 30“ C. Se 
retiraron alícuotas de 1 mi a distintos tiempos de incubación y 
se determinó su densidad óptica a 600 nm.
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las 5o hrs de incubación, observándose luego una disminución 
gradual de la densidad óptica de cada cultivo.

Puesto que los APPL son un polímero heterogéneo -formado 
por una porción aromática y una -fracción glucidica, se hizo una 
caracterización somera, de la versatilidad metabólica 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. ac idovorans 
D 3 y P. f 1 uorescens Bi. ovar I 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—O—4 fenólico XXX y no 
fenólico XXXI. P. f 1 uo rascar) s Biovar I Ai es capaz de romper la 
anisoina (XIX) y degradar también el compuesto XXX (González y 
cois., 1986).

3.1.1.- Acción de los cultivos seleccionados sobre 
compuestos modelo de lignina.

Se encontró que todas las cepas, excepto una, son capaces 
de metabolizar diversos compuestos aromáticos simples. Los ácidos 
vaníllico (VI), cumárico (XIII) y protocatecuico (IV) fueron 
utilizados por la mayoría de las cepas como fuentes de carbono. 
AI igual que las cepas descritas en el capitulo 2 de Fi'esul tados, 
sólo algunas metabolizaron los ácidos cinámico (XII), sirlngico 
(XI) y cafeico (XIV) (Tabla 8 ). Ninguna cepa aislada en APPL fue 
capaz de crecer en compuestos modelo diméricos de lignina, aón 
cuando las incubaciones se prolongaron durante 10 ó más días. 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 modelo de lignina de cepas seleccionadas en APPL. 

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

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

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

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

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

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

Se indica la densidad óptica alcanzada por los cultivos a los dos dias de incubación en APPL. Se determinó el 
crecimiento de las cepas por densidad óptica a 600 nm después de una incubación a 30'C con agitación durante tres 
días para los cultivos con monómeros y diez dias para aquellos con dimeros. Los monómeros se ensayaron a una 
concentración final de 5 mH en el medio de cultivo. La concentración final de sustratos diméricos en el medio fue de 
1 mg/ml. Bz = ácido benzoico; Ca = ácido cafeico (XIV!; Ci = ácido cinámico (XII); Cu = ácido cumárico (XIII); Fe = 
ácido ferólico (XV); Hb = ácido p-hidroxibenzoico (III); Pr = ácido protocatecuico (IV); Si = ácido siringico (XI); 
Va = ácido vaníllico (VI); Anis = anisoina (XIX); HHDA = hidroximetil desoxianisoina (XXI); bif. = 4,4’ bifenilo 
(XXXV); VGGEox = diaero veratrilico oxidado (XXXI); GGGEox = dimero guaiacilico oxidado (XXX).
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3.1.2.- Acción de los cultivos seleccionados sobre 
hidratos de carbono.

Todas las cepas aisladas en APPL con la excepción de una, 
crecieron en diversos monosacéridos. Se observó que la mayoría 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 porción glucidica de 
los APPL, se investigó 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 mi crocr i stal. i na, hi drox i et i 1 cel ul osa y celulosa pura de 
algodón. Estos tres sustratos difieren en su grado de 
solubilidad, siendo la hidroxieti 1 celulosa soluble y la de 
algodón insoluble en soluciones acuosas. Se incubaron matraces 
con medio mínimo de cultivo "Ksal" que contenia una concentración 
final de 0,5 V. de la celulosa a. ensayar (en el caso de la 
celulosa de algodón se preparó una suspensión al 0,3 “/.) y se 
inocularon con las diversas cepas bacterianas que se hablan 
cultivado en un medio con APPL. Los cultivos se incubaron con 
agitación a 30"C durante 10 dias y se determinaron los azúcares 
reductores presentes al término de 0, 3 y 10 di as de incubación. 
En este periodo de incubación no se produjo un cambio
significativo de los valores encontrados con respecto al control 
sin inóculo y tampoco se observó turbidez debido a crecimiento 
bacteriano. Esta observación se repitió para los tres sustratos y 
todas las cepas ensayadas (Tabla 9).

A la luz de los resultados negativos obtenidos, se pensó



114

Tabla N'9.

Crecimiento en hidratos de carbono de cepas seleccionadas en APPL.

Se indica la densidad óptica alcanzada por los cultivos a los dos dias de incubación en APPL. El crecimiento 
en monosacáridos fue determinado midiendo la densidad óptica de los cultivos a 600 nm luego de una incubación a 30*C 
durante 3 días. La concentración de aonosacáridos en el aedio fue de 1,0 I y de 0,5 X para las celulosas HEC y MCC y 
de 0,3 X en el caso de la celulosa de algodón, glu = glucosa; gal = galactosa; man = mañosa; xil = xilosa; mal = 
maltosa; rib - ribosa; fru = fructosa; ara = arabinosa; HEC = hidroxietilcelulosa; MCC = celulosa microcristalina; 
ALE = celulosa pura de algodón; Anís = anisoina (XIX); S66Eox = dimero guaiacilico oxidado (XXX); + = D.O. entre 0,1 
y 1,0; ++ = D.O. mayor que 1,0.
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que posiblemente las bacterias no eran capaces de crecer en un 
medio con celulosa como Cínica -fuente de carbono. Se repitieron 
los ensayos utilizando sólo hidroxieti1celulosa como sustrato y 
preparando esta vez los inóculos de las cepas en galactosa 1 7., a 
excepción de P. se i dovorsrts Ds (en -fructosa IV.) y Pseadomonss 
B=>3 (en ácido vaníllico 5 mli) . Se realizó un traspaso a cultivo 
fresco con hidroxieti 1celulosa para eliminar el hidrato de 
carbono remanente del inóculo antes de medir los azCicares totales 
presentes en los cultivos a los 0 y 4 días de incubación. Los 
azCtcares totales fueron determinados en duplicado segCtn el método 
del orcinol (Rimington, 1940). Nuevamente no se detectó un 
aumento de turbidez en los cultivos al término del periodo de 
incubación y tampoco se encontró un cambio en el contenido de 
azócares totales con respecto al control sin inóculo.

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

Se prepararon soluciones al 0,5 7. en el medio mínimo Ksal 
de las tres hemicelulosas y al igual que en los ensayos con 
celulosa, éstos se inocularon con cultivos de las diversas cepas 
crecidas en galactosa, fructosa o ácido vaníllico. Debido a que 
experimentos preliminares indicaron que las hemicelulosas no 
constituyen buenos sustratos para el crecimiento de estas cepas 
bacterianas, se introdujeron algunas modificaciones en el
protocolo: se prepararon inóculos de 20 mi de cultivo en dichas
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•fuentes de carbono, los cuales -fueron centr i f ugados en -forma
estéril al cabo de 40 hrs de incubación y resuspendidos en 2,0 mi 
de medio mínimo "«sal". Los matraces que contenían los diferentes 
polisacári dos a ensayar fueron inoculados con 0,4 mi de la 
suspensión de células, con el fin de aportar una cantidad
importante de bi omasa de cada cepa al cultivo. De este modo se
pretendió detectar la posibilidad de que la cepa fuera capas de 
modificar el sustrato aón cuando no creciera a expensas de él. En 
el experimento se incluyó también un control sin sustrato para 
cada cepa, aparte de los controles sin inóculo. Los matraces
fueron incubados a 28°C con agitación durante seis di as y al 
término de este periodo se determinaron en duplicado los azücares 
reductores y totales de las muestras (Tabla 10).

En algunos casos se observaron cambios notorios en el 
contenido tanto de azúcares totales como reductores, los cuales 
se vieron reflejados en variaciones de pH y también en
incrementos de la densidad ofbtica alcanzada por el cultivo en 
estudio. En lineas generales, se observó que la cepa Pseudomonss 
E j2i produjo cambios significativos en las tres hemi cel ul osas, 
hecho que concuerda bien con su gran versatilidad en la
metabolización de monosacáridos. Las otras cepas introducen 
variaciones menos importantes en los niveles de azúcares 
reductores y totales de las hemicelulosas ensayadas.
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Tabla N'IO.

Metabolizaci&n de hemicelulosas por cultivos seleccionados.

1 Azíicares totales 1 Azócares reductores

Muestra A-S Xil G-M A-6 Xil G-M

Control sin inóculo 102,48 107,58 103,33 78,57 97,09 -

Pseudomonas B23 80,99 90,91 58,33 21,43 87,38 _
Pseudomonas E21 49,59 34,85 55,00 30,95 218,45 -

Cultivo mixto V12 72,73 90,91 63,33 69,05 101,94 -

P. fluorescens Al 70,25 98,48 66,67 29,76 87,38 -

P. acidovorans D3 70,25 96,97 75,00 16,67 111,65 -

Se midieron azocares totales y reductores en los sobrenadantes de cultivos al término de una incubación 
de 4 días y se compararon con los respectivos controles sin inóculo. El 100 l se refiere al valor encontrado a 

tiempo cero de incubación, ft-6 = arabino-galactano; Xil = xilano; 6-M = galacto-manano.
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3.2. Acción de bacterias sobre APPL.

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

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

Se realizaron también registros de los espectros de
emisión o de fluorescencia, obtenidos al excitar soluciones 
diluidas de APPL <0,08 mg/ml). El espectro de fluorescencia de un 
compuesto se produce al re-emitirse la radiación absorbida por la 
molécula (Guilbault, 1973). Se eligió esta técnica puesto que la 
mayoría de los compuestos aromáticos emiten fluorescencia y es 
más sensible e informativa que otros métodos espectrofotométrieos 
(Guilbault, 1973). En una primer etapa, se verificó que el 
espectro obtenido es independiente de la longitud de onda de
excitación. El registro presentó un máximo de emisión a los 
300 nm y otro más prominente a los 400 nm, aproximadamente 
(Figura 25A). Utilizando soluciones diluidas de APPL, se 
estableció que el espectro de emisión no era afectado por la
presencia de oxigeno (comparando soluciones purgadas con
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Figura 25: Espectros de -f 1 uorescenci a de sobrenadantes de
cultivos en AF'PL. A) Espectro de emisión o fluorescencia de una 
solución 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
excitación: a = 2S5 nm; b = 280 nm; c = 275 nm y d = 270 nm.
B> Espectro de emisión obtenidos al excitar a 275 nm a alícuotas
de un control sin inóculo (-- ) y de sobrenadantes de cultivos de
Pseadomonas B 2 3 <•■•••), Pseadomonas Essi <-- ) y p. fluorescens
Biovar I Al (-- ) .

.
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nitrógeno y sin purgar).
Una vez establecidas las carácteristicas del espectro, se 

hicieron registros de los sobrenadantes de cultivos de todas las 
cepas mencionadas. Se encontró que éstos no se diferenciaron de 
aquellos de la solución control sin inóculo (Figura 25EU . Los 
análisis se realizaron con alícuotas de sobrenadantes tomadas de 
cultivos de las diversas cepas al cabo de 2 y 4 di as de 
incubación a 30”C.

Con el -fin de determinar si las bacterias modifican la 
distribución de pesos moleculares de los AF'F'L, ya sea por
polimerización o despolimerización, se filtraron los 
sobrenadantes de los mismos cultivos a través de las columnas 
Sephadex G-50 y Shodex S/804-S descritas anteriormente (Ver 
sección 1.6.2. de Resultados). No se detectaron cambios en el 
grado de polimerización del sustrato luego de incubaciones 
exhaustivas de 4-5 dias de las diferentes cepas sobre AF'F'L 
utilizando cualquiera de los dos sistemas cromatográficos (datos 
no mostrados). Estos resultados son concordantes con la
observación 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 significati vos en la 
estructura de los AF'F'L, 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 sólo 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.- Análisis químicos.

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

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

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

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

P. acidovorans Ds se prepararon en el mismo medio salino 
conteniendo como fuente de carbono anisolna (XIX) y  VGGEox 
(XXXI), respectivamente. Una alícuota (200 ul) de cada uno de 
estos cultivos incubados durante 48 h fue utilizada a su vez como 
inóculo para 20 mi de medio mínimo Ksal suplementado con
2.5 mg/ml de APPL (50 mg en total) como tínica fuente de carbono y
energía. Al término de una incubación con agitación durante 96 h 
a 30" C, los cultivas fueron centrifugados para sedimentar .las



bacterias y los sobrenadantes se liofilizaran a sequedad. Estas 
muestras fueron procesadas según se describió en la sección 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 análisis para cada uno de los cultivos realizados después 
de 96 h de incubación.

Los datos obtenidos muestran que existe una cierta
correlación entre la densidad óptica alcanzada por cada cultivo 
en APPL, la versatilidad metabólica con respecto a mono- y 
polisacáridos (Ver sección 3.1. de este capitulo) y su capacidad 
de consumir alguno de los hidratos de carbono presentes en los 
APPL. Por ejemplo, la cepa P se adornarías Eai crece bien en APPL, 
es muy versátil en cuanto a su capacidad de degradar
monosacári dos y modificar hemicelulosas, y también muestra un 
consumo estadísticamente significativo de azúcares totales y de 
mañanas con respecto al control sin inóculo. El consorcio Via 
degrada una porción importante de xilanos y mananos, lo cual 
también se refleja en una disminución importante de los 
carbohidratos totales de los APPL. Aunque el consorcio metaboliza 
bien diversos monosacáridos, la capacidad de metaboli zar estos 
glúcidos no se visualiza en forma clara utilizando preparaciones 
de hemicelulosas. El caso de la cepa Pseudomonas B2 3 es 
diferente, puesto que crece bastante bien en APPL y sin embargo 
no metaboliza monosacáridos, hecho que se refleja en la ausencia 
de un consumo significativo de carbohidratos de los APPL. Por 
otra parte, P, f1uorescens Biovar I Ai presenta un desarrollo 
escaso en el polímero soluble, no es muy versátil en cuanto a su 
capacidad de degradar monosacári dos y hemicelulosas, y tampoco



Figura 26: Variación del contenido de hidratos de carbono de APPL 
por efecto de incubación con cepas bacterianas. Se comparan los 
valores obtenidos con el control sin inóculo y los cultivos 
indicados para cada uno de los azocares cuantificados.
Pseudomonas E¡=»3 (mil); Pseudomona Eai <^>; consorcio Vi2 (■§) ;
P ' ?1uorescens Biovar I Ai (Eüni) y P. acidovorans Ds (!=3> . ARA = 
arabinosa; XIL = xilosa; MAN = mañosa; GAL = galactosa y GLU = 
glucosa. El 100 7. se refiere al material total de cada muestra. 
Se hicieron dos determinaciones independientes y se indican 
valores promedio y desviaciones estándar. Análisis de varianza 
por test de Student: *: p<0.05, **• p<0.02, p<0,005.
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degrada azúcares de los AF'PL en -forma si gni f i cat i va. La cepa P. 
acidovorans Ds corresponde a una situación intermedia, puesto 
que utiliza sólo un monosacárido como fuente de carbono, no crece 
bien en AF'PL, ni consume hemi cel ul osas en forma importante. Se 
aprecia una disminución estadisticamente significativa en el 
contenido de uno de los carbohidratos presentes en el sustrato 
analizado. Se demostró 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 AF'F'L (Figura 26) .

3.2.2. 2.- Acción bacteriana sobre el componente aromático de 
los AF'F'L.

El efecto de las cepas sobre la porción aromática de los 
AF'F'L se midió en muestras preparadas en la misma forma descrita 
más arriba. Se hicieron dos cultivos independientes que a su vez 
se procesaron en duplicado, segón el protocolo descrito en la 
sección 4.2. de Materiales y Métodos.

Los resultados de los análisis mediante tioacidóli sis se 
resumen en la Tabla 11. Los datos obtenidos indican que dos de 
los cultivos incubados con AF'F'L presentan cambios significativos 
en la recuperación de monómeros tioacidolizados con respecto al 
control sin inóculo. Específicamente, en la cepa Pseudomonas Osa» 
se observó una disminución significativa de los residuos 6 y S. 
También la cepa P. fluorescens Bi ovar I Ai. modifica la porción 
aromática de los AF'F'L al disminuir el porcentaje de residuos G, 
lo cual se traduce en un aumento importante de la razón S/G. En 
las cepas restantes el rendimiento de los residuos analizados de 
la lignina no condensaría no varia. si gni f i cat i vamente. Asimismo, 
la razón entre los diasteroisómeros S y G permanece prácticamente
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Tabla N'll.

Análisis por tioacidólisis de la fracción aroaática de los APPL incubados con cepas bacterianas seleccionadas.

Muestra 6 7. S l S/G N*

Control sin inbculo 0,688 (0,115) 0,649 (0,085) 0,945 (0,048) 4
Pseudoaonas B23 0,515 (0,055)* 0,497 (0,055)2 0,960 (0,008) 4
Pseudoaonas E21 0,568 (0,177) 0,649 (0,177) 0,957 (0,023) 3
Cultivo aixto V12 0,656 (0,122) 0,642 (0,138) 0,973 (0,035) 4
P. fluorescens Al 0,538 (0,032)* 0,564 (0,021) 1,045 (0,031)3 4
P. acidovorans D3 0,577 (0,000) 0,591 (0,044) 1,020 (0,071) 2

Los resultados se expresaron coso porcentaje sobre el peso total de la nuestra. Se indica el núaero de 
deterainaciones realizadas en cada caso. Las desviaciones estándar se señalan entre paréntesis. En cada caso 
los valores de p fueron obtenidos al coaparar los datos de los cultivos con el control sin inbculo, según el

Test de Student. 1: p<0,05; 2: p<0,025; 3: p<0,02.



inalterada. Este hecho demuestra que las cepas Psaadomonas E 2 1 , 
el cultivo mixto V 1 2  y p. acidovorans Da no afectaron los 
monómeros aromáticos que componen la fracción no condensada de 
1 os AF'F'L.

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

4.- Efecto de hongos sobre APPL.

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



1 2 7

antecedentes con respecto a la -forma de cultivar G. a p pl anata)» en 
un medio de cultivo definido y aán no hay trabajos publicados 
describiendo sus propiedades bioquímicas.

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

4.1.— Efecto de Ganoderma applanata» sobre APPL.

Con el propósito de estudiar si G, applanatum ejerce 
algón efecto sobre los AF'F'L., se prepararon cultivos de este hongo 
en un medio definido conteniendo glucosa 1 V. y uno de los 
siguientes amino ácidos como fuente de nitrógeno a una 
concentración final de 3 mM en N: arginina, femlalanina,
histidina o triptofano. Se observó que los cuatro cultivos 
lograron un buen desarrollo de micelios al cabo de 8 dias de 
incubación, siendo el cultivo suplementado con arginina aquel que 
presentaba una mayor cantidad de micelios. Al término de este 
periodo de incubación, cada cultivo fue dividido en forma
aséptica en tres partes de 20 mi cada una. En cada caso una 
fracción fue supl ementada con AF'F'L (1 mg/ml final), otra con el 
calorante polimérico Azul de Remazol <0,025 7. final) y la tercera 
fracción se dejó como control. Se continuó la incubación en las 
mismas condiciones durante 8 dias más y durante este periodo se 
retiraron alícuotas de cada cultivo a los O, 1, 2, 3, 6 y 8 dias. 
Las alícuotas con Azul de Remazol fueron analizadas
espectrofotométricamente, encontrándose que cada uno de estos 
cultivos presentaba un patrón diferente. Por ejemplo, aquel
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suplementado con arginina decoloraba rápidamente el Azul de 
Remazol, en cambio en el cultivo que contenia histidina como 
•fuente de nitrógeno no se detectó decoloración. En la Figura 27 
se muestran el espectro de absorción visible del colorante y su 
decoloración por acción del hongo en cultivos suplementados con 
arginina como fuente de nitrógeno. Por otra parte, alícuotas de 
los cultivos supl ementados con APPL -fueron analizadas mediante 
•filtración en gel a través de la columna de Sephadex G-50. Se 
encontró en cada caso que los perfiles de elución al término del 
periodo de incubación eran iguales a los de las muestras de 
tiempo cero de incubación. En estudios preliminares no se detectó 
la presencia de ligninasa y peroxidasa + 1 acasa 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 sólo degrada lignina cuando se encuentra en 
metabolismo secundario, requiriéndose condiciones fisiológicas 
muy especificas, entre otras, de carencia de nitrógeno, para que 
el hongo pase a este estado metabólico 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 aón el sistema 
1 igninolitico 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 nitrógeno, y 
medición de actividades enzimáticas extracelulares. A) Espectro 
visible de Azul de Remazol de alícuotas tomadas de cultivos 
inoculados con G. applanatum. Los nómeros indican el tiempo de 
incubación en días. B) Descoloración de Azul de Remazol medida 
■...orno f azón de absorbancias a 5S5 y 55u nm de alícuotas tomadas de 
un control sin inóculo (O) y de cultivos inoculados (•>. Se 
indica el promedio de tres cultivos independientes y de las 
desviaciones estándar calculadas. Actividades de ligninasa (A) y 
de 1 acasa + peroxidasa (A).

-



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

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

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



DISCUSION.

La biodegradación de la lignina es una de las etapas 
claves del ciclo del carbono en la biósfera. Con el fin de lograr 
una comprensión cabal de este complejo fenómeno, resulta 
indispensable investigar el papel que cumplen en él los diversos 
tipos de microorganismos. En los ültimos años se han logrado 
importantes avances en el conocimiento de los hongos 
1 igninoli ti eos. La evidencia apunta a que son ellos los primeras 
en atacar la lignina ir> sitaf labor que se ve facilitada con la 
penetración de la madera por las hifas. Algunos géneros 
bacterianos también degradan lignina nativa, aunque éstos son 
escasos y lo hacen a una velocidad lenta (Vicuña, 1988). El papel 
de las bacterias en este proceso parece ser más bien el consumir 
intermediarios liberados por los hongos, contribuyendo asi en 
forma decisiva a la mineral ización de dicha macromolécula 
aromática. En todo caso, la bioquímica de la ligninolisis 
bacteriana es escasamente conocida. En esta tesis se planteó 
hacer avances al respecto, mediante el estudio de la acción de 
géneros taxonómicos muy distantes sobre sustratos naturales ricos 
en lignina y sobre modelos sintetizados químicamente. 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 mayoría pseudomonas.



Las preguntas planteadas en este trabajo pueden resumirse 
de la siguiente manera:

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

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

Acción de 3- viridosporus T7A sobre compuestos aromáticos
senci11 os.

En primer término se hizo una caracterización de S. 
viridosporus T7A con respecto a su versatilidad metabólica frente 
a compuestos aromáticos simples y a compuestos modelo de lignina 
diméricos. En general se observó que la bacteria metaboliza una 
gama mayor de compuestos aromáticos simples que los descritos en 
la literatura (Rüttimann y cois., 1986). Nuestros resultados 
indican que S. viridosporus T7A además es capaz de oxidar algunos 
alcoholes aromáticos al ácido correspondí, ente. La observación más 
interesante consistió en descubrir que el alcohol veratrilico es 
oxidado significativamente por la bacteria sólo en presencia de 
1ignocelulosa. Otros autores (Crawford y cois., 1982) encontraron
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una aldehido oxidasa constitutiva en S. viridosporus T7A, la que 
oxida, entre otros sustratos aromáticos, el veratraldehido a 
ácido verátrico. En consecuencia, la enzima inducible de este 
sistema podría ser la enzima que convierte al alcohol a aldehido 
(probablemente una deshidrogenasa). El alcohol veratrilico es 
producido de novo por diversas especies de basidi omi cetas, 
incluyendo el hongo de pudrición 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 importante en la bi odegradaci ón fóngica de la 
lignina, aunque éste no ha sido determinado afín con claridad. Lo 
que sí se ha comprobado fehacientemente es que protege a la 
ligninasa contra la inactivación por agua oxigenada (Leisola y 
cois., 1985; Tonon y Odier, 1988). Hasta la fecha se desconoce si 
el alcohol veratri. lico tiene alguna significancia fisiológica en 
Streptomyces. En actinomicetes la degradación de 1 ignocelulosa 
ocurre en forma paralela a su crecimiento (McCarthy, 1987; Masón 
y cois., 1988), no siendo una manifestación del metabolismo 
secundar i o .

Cuando se ensayó la acción de S. viridosporus T7A sobre 
el ácido protocatecuico, se esperaba que éste fuese fácilmente 
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 observó la acumulación de un compuesto que 
posteriormente no es metabolizado ni en ausencia ni en presencia 
de 1 ignocelulosa de trigo. Por otra parte, se comprobó que el 
ácido gentisico es degradado cuantitativamente. El ácido benzoico 
también es metabolizado, lo cual coincide con observaciones de 
otros autores (Sutherland y Crawford, 1981). El producto formado
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a partir de ácido protocatecuico -fue analizado mediante HF'LC, TLC 
y espectrofotometri a UV en medio neutro, observándose una 
coincidencia perfecta con ácido gálico. Sin embargo, los
espectros de ionización a pH alcalino de un estándar auténtico de 
ácido gálico y el producto -formado eran diferentes. Esta 
experiencia demostró que el uso de tres criterios analíticos 
independientes no es suficiente para determinar la identidad de 
un compuesto. Esta sólo puede establecerse en forma inequívoca 
mediante espectrometri a de masas.

Se purificó el producto en cantidad suficiente y a pesar 
de aplicar diversas técnicas analíticas sofisticadas, no fue 
posible proponer para él una estructura satisfactor i a . La
estructura indicada es compatible con el peso molecular, el 
nómero de protones aromáticos, grupos carbonilo, metoxilo y la 
presencia de un grupo metilo. Sin embargo, el espectro de 
t3C-NMR indica sólo 17 carbonos y la estructura propuesta posee 
18. Además, aparece una señal de otro grupo carbonilo y una señal 
a 170 ppm que no son compatibles con la fórmula propuesta. Los 
datos disponibles no comprueban en forma fehaciente que dicho 
compuesto es un producto directo de la acción del microorganismo 
sobre el ácido protocatecuico. Sin embargo, al incubar cultivos 
de S„ viridosporus T7A en iguales condiciones pero en ausencia de 
ácido protocatecuico, no se obtuvieron ni trazas del producto. 
Desgraciadamente, no se dispone de ácido protocatecuico marcado 
en forma radiactiva para demostrar la relación sustrato-producto, 
o por el contrario, que la síntesis del metabolito es inducida de 
alguna manera por el ácido protocatecuico.
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Se estudió también la acción de S. viridosporus T7A sobre 
una serie de compuestos modelo de lignina diméricos cuyos anillos 
at omáticos estén unidos entre si mediante enlaces carácteristi eos 
de la lignina. En lineas generales se encontró que la bacteria 
■filamentosa en estudio tiene un efecto muy limitado sobre este 
tipo de compuestos.

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

La metabolización bacteriana de compuestos modelo de 
lignina de estructura P-0--4 ha sido descrita por diversos autores 
(Sundman, 1964; Samejima y cois., 1985; Vicuña y cois., 1987). En 
estos trabajos se usaron cultivos bacterianos puros,
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también se ha demostrado la metabolización 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 Cct y C 3 (Rast y cois., 
1980; Odier y Rolando, 1985). Con respecto a la capacidad de 
actinomicetes de metabolizar estos compuestos, se habia reportado 
que S. viridosporus T7A rompe el enlace (9~0-4 del dimero VGGE 
(XXXIV) en presencia de 1 ignocelulosa de maíz (Crawford y cois., 
1983a). Evidencias preliminares de estos mismos autores 
sugirieron que la actividad enziraática descrita estarla asociada 
a la membrana. Utilizando el mismo compuesto modelo y condiciones 
experimentales idénticas, no se logró detectar ni ruptura del 
enlace P-0-4 ni otras modificaciones. Tampoco se detectó consumo 
del sustrato, descartándose la posibilidad de una metabolización 
sin acumulación de intermediari os estables en el medio de 
cultivo. Una pasible explicación de esta controversia podría 
encontrarse en que se utilizaron 1 ignocelulosas de distinto 
origen (maíz y trigo). Alternativamente, es posible que la cepa 
original haya tenido un plasmidio el cual se perdió por traspasos 
sucesivos del cultivo en medio rico. Se ensayaron también otros 
compuestos modelo del tipo ari 1 glicerol-P-ari 1 éter fenólicos y 
no fenólicos, obteniéndose idénticos resultados (Rüttimann y 
cois., 1986). En todo caso, el grupo de D. Crawford no ha 
insistido después de su comunicación 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 fenólico de 
estructura F-0-4 (Zimmermann y cois., 1988). Los autores
detectaron ruptura ir> vivo entre C a y C g por medio de la 
identificación de los intermediarios liberados, lo que sugiere un

■
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mecanismo semejante a la ligninasa de hongos.
Se ha demostrado que un porcentaje significativo (10 V.) 

de un i dades aromáticas de la lignina están uni das entre si 
mediante enlaces taifeni1 i eos. También se han encontrado algunas 
bacterias capaces de metabolizar bifenilos, tales como P. 
pseudoalcal i genes (Furukawa y Miyazaki, 1986) y otras cepas 
anaeróbicas presentes en líquidos ruminales (Chen y cois., 1986; 
Chen y cois., 1987). Con respecto a actinomicetes, se ha descrito 
que S. viridosporus T7A oxida la dehidrodivani11 i na (DHDV) al 
ácido correspondiente, el cual aparentemente es metabolizado a 
través de una ruta catabólica desconocida (Crawford y cois., 
1981). Los compuestos con enlaces bifenilo ensayados en esta 
tesis, ya sea en presencia o ausencia de 1 ignocelulosa, no fueron 
degradados por la bacteria filamentosa (Rüttimann y cois., 1986). 
Es posible que la presencia en la DHDV de grupos laterales 
oxidables facilite su posterios catabolismo.

Acción de S. viridosporus T7A sobre lignina kraft.

Como se explicó en Resultados, los estudios de
biodegradación de lignina kraft poseen un interés académico y 
también aplicado, puesto que la producción de este material por 
la industria de celulosa es enorme. Los ¿micos trabajos 
publicados en relación a la capacidad de bacterias filamentosas 
de degradar derivados industriales de la lignina se refieren a su 
efecto sobre 1 ignosulfonatos (Haraguchi y Morohoshi, 1976; Haider
y Trojanowski, 1981). En ambos casos, los autores observaran que 
los 1 ignosulfonatos son bastante refractarios a la acción de las 
bacterias fi 1amentosas.

Los experimentos realizados con lignina kraft se
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diseñaron como una aproximación adicional al estudio del sistema 
1 igninolitico de S. viridosporus T7A. Si bien éste es un sustrato 
químicamente modificado con respecto a la lignina nativa, 
comúnmente se la ensaya en experimentos de degradación de 
lignina. Los resultados obtenidos indican que la lignina kraft no 
es metabolizada en forma eficiente por S. viridosporus T7A. Llama 
la atención el hecho que la fracción soluble en éter (FSE) 
resultara ser inhibitoria, ya que ensayos realizadas por nuestro 
grupo han mostrado que prácticamente 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 {González y cois., 1986). Más aún, sólo 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 existiría en la FSE un 
componente que es tóxico para Strept-omyces e inocuo para 
numerosas bacterias Gram negativas.

Los experimentos realizados con Azul de Remazol son aún 
preliminares, pero permiten establecer que la actividad 
responsable de su descoloración no tiene la capacidad de alterar 
el color de la lignina kraft o de romper enlaces típicos de 
lignina. La descoloración podría deberse a la actividad de 
enzimas del tipo fenol oxidasa o peroxidasa. Actualmente se 
desconoce si S. viridos poras T7A secreta fenol oxidasas al medio 
de cultivo, pero posee una peroxidasa extracelular inducidle por 
1 ignocelulosa (Ramachandra y cois., 1987). Se han descrito cuatro 
i soenzimas de esta peroxidasa que presentan especificidades 
diferentes y aparecen durante la fase logarítmica de crecimiento, 
permaneciendo dos de ellas activas durante la fase estacionaria 
(Ramachandra y cois., 1987). Es muy probable que una o más de
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estas .isoenzimas sea(n) la(s) responsable (s) de la descol oraci ón 
observada. Hasta la -fecha no se ha demostrado que alguna de 
dichas peroxidasas de S. viri dosporas T7A posea la capacidad de 
modificar compuestos modelo de lignina en forma análoga a la 
ligninasa descrita en P. chrysospor ium.

En resumen, basándose en las evidencias presentadas, 
parece ser que S. viridosporus T7A no posee una capacidad 
ligninolitica propiamente tal. Un ensayo adicional podría 
consistir en determinar si esta bacteria mineraliza 
significativamente DHP, un polimerizado sintético de alcohol 
coniferi 1 ico. Curiosamente, nadie hasta la fecha lo ha intentado.

Acción de S. viridosporus T7A sobre 1 ignocelulosa de trigo.

Independientemente de los resultados obtenidos, es un 
hecho establecido que S. viridosporus T7A ataca a la 
1ignocelulosa, acción que conduce más bien a su solubi1ización 
que a su mineralización. Esta propiedad es comdm a otros 
actinomicet.es, tales como S. hadius (Borgmeyer y Crawford, 1985) 
y Thermo monospora mesophila (McCarthy y cois., 1986). Datos de 
otros investigadores <Crawford y cois., 1983) y también de 
nuestro grupo de trabajo, indican que tanto en medio liquido y 
como en medio sólido, S, viridosporus T7A libera en forma más 
eficiente el producto soluble a partir de 1 ignocelulosa de pastos 
que de madera. F'or ejemplo, en medio sólido S. viridosporus T7A 
produce sólo 0,8 mg de APPL por gramo de aserrín de Pinas radiata 
(C. Rüttimann, comunicación personal ), comparado con alrededor de 
50 mg del polímero por gramo de 1 ignocelulosa 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 ’/. versus 15 ■/. del 
trigo), la que dificultaría el acceso de las ensimas a sus 
correspondientes sitios de acción.

Como se puede verificar en la sección Materiales y 
Métodos, la preparación de APPL incluye una esterilización al 
•finalizar el periódo de incubación. Se observó que al hacerlo en 
condiciones más drásticas 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 acción de la bacteria se 
manifiesta no sólo en la sol ubi 1 ización y mineral ización 
parciales del sustrato, sino que además afecta su estructura de 
tal forma que la hace más frágil frente a tratamientos físicos 
como el descrito. Con respecto a los métodos de recuperación de 
APPL, es necesario aclarar que éstos pueden ser colectados por 
precipitación en medio ácido. Sin embargo, en estas condiciones 
sufren polimerizaciones inespecificas que es preferible evitar 
(Crawford y cois., 1983) y es por ello que se prefirió la 
1 iofi 1 ización. El peso molecular de los APPL obtenidos es 
semejante al observado por Crawford con 1 ignocelulosa de maíz 
(Crawford y cois., 1983). También existe coincidencia en esta 
propiedad con los APPL liberados por J. mesophi1 a actuando sobre 
1ignocelulosa 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 análisis químicos comparando el producto soluble con el 
sustrato del cual se originan. En lo que concierne a la fracción 
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 demostró además que los cambios que su-fre la 
1 ignocelulosa en la porción glucidica durante su sol ubi 1 ización 
se completan esencialmente en el transcurso de ocho dias de 
incubación. No se ha realisado un análisis cual i ni cuantitativo 
comparable con otras 1 ignocelulosas. Se observa una disminución 
drástica del contenido de glucosa que podría dar cuenta del menor 
contenido total de carbohidratos de los AF'F'L con respecto a la 
1 ignocelulosa. Las variaciones en el contenido de los otros 
monosacár i dos durante la formación de los APPL son menores, pero 
no menos interesantes. Se detectó un aumento importante en todos 
los azocares que forman parte de las hemicelulosas. Aunque no fue 
posible hacer un análisis estadístico, parecen existir además 
variaciones pequeñas de tendencias carácter1sticas para cada 
monosacárido. Por ejemplo, entre 4 días y 2 semanas de
incubación, el contenido de arabinosa y mañosa permanece 
constante, el de galactosa disminuye ligeramente y el contenido 
de xilosa va en aumento. Se podría especular que dichas 
tendencias podrían tener relación con la facilidad con que estos 
carbohidratos son atacados por S. viridosporus durante el proceso 
de formación de los APPL; también podrían depender de la 
disposición de los diversas carbohidratos en la estructura del 
poli mero.

Desde otro punto de vista, es importante considerar que 
la xilosa fue el monosacárido mayoritario encontrado en los APPL. 
Se ha descrito que un porcentaje alto de los xilanos naturales se 
encuentran acetilados (Biely, 1985). Los grupos carboxilos 
podrían contribuir en forma significati va a incrementar la 
solubilidad del polímero a pH neutro (y a disminuirla a pH bajo).
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No existen datos con respecto al grado de acetilación de los 
AF'F'L, ni si las x i 1 anasas de S. viridosporas T7A son capaces de 
romper xil anos acet.il ados o no. Sin pretender que la 
sol ubi 1 ización de la 1 ignocelulosa se deba a esta circunstancia, 
está claro que es un factor que bien vale la pena investigar.

Para el análisis cuali y cuantitativo de los hidratos de 
carbono se prepararan acetatos de al di tal es. 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 
derivatización que se utiliza, se evitan las isomerizaciones a 
nivel del carbono anomérico (Sawardeker y cois., 1965) y del 
anillo (Turner y Cherniak, 1981), obtienéndose un sólo producto 
por aldosa . La técnica es laboriosa, pero presenta la ventaja 
adicional que no se requiere trimetilsi 1 i lar las muestras para la 
cromatografi a de gases, puesto que éstas son volátiles en las 
condiciones en que se lleva a cabo el análisis (Turner y 
Cherniak, 1981). Más aún, se ha visto que los derivados 
trimetilsi 1 i lados de azúcares no se separan bien mediante 
cromatografI a gaseosa por ser poco polares (Sawardeker y cois., 
1965). Los acetatos de alditoles que son de carácter polar se 
separan en diversas columnas recubiertas con cianoalquil 
siliconas (Blakeney y cois., 1982; Sawardeker y cois., 1965; 
Sloneker, 1972).

Se indicó que los APPL contenían un porcentaje 
significativo de un carbohidrato que no se pudo identificar. 
Obviamente, este carbohidrato no fue incluido en los cálculos 
porcentual es, porque se desconoce su factor de respuesta en el 
detector del cromatógrafo. Utilizando una columna similar, y 
preparando acetatos de alditoles de monosacári dos estándares,
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otros investigadores <Blakeney y cois., 1982) demostraron que 
cinco azúcares tienen un tiempo de retención menor que la 
arabinosa. Por orden de elución 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 elución de los glúcidos cuantificados es el siguiente: 
arab inosa, x i losa, mañosa, galactosa, glucosa e inositol 
(estándar interno).

Con respecto al protocolo utilizado para obtener los 
derivados acetilados, es necesario recalcar que es muy importante 
ajustar las condiciones en que se realiza la hidrólisis ácida 
inicial, con el -fin de evitar la degradación de los azúcares 
liberados. Estos son luego reducidos con NaBhU, al cal i nizando 
previamente con CaCO», puesto que esta reacción ocurre sólo a pH 
neutro o básico. Los iones borato formados en esta reacción se 
eliminan posteriormente acidificando el medio y agregando 
metanol, con lo cual el borato se pierde como éster de borato 
volátil. La acetilación, que es la etapa siguiente, es rápida 
sólo en ausencia de iones borato. (Sloneker, 1972).

Para el análisis de lignina existen una serie de métodos, 
tales como la acidóli sis (Lundquist y Kirk, 1971), oxidación con 
nitrobenceno (Crawford, 1981), oxidación con permanganato (Kirk y 
Adler, 1970) y tioacidóli sis (Rolando y cois., 1989). Se descartó 
la oxidación con nitrobenceno porque los resultados pueden ser 
ambiguos, en el sentido que unidades aromáticas diferentes 
producen los mismos residuos, dificultando el análisis de los 
resultados (Lapierre y cois., 1988). A la vez, el método de 
oxidación con permanganato ha sido utilizado para caracterizar 
APPL (Crawford y cois.,
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descartó el uso de esta técnica porque aparte de ser 
extremadamente lento y laborioso, sólo permite el procesamiento 
de una muestra a la vez, lo cual era totalmente inadecuado para 
este trabajo. La acidólisis, al igual que la tioacidóli sis, 
presenta la ventaja de preservar la estructura de los residuos 
feni 1 propanoieos (C^Cs) , -facilitando asi el análisis de los 
resultados. Sin embargo, en la acidólisis los rendimientos son 
más bajos y los perfiles cromatográfi eos son mucho más complejos, 
lo cual dificulta su interpretación (Lapierre y cois., 1985). F'or 
estos motivos, se eligió la tioacidóli sis para analizar la 
fracción aromática de la 1 i gnocel ul osa y de los APF'L derivados de 
ella.

La tioacidóli sis fue desarrollada recientemente por un 
grupo de investigadores franceses. Consiste en una solvólisis 
ácida con BFs (ácido) y etanotiol (nuc1eófi 1 o), 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 monómeros sustituidos (tioeti 1 ados) que 
mantienen la estructura feni 1 propanoica de la unidad original, 
permitiendo evaluar la abundancia relativa de residuos siringilos 
(8 ), guaiaci los (G) y p—hidroxifeni 1 os (H) presentes en la 
lignina. Las proporciones relativas de los diasteroisómeros 
correspondientes a estos residuos reflejan la composición 
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
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análisis de muestras poco lignificadas (Rolando y cois., 1989; 
Lapierre y cois., 1988). Por esta razón se ha empleado con éxito 
en el análisis de muestras de madera de coniferas o gimnospermas 
(softwood), de especies arbóreas de hojas caducas (hardwood) y de 
1ignocelulosas de pastos (Rolando y cois., 1989; Lapierre y 
cois., 1988). La solvólisis se realiza en medio anhidro 
utilizando dioxano como solvente, con lo cual se evita la 
formación de carbocationes que en la acidólisis catalizan 
condensaciones secundarias indeseables, disminuyendo el 
rendimiento de la reacción (Lapierre y cois., 1985). Otra ventaja 
de esta técnica es que la recuperación relativa de residuos 
siringilo es más alta que en la acidólisis, permitiendo la 
obtención de resultados más exactos con respecto a la abundancia 
relativa de los distintos residuos H, G y S (Lapierre y cois., 
1986a). Al igual que la acidólisis, permite el análisis de varias 
(7-16) muestras en forma simultánea.

El uso de una columna capilar de CF'SIL 5B, Chrompack, de 
25 ó de 50 m de largo para cromatografía gaseosa es esencial para 
el análisis preciso de los monómeros tioacidolizados. Los 
primeros trabajos publicados con esta técnica mencionaron también 
la posibilidad de analizar dichos monómeros mediante HPLC 
(Lapierre y cois., 1986a). En base a este antecedente y a la 
disponibilidad de cromatografi a liquida en nuestro laboratorio, 
se intentó evaluar las muestras obtenidas mediante HPLC. Este 
intento no fue suficientemente informativo debido a la falta de 
resolución del sistema. Ninguno de los trabajos más recientes en 
que se utiliza la técnica de tioacidóli sis mencionan el uso de 
HPLC para el análisis de las muestras. Debido a que con los
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medias disponibles en el pais no -fue posible montar la técnica, 
los análisis -fueron realizados en colaboración con la Dra. 
C. Lapierre, de Grignon-Thiverval, Francia.

Los resultados obtenidos al analizar la 1 ignocelulosa de 
trigo y su producto solubilizado por S. viridosporas T7A indican 
que ambos contienen una proporción relativa de los tres residuos 
carácteristica de las 1 ignocelulosas de pastos. Sin embargo, el 
porcentaje de residuos H, G y S es bajo comparado con valores de 
3. i gnocel ul osas de otras fuentes (Ver Tablas 2 y 3). Una posible 
explicacioñ para ello puede ser que la proporción de lignina de 
ambas muestras sea menor que la encontrada en otros vegetales 
equivalentes. También podría ser que la proporción de lignina 
condensada en la 1 i gnocel ul osa 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 señales fuertes de carbohidratos y escasas de lignina <C. 
Lapierre, comunicación personal). Un análisis mediante NMR de 
protones de AF'F'L mostró también señales prominentes de hidratos 
de carbono y muy débiles de compuestos aromáticos, sin embargo, 
este resultado puede atribuirse parcialmente a la baja resolución 
del equipo empleado. Asi mismo, en los cromatogramas obtenidos en 
la tioacidóli sis, las señales de derivados de hidratos de carbono 
son muy significati vas. Por otra parte, parece ser que las 
lignocelulosas de pastos son más condensarías, o sea que contienen 
una proporción mayor de enlaces distintos a F-0-4 que son 
resistentes a la tioacidoli sis (Lapierre y cois., 1986). Es 
necesario agregar que la 1 ignocelulosa utilizada en este trabajo 
provino de la planta completa, exceptuando sólo los granos y 
raíces. En las publicaciones de otros autores no se índica si se 
empleó toda la planta o sólo parte de ella, por ejemplo, el
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tallo. Esto es un factor que incide en el grado de 1 ignificación 
encontrado.

El resultado más relevante que muestran los estudios 
comparativas de 1 ignocelulosa y AF’F’L mediante la técnica de la 
ti oaci i dól i si s es un menor contenido de residuos guaiacilicos (G) 
en el polímero soluble que en la 1 ignocelulosa. Esta observación 
permite distintas interpretaciones. Una posibilidad es que dicha 
variación en G seria simplemente un reflejo de la heterogeneidad 
estructural de la lignina en la 1 i gnocel ul osa. Los AF'F'L se 
originarían mayor itariamente de la pared secundaria que presenta 
una lignina de estructura distinta a la lignina de la lámina 
media. Una alternativa, por cierto más atractiva, es que la 
disminución de residuos G se deba a una acción directa de la 
bacteria filamentosa sobre el sustrato. Se propone que S. 
viridosporus podría oxidar los C cv de los residuos aromáticos 
periféricos de la lignina. Existen antecedentes en la literatura 
que el 40 7. de los residuos G, pero sólo el 6 7. de los residuos 
S, se encuentran en la periferia del polímero aromático (Lapierre 
y cois., 1988a). F'or otra parte, la oxidación de los afecta a 
la tioacidóli sis, de modo que en vez de recuperar derivados de 

esti’ uctura C 3C¿», 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 las muestras 
de 1 i gnocel ul osa y de AF’F'L se advierte? que ambos sustratos son 
si gn i f i cat i vamente diferentes y que estos (Ultimos contienen menos 
residuos guaiacilicos que el sustrato del cual provienen. Esto 
significa que existiría un aumento relativo de grupos siringilo 
en los AF’F'L y en consecuencia de anillos aromáticos metoxilados 
en el sustrato. Crawford encontró que los AF’F’L producidos por S.
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i'iridosporus T7A a partir de 1 ignocelulosa de maíz están 
enriquecidos en grupos pol i -f enól i eos (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 
carácterIsticas especificas de cada sustrato. Desgraciadamente, 
aún no hay datos acerca de la composición de la 1 ignocelulosa de 
maíz obtenidos mediante tioacidóli sis.

Las muestras t i oaci dol i zadas de AF'PL fueron analizadas 
también mediante cromatografi a gaseosa acoplada a espectrometr 1 a 
de masas. El registro obtenido muestra una señal fuerte para 
residuos derivados de ácido ferálico, como se comprobó por su 
patrón de fragmentación. Se ha visto que en 1 ignocelulosas de 
pastos se encuentran ácidos fenólicos como el ácido ferálico y el 
ácido cumárico (Higuchi, 1985; Lapierre y cois., 1988). El ácido 
cumárico se encuentra unido en un 93 '/. mediante enlaces áster 
(Scalbert y cois., 1985). El ácido ferálico en cambio 
mayoritariamente forma enlaces éter con la lignina y 
simultáneamente está est. orificado a las hemi cel ul osas, 
produciendo entrecruzamientos entre ambos polímeros (Scalbert y 
cois., 1985, 1986). Aparentemente esta carácterIstica del ácido
ferálico de unirse tanto a la lignina como a las hemicelulosas da 
cuenta de la alta solubilidad en álcali de las 1 ignocelulosas de 
gramíneas y también de su baja biodigestibi1 i dad (Scalbert y 
cois., 1985). El hallazgo de niveles importantes de ácido 
ferálico en los AF’PL es interesante, puesto que su presencia 
podría contribuir en forma significati va a la propiedad de los 
AF'F'L de ser solubles en álcali y precipitar en medio ácido. En la 
sección 1.1. de Resultados se indicó que S. viridosparus T7A no 
metabaliza ácido ferálico, lo que es compatible con la presencia 
de este compuesto en los AF’F’L.
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discutir su participación en este proceso a la luz de los 
resultados presentados aquí.

I anrttai én es posible que los AF'F'L se liberen en forma 
pasiva de la 1 ignocelulosa, como consecuencia de la acción de 
las poli sacaridasas. Se ha estudiado la correlación entre las 
actividades de celulasas y xilanasas, y la sol ubi 1 ización de 
1ignocelulosas. Con mutantes de S. viridosporus T7A
sobreproductoras de APPL. se ha visto una correlación entre los 
niveles de celulasas y la producción de APPL. (Crawford y cois., 
1984; Deobald y Crawford, 1987), aunque óste no es el caso de 
7. mesophi1 a (McCarthy y cois., 1986; Masón y cois., 1988).

Experimentos recientes indican que la actividad 
sol ubi 1 izadora de 1 ignocelulosa en S. cyaneus corresponde a una 
sola proteina de peso molecular de alrededor de 20,000 D (Masón 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. viri dos poras.

Acción de bacterias no filamentosas sobre compuestos aromáticos 
simples.

Como se describió al comienzo del capitulo 3 de 
t ados, las cepas aisladas en fuentes de carbono distintas de 

APPL presentaron un crecimiento más discreto en este sustrato que 
las cepas aisladas directamente en este polímero. Esta 
observación es válida tambión para las dos cepas carácterizadas 
en el laboratorio que rompen dimeros de lignina. Nuevamente se 
llega a la conclusión que la fuente de carbono utilizada en el 
aislamiento inicial es determinante en cuanto a la versatilidad 
metabólica de las cepas seleccionadas. Trabajos sistemáticos
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realizados por nuestro grupo de investigación ya habían
demostrado que las propiedades de una determinada. cepa guardan 
relación con la complejidad estructural de la -fuente de carbono 
utilizada, en su aislamiento original (González y cois., 1986).

Por otra parte, la capacidad de metabolizar polímeros 
ciertamente no se contrapone con la. de degradar compuestos 
aromáticos simples. Por ejemplo, se ha descrito una cepa de 
Xanthomonas que mineraliza parcialmente DHPs y 1 ignocelulosa de 
trigo marcada en la porción aromática, como también ácidos 
benzoicos y feni 1propanoieos (Kern, 1984).

Se ha planteado en numerosas oportunidades que los 
conocimi entos básicos adquiridos en relación a la versatilidad 
metabólica de las diferentes cepas bacterianas podría aplicarse 
en la construcción de cepas recombinantes que presenten una mayor 
eficiencia frente a uno o más sustratos. Por esta razón es 
importante establecer si las enzimas involucradas en la
degradación de estos compuestos aromáticos simples relacionados 
y/o derivados de lignina son codificadas por genes cromosomales o 
plasmidiales. Como se sabe, los microorganismos procar ióti eos 
poseen un genoma reíativamente pequeño y poco complejo si se les 
compara con eucariontes, lo cual los hace muy atractivos para 
eventuales manipulaciones genéticas. Además, estas técnicas se 
han desarrollado princi pal mente para bacterias. La presencia de 
genes plasmidiales para dichas funciones metabólicas facilitaría 
enormemente la manipulación 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 fue 
posible establecer si dichos elementos extracromosomales están o 
no involucrados en la metabolización de los sustratos aromáticos.



152

Cabe hacer notar que las técnicas de curación y conjugación se 
han desarrollado principalmente para £, col i y especies 
relacionadas. Su aplicación a Pse adornan as es aCm relativamente 
difícil y no está bien estandarizada. Como se ha mencionado, sólo 
recientemente otros investigadores han logrado comprobar la 
existencia de plasmidios catabólicos que determinan la 
degradación de ácido cinámico y ferCilico en cepas de Pseudomonas 
(Andreoni y Bestetti, 1986, 1988). Hasta la fecha no se ha
utilizado tecnología de DNA recombinante para conferir un mayor 
potencial metabólico frente a compuestos relacionados con la 
1 i gn i n a .

Metabolismo de APPL.

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

La degradación de un sustrato complejo y heterogéneo como 
son las 1 ignocelulosas y también los APPL, exige la partici pación 
de una serie de actividades enzimáticas diferentes, las que no 
necesari amente deberían encontrarse en un mismo microorganismo. 
En este sentido, es sintomático 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 más especies para la metabolizacifin de compuestos 
tóxicos y/o muy difíciles de metabolizar (Slater y Lovatt, 1984; 
Omori y cois., 1987). Probablemente la asociación de especies 
diferentes para formar comunidades microbiológicas sea una 
estrategia general para degradar sustratos complejos en la 
naturaleza.

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

Los análisis mediante técnicas físico-químicas de los 
APPL recuperadas después de ser incubados con las diversas cepas 
no mostraron cambios significativos con respecto a los controles 
sin inóculo. Como se describió en el capitulo correspondí ente, no 
se observaron despolimerizaciones, decoloraciones ni tampoco 
polimerizaciones del sustrato. Estos resultados en realidad no 
son sorprendentes, puesto que para que ocurran modificaciones de 
este tipo, las bacterias debieran poseer la capacidad de atacar 
un polímero tridimensional, estereoirregular y que contiene un 
gran número de enlaces y anillos aromáticos diferentes. La 
peroxidasa de lignina de P . chrysospor ium es capaz de actuar 
sobre la lignina porque posee justamente un mecanismo de acción 
inespecifico que permite atacar esta gran variedad de estructuras 
<Tien, 1987). Por el contrario, los trabajos realizados con 
bacterias muestran en general que su acción es relativamente 
especifica (Vicuña, 1988; González y cois., 1986). Por ejemplo,
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la enzima de P. f.l uorescens Biovar I A» que rompe el enlace P— l 
en determinados compuestos modelo de lignina es intracelular y 
muy especifica en cuanto a los requerimientos estructurales del 
sustrato (González, 1988; González y Vicuña, 1989).

En este trabajo se decidió analizar los espectros de 
■fluorescencia de los AF'F'L para determinar posibles modificaciones 
introducidas en el sustrato por acción bacteriana. Este tipo de 
espectro generalmente es más sensible y especifico que otros 
métodos espectroscópieos, porque en múltiples casos presenta 
picos pequeños (fine-structure) que puede dar información acerca 
de la estructura del compuesto en estudio (Guilbault, 1973). 
Además, como se mencionó en Resultados, la mayoría de los 
compuestos aromáticos fluorescen, y cambios en los sustituyentes 
del anilla afectan su f 1uorescenci a (Guilbault, 1973). En este 
caso no se detectaron cambios en los espectros de emisión luego 
de incubar con las diferentes bacterias, lo cual probablemente 
significa que los cambios a nivel de sustituyentes del anillo no 
fueron masivos. Los espectros de emisión se registraron en 
presencia y ausencia de oxigeno, porque está descrito que en 
muchos compuestos el oxigeno hace disminuir la fluorescencia 
(Guilbault, 1973).

A pesar que las cepas bacterianas mencionadas no 
despol i mer i zan o consumen cuantitativamente a los AF'F'L, el 
crecimiento observado involucra necesariamente modificaciones de 
algún componente del sustrato. Como se demostró mediante los 
análisis de hidratos de carbono, dos de las cepas aisladas en 
AF'F’L consumen algunos azúcares en el sustrato, según un patrón 
especifico para cada especie. Otras cepas producen variaciones en 
la porción aromática que son estadísticamente significati vas con 
respecto al control sin inóculo. Por ejemplo, la cepa Pseudomonas
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b. 21 y el cultivo mixto Via consumen uno o más azúcares de las 
hemicelulosas, pero no producen variaciones apreciables en la 
porción aromática del sustrato. En cambio la cepa Pseudomonas 
B=>3 no degrada los componentes glucidicos de los AF'F'L, pero si 
se observan cambios a nivel de la composición de residuos 
aromáticos. La cepa de referencia P. f1uorescens Biovar I Ai, 
que metaboliza compuestos modelo de estructura P- 1  y F-0 -4 , 
produce también cambios significati vos en la porción aromática 
del sustrato. Estos resultadas permiten concluir entonces que en 
lineas generales, las cepas sel ecc i onadas en AF’PL consumen uno u 
otro componente del sustrato, segón sus capacidades rnetabólicas 
individuales. Llama la atención que ninguna cepa produjo
simultáneamente modificaciones estadísticamente significati vas en 
ambos componentes del sustrato.

Las caracteristi cas de los diversos cultivos con respecto 
a su capacidad de metabolizar monosacáridos, hemicelulosas, 
celulosa, compuestos aromáticos simples y diversos modelos 
diméricos de lignina incluidos en este trabajo se complementan 
relativamente bien con los resultados obtenidos de las mediciones 
directas en los AF'F'L incubados con las diversas cepas. Ninguno de 
los cultivos es capaz de crecer en las diferentes preparaciones 
de celulosa, lo cual es concordante con los niveles de glucosa 
encontrados en los AF'F’L al término de las incubaciones con 
baterias. El consumo de monosacári dos y las diversas
hemicelulosas por parte de las cepas que muestran un mejor 
crecimiento en AF'F'L es consistente con los resultados obtenidos 
mediante el análisis de los acetatos de al di toles iPseudomonas 
Es:» y el consorcio Via). La correlación no es clara en el caso 
de Pseudomonas B=>3 , que no consume significativamente azúcares 
de los AF'F'L, ni metabol iza monosacáridos, pero aparentemente si
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podría modificar hemicelulosas, aón cuando no las utilice como 
fuente de carbono. Las diferencias encontradas entre lo observado 
en AF'F'L y en las hemi cel ul osas pueden deberse a las propiedades 
de cada preparación comercial de éstas, que provienen de 
diferentes especies vegetales. Puesto que no se dispone de más 
conocimientos de la estructura de las hemi cel ul osas en los AF'F'L, 
es muy difícil profundizar en este análisis o proyectar 
resultados obtenidos con un sustrato de estructura desconocida. 
F'or ejemplo, la accesi bi 1 i dad de un mismo tipo de residuos puede 
ser muy variable en cada uno de los diferentes sustratos, 
dependiendo entre otros factores, del grado de ramificación que 
presenten. Por otra parte, se desconoce el largo de cadena de los 
pol isacáridos presentes en los AF'F'L, lo cual también podría 
influir en forma importante.

Los análisis de la porción aromática de los sobrenadantes 
de los cultivos con AF'F'L también muestran efectos bacterianos 
interesantes. El nümero de casos analizados de cada muestra 
permite hacer un buen análisis estadístico. Sin embargo, los 
valores obtenidos para los distintos residuos (G y S) son menores 
a los observados por los AF'F'L sin incubar. Aparentemente, ésto se 
debe al gran contenido de sales de dichas muestras, las que 
provienen del medio de cultivo bacteriano. Debido a la posible 
liberación de oligómeros aromáticos al medio en el transcurso de 
la incubación, no es recomendable dializar estas muestras antes 
de someterlas al proceso de 1 iofi 1 ización. Actualmente se 
desconoce el efecto de altas concentraciones de sal sobre la 
tioacidóli sis. Además, la trimeti 1 si 1 i 1ación de muestras 
tioacidolizadas parece ser menor o más dificultosa en presencia 
de sales. Cualquiera de estos dos factores o la combinación de 
ambos serian los responsables de los bajos valores obtenidos.
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La tioacidóli sis muestra que los cultivos de Via y 
Pseudomonas Esi no alteran la porción aromática de los APF'L, lo 
que está de acuerdo con la incapacidad de estas cepas de romper 
dimeros. Sin embargo, la cepa Pseudomonas B =»3 produce una 
disminución 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 I Ai presenta una gran versatilidad para 
metabolizar compuestos modelo de lignina, lo cual se ve reflejado 
en los resultados de tioacidóli sis. No se obtuvieron cambios 
estadísticamente significati vos en los porcentajes de residuos G 
y S recuperados después de una incubación 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 lógico 
pensar que cambios a nivel de sustituyentes del anillo también 
puedan reflejarse en los porcentajes recuperados de cada tipo de 
residuo. De este modo podrían explicarse cambios en la
composición aromática aün cuando no exista ruptura de enlaces 
intermonoméri eos. También podrían ocurrir modificaciones de la 
cadena alifática de los residuos, alterando la susceptibilidad de 
la estructura feni 1 propanoica a la ruptura por tioacidóli sis. 
Además, es necesario tener en cuenta que todos los compuestos 
aromáticos se ensayaron como única fuente de carbono en el medio 
de cultivo. Podría darse el caso de una cepa capaz de modificar 
un compuesto de este tipo, pero que no pudiera utilizarlo para su 
desarrollo. En resumen, los resultados obtenidos indican que la 
versatilidad de las diversas cepas para metabolizar dimeros, 
monómeros, monosacári dos y polisacári dos poseen un valor
indicativo, aunque no absoluto, del efecto de cada una de 
cepas sobre los APF'L.
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En este contexto es oportuno mencionar que en el rumen de 
ovejas y bovinos alimentados con pastos se han encontrado 
polímeros solubles -formados por material polifenólico 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 
polímeros 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 distribución bimodal, siendo
parcialmente excluidos en una columna de Sephadex G-50. La 
composición 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. Además contienen un porcentaje de nitrógeno 
comparable al encontrado en APPL (4,33 y 2,02 7., 
respectivamente). Los datos presentados son muy sugerentes, en el 
sentido que existiría también en este sistema un residuo 
importante de 1 ignocelulosa de pastos resistente a la 
biodegradación bacteriana. Ambos complejos son químicamente 
heterogéneos y presentan características físico-químicas 
si mi 1 ares.

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

Por óltimo, nos interesó 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 exclusión en gel, se pudo comprobar que G. 
appl anata?» no modifica sustancialmente los APPL adicionados a
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cultivos con micelios desarrollados. En las mismas condiciones de 
cultivo se observó decoloración de Azul de Remazol, lo que es 
indicativo de que el hongo excreta oxidasas al fluido 
extracelular. Otros investigadores han detectado lacasa en 
cultivos de G, applanatum (E. Agosln y M. Cotorás, comunicacioñ 
personal). En forma posterior a los experimentos aqui
presentados, ellos han encontrado que la lacasa es secretada 
durante los primeros dias de crecimiento del microorganismo y 
luego disminuye hasta desaparecer al séptimo dia. En las 
incubaciones con APPL se buscó lacasa y peroxidasa sin detectarse 
actividad. Cabe mencionar que si bien los cultivos con APPL se 
iniciaban cuando el hongo ya llevaba ocho dias de crecimiento, la 
masa miceliar continuaba aumentando por varias di as más. La 
actividad de ligninasa en esta especie ha sido buscada 
insistentemente por dos grupos de investigación la han (E. Agosin 
y A. González, comunicación personal). Recientemente, luego de 
finalizar el trabajo experimental de esta tesis, se logró 
detectar Mn-perox idasa en G. appl anat-um <M. Cotoras y E. Agosln, 
comunicación personal).

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

■
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mi croorganismo 1 igninoli tico por excelencia.
Utilizando preparaciones concentradas de peroxidasa de 

lignina de P, chrysospor i uro se encontró que en presencia de 
peróxido de hidrógeno la ligninasa no afecta a los APPL ir? vitro. 
Esta observación se repitió aú.n al prolongar las incubaciones 
durante una hora o más, y coincide con resultados no publicados 
de otros autores (R. Crawford, comunicación personal ) . Tampoco se 
detectó algón cambio al variar la concentración de Ha0 2, 
Recientemente se publicó 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 hipótesis planteada con respecto a 
una degradación de AF'F'L por acción de bacterias no filamentosas 
ha resultado cumplirse sólo parcial mente. Una fracción importante 
del sustrato aparentemente sigue intacta. Asimismo, los datos 
mostrados en relación a hongos sugieren que tampoco ocurre una 
despolimerización del material soluble derivado de 1 ignocelulosa. 
El hecho que los APPL sean fundamentalmente refractarios a hongos 
y bacterias otorga una mayor importancia relativa a las bacterias 
en la lenta disgregación de residuos derivados de 1 ignocelulosa. 
El conjunto de estos resultados nos vuelve a enfrentar a la 
pregunta inicial respecto al destino final de los APPL.

Como ya se mencionó en la Introducción, los actinomicetes 
están involucrados en la formación de humus. Este componente de 
difícil definición de los suelos está formado principalmente por
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ácidos hfionicos y polisacáridos. Los ácidos húmicos a su. vez son 
complejos polímeros de -fenoles y ácidos benzoicos unidos a 
péptidos, azúcares y otros compuestos al ifáticos y aromáticos 
(Martin y Haider, 1980). Sugerentemente, el polímero solubilizado 
por acción de 7. mesophi1 a sobre 1 ignocelulosa de trigo presenta 
una gran similitud con los ácidos húmicos, especialmente en lo 
que respecta a análisis elemental y su carácter insoluble en 
medio ácido (McCarthy y cois., 1986). Aunque no hay evidencias 
concretas, se podría especular que el destino final de los AF'F’L 
serla formar parte del humus propiamente tal. Una forma de 
comprobar esta hipótesis consistiría en preparar AF'PL marcados 
con un isótopo radiactivo, incubarlos con muestras de suelos (o 
en experimentos en terrena) y cuantificar su recuperación en la 
fracción de ácidos húmicos al término de incubaciones
prolongadas, del orden de semanas o 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
biodegradación de los APF'L. En primer lugar, es útil tener 
presente que es muy posible que sean varios los microorganismos 
que actúen sobre el sustrato en estudio, ya sea en forma 
simultánea o alternada. De ser éste el caso, el efecto individual 
de cada cepa sobre el sustrato puede ser mínimo. Cada uno de los 
integrantes del sistema actúa sólo en una etapa especifica, 
realizando modificaciones limitadas difíciles de detectar. En 
segundo lugar, el carácter refractario de los AF'F'L generados (y 
de la lignina en general) hace recomendable pensar en la 
dimensión temporal del proceso de su biodegradación. Algunas 
etapas pueden ocurrir en forma rápida, mientras que otras podrían
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requerir un periodo de tiempo que di f i ere en órdenes de magnitud 
de las primeras.

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

■
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