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Resumen: Se determinaron las actividades enzimaticas de la celulasa, ligninoperoxidasa y manganeso
peroxidasa en los extractos obtenidos del aserrin tropical en el que creci6 el hongo Lentinusedodes con el objetivo
de determinar los periodos de mayor generacién de las mismas. Los extractos presentaron mayor actividad
enzimatica celulolitica. La mayor produccion de actividad enzimatica celulolitica se present6 en el dia de la
primera cosecha, la actividad manganeso peroxidasica mayor se dio en los periodos de induccién. No se
encontraron valores de actividad ligninoperoxidasica representativos. Se almacenaron los extractos a
temperaturas: ambiente (15 °C), 3 °C y -14 °C, para determinar estabilidad. La mayor estabilidad se obtuvo en
congelacién.
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Abstract: Cellulase, lignin peroxidase and manganese peroxidase enzyme activities were determined in extracts
produced by Lentinusedodes which was grown in sawdust to determine the periods of the highest generation of
enzyme activities. The extracts showed higher cellulolytic enzyme activity being the first day of harvest the one in
which the maximum value was obtained. Manganese peroxidase activity showed the best production during the
induction periods. Ligning peroxidase showed no activities during the whole process. The extracts were stored at:
room temperature (15 °C), 3 °C and -14 °C to assess their stability, being — 14 °C the best condition to maintain it.
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1. INTRODUCCION

Los hongos de podredumbre blanca, son aquellos que crecen
en sustratos lignoceluldsicos como la madera y la paja;
secretan una mezcla de enzimas que despolimerizan los
componentes de sustratos celuldsicos [18].Uno de los papeles
mas importantes de los hongos en los ecosistemas es la
degradacion de la lignina y la celulosa, los dos componentes
principales de la pared celular de las células de plantas
[12].Debido a la capacidad del Lentinusedodes de degradar la
lignina, que es dificil de romper en la naturaleza, se emplea
en procesos de biorremediacion de contaminantes
recalcitrantes. Asi mismo, se han desarrollado estudios para
la obtencion de enzimas celuloliticas[6], las mismas que
tienen usos en varias industrias, como la de alimentos y la
textil. [1][22].

La obtencibn de metabolitos a partir de procesos
fermentativos, se ha visto potenciada por las tendencias
actuales de buscar tecnologias amigables con el ambiente.
Por esta razon, el estudio del aprovechamiento de todala
potencialidad del cultivo de hongos cobra importancia. La

obtencion de hongos comestibles no solamente es una
alternativa de uso de desechos agroindustriales que da como
resultado un producto alimenticio, el hongo, y un sustrato
degradado que puede emplearse como  abono;
adicionalmente, el recuperar las enzimas generadas por los
hongos durante el proceso fermentativo resultaria en un
beneficio adicional del cultivo de hongos, al tener un
producto de alto valor agregado.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1Materiales

Se utiliz6 una cepa de Lentinusedodes proporcionada por el
Laboratorio de Bioprocesos de la Escuela Politécnica
Nacional. Se utiliz6 aserrin de maderas tropicales obtenido de
la empresa Endesa-Botrosa. El trigo se adquirio en el
mercado local.

Los reactivos empleados fueron: Acetato de Sodio (analitico
99% pureza), Agua Oxigenada(analitico 30%), Hidréxido de
Sodio (analitico 99% pureza) de Merk; Acido Acético
(analitico 99% pureza), DNS (analitico 99% pureza), Tartrato
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de Sodio (analitico 99% pureza) de Sigma; Tartrato de Sodio
y Potasio (analitico 99% pureza), Bisulfito de Sodio
(analitico 99% pureza), de Fischer Scientific, Acido Citrico
(técnico 99% pureza), Albumina de huevo (técnico) de JT
Baker, Acido Tartarico (analitico 99% pureza), Fenol
(analitico 99% pureza) de BDH Laboratories; Alcohol
Veratrilico de  Aldrich  (analitico 99%  pureza),
Carboximetilcelulosa (técnica 67% pureza) de

HiMediaL aboratories, Malta Agar (analitico 99% pureza) y
PlateCount Agar (analitico 99% pureza ) de Difco TM.

2.2 Caracterizacion del rastrojo del aserrin

Se determind el contenido de celulosa, lignina, resinas, ceras
y grasas del aserrin utilizado en la fermentacion. Se
analizaron muestras de aserrin correspondientes a la muestra
original, el aserrin fermentado de la primera cosecha y el
aserrin fermentado después de la segunda cosecha del hongo.
Las muestras fueron analizadas en el laboratorio de Pulpa y
Papel de la Escuela Politécnica Nacional. Se sigui6 la
metodologia descrita en el Manual sobre la Fabricacion de
Pulpa y Papel de Grant[8] y las normas TAPPI-T-13-0s-54
para determinacion de lignina, TAPPI-T-17-m-55 para
celulosa, y TAPII-T-6-0s-59 para resinas y ceras.

2.3. Preparacion del in6culo del hongo Lentinusedodes

Se realiz6 una duplicacidon en cajas Petri con Malta Agar y se
incubd por 30 dias a 28 °C, hasta que el micelio cubrié todo
el medio de la caja [5].Para el cultivo del hongo
Lentinusedodes en frascos, se colocé 110 g de trigo seco y
132 mL en frascos de 250 mL. Se taparon y esterilizaron en
un autoclave marca New Brunswick, modelo AE15-10 a 121
°C por 20 minutos. En una camara de flujo laminar, se
inocul6 cada frasco con el 10% de hongo obtenido de las
cajas petri; los frascos se cerraron sin ajustar completamente
la tapa, y se llevaron a una estufa marca Boekel Industries
INC Model 132000 a 28 °C por 30 dias, hasta que el micelio
cubrié todo el trigo. Estos fueron los indculos con los que se
realiz6 la siembra en las fundas.

2.4 Preparacion del sustrato de aserrin y crecimiento del
hongo

El aserrin, colocado en sacos fue esterilizado en agua a 90 °C,
por un periodo de 4h.

El aserrin se colocé sobre una mesa de acero inoxidable
previamente desinfectada, y fue introducido en fundas
plasticas de 17,78 x 25,40 cm (7 x 10 pulgadas) junto con el
inéculo del hongo en una relacion de 15% en peso. El peso
total de las fundas fue de 300 g. Las fundas se cerraron con
cinta adhesiva. Se prepararon 140 fundas por cada corrida.
Las fundas inoculadas se llevaron a la cdmara oscura donde
estuvieron cerradas hasta el tercer dia después de la siembra,
en este dia con la ayuda de un bisturi estéril se realizaron dos
perforaciones de 2x2 cm en la parte superior de cada funda,
una a cada lado. La aireacion y humidificacién de la

camarase realizd desde el primer dia con el objetivo de
mantener la humedad sobre el 80%; la temperatura ambiental
oscil6 entre los 16 y 20 °C [2].

Una vez que el micelio cubrié por completo el sustrato se
retird la funda plastica y el sustrato cubierto de micelio se
colocd en bandejas con agua a temperatura ambiente durante
dos dias, con el fin de inducir el aparecimiento de los
primordios[2].Este proceso se repitié después de la primera
cosecha, para inducir el aparecimiento de los segundos
primordios.Las fundas con los primordios se llevaron a la
camara clara-oscura y se continud con el riego y la aireacion
diaria, para mantener condiciones de humedad y temperatura.
La cosecha se realizé en los dias en los cuales se observé un
desarrollo completo del cuerpo fructifero. Se realizaron dos
cosechas.

Los rendimientos biologicos del hongo se determinaronal
dividir el peso del hongo cosechado de cada funda, para el
peso del sustrato seco en esa funda. Este resultado se expreso
en porcentaje.

2.5 Muestreo y obtencidn de los extractos enziméticos

El proceso fermentativo se realiz en tres corridas, en cada
corrida se trabajé con dos grupos. Para cada grupo en cada
corrida, desde el dia de la siembra del hongo en fundas, hasta
las cosechas de los hongos, se muestrearon 2 fundas diarias, 2
veces por semana. Se escogieron las fundas al azar, y se
homogenizé su contenido. Para la determinacion de cada
actividad enzimatica se pesaron 45 g de sustrato fermentado
homogenizado y se colocaron en un erlenmeyer de 250 mL
de capacidad con 75 mL de la solucion buffer
correspondiente a cada ensayo. Se colocaron los erlenmeyers
en unshaker marca NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC N.B.S
por 30 minutos, el contenido de cada erlenmeyer se filtro al
vacio y se centrifugé a una velocidad de 1350xg en una
centrifuga marca THERMO modelo IEC HN SII. En el
extracto obtenido se determinaron las actividades enzimaticas
y se expresaron en Unidades Internacionales(Ul). La Ul se
define como la cantidad de enzima que cataliza la
transformaciéon 1 pmol de sustrato por minuto bajo las
condiciones de la reaccion [4].

2.6 Determinacion la actividad enzimatica celulolitica

La actividad celulolitica se determin6 segln el método de
Miller, descrito en el trabajo de Ghose[9]. Se utilizd6 como
sustrato una solucion de carboximetilcelulosa al 2% en
solucion buffer de citrato de sodio 0,05 M pH 4.8. Se
agregaron 0,5 ml de extracto enzimatico a un tubo de ensayo,
de al menos 25 ml de capacidad. Se agregaron 0,5 ml de la
solucion sustrato y se incub6 30 min en un bafio maria marca
Cole ParmerPolystad Modelo 1200-00 Circulator, a 50 °C. Se
agregaron 3,0 ml de reactivo DNS y se coloc6 en agua en
ebullicién por 5 min. Para detener la reaccion se enfriaron los
tubos colocandolos bajo agua fria. Se agregaron 20 mL de
agua destilada y se mezclé el reaccionante con el agua
destilada.Para preparar el blanco de reactivos se sustituyeron
0,5 mL de extracto enzimatico por 0,5 mL de solucion buffer
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de citrato de sodio 0,05 M (pH 4,8). Para corregir los
azUcares presentes en el extracto enzimatico y preparar las
muestras de blanco de muestra, después de agregar DNS se
agregd el extracto enzimatico.Se midid la absorbancia a 540
nm en un espectrofotometro marca Labomed. Inc. Spectro
UV-VIS DoubleBeam UVD 3500. La concentracion de
azlcares reductores se calculo mediante la ecuacion de
regresion, cuyos datos se obtuvieron de una curva patron con
D-glucosa anhidra, cuyo rango de concentracion fue de 0,17
alglL.

2.7 Determinacion la actividad enzimatica
ligninoperoxidasica
La actividad ligninoperoxidasica fue medida

espectrofotométricamente [23] [24]. En un tubo de ensayo
con rosca de 10 mL de capacidad se colocaron: 1 mM de una
solucién de tartrato de sodio con pH de 3,0; 0,5 mL del
extracto enzimatico, 2 mM de alcohol veratrilico, 0,1% de
Tween 80 y 4 mM de peroxido de hidrégeno. El volumen
final fue de 10 mL y la mezcla contenida en los tubos se dejo
reaccionar en un bafio Maria marca Julabo SW22 a 30 °C por
60 minutos.

Se prepar6 un blanco de muestra sin adicionar peroxido de
hidrégeno. Para el blanco de reactivos, el blanco de muestra 'y
las respectivas muestras de extractos se leyo la absorbancia a
310 nm(e = 9300 M em™).

2.8 Determinacion del perfil de la actividad enzimatica
manganeso peroxidésica

La actividad manganeso peroxidasica fue medida,
espectrofotométricamente, de acuerdo con Lopeset al. [13].
En un tubo de ensayo de 10 mL se colocd: 0,1 mL de buffer
acetato de sodio 0,1 M (pH 4,5), 0,05 mL de una solucién de
MnSO, 2 mM, 0,20 mL de una solucién de albimina al 0,5%
y 0,05 mL de una solucién de H,O0, 2 mM en buffer de
fosfato de sodio 0,2 M (pH 8,0). La mezcla se dejé reaccionar
en un bafio maria a 30 °C por 10 min. Se detuvo la reaccion
con adicién de 0,04 mL de una solucidon de NaOH 2 N. Para
cada muestra se preparé un blanco sin la adicion del peroxido
de hidrégeno. De cada muestra y blanco, correspondiente, se
ley6 la absorbancia a 610 nm (e = 22000 M em™).

2.9 Evaluacion de la estabilidad de los extractos enzimaticos

Para evaluar la estabilidad de los extractos enzimaticos con
actividad enzimatica celulolitica y manganeso peroxidasica,
se preparé una muestra compuesta formada por los extractos
obtenidos en los dias de mayor generacion.El volumen total
de extracto compuesto bien mezclado fue distribuido en tubos
de 10 mL. Se elaboré un total de 45 tubos, que fueron
distribuidos de la siguiente manera, 15 tubos a temperatura
ambiente promedio de (15,5 °C), 15 tubos en refrigeracion (3
°C) y los otros 15 en congelacion (-14 °C).

La actividad enzimética de los extractos se determind cada 2
dias, durante un periodo de 30 dias. Todos los extractos

fueron filtrados a través de papel filtro, previamente a la
determinacion de la actividad.

Para determinar la estabilidad de los extractos, se emplearon
2 modelos matematicos: cinética de degradacidon de orden
cero, y cinética de degradacién de orden uno [11].
Adicionalmente, se determind la influencia de la temperatura
en la constante de degradacion segin la ecuacion de
Arrhenius, mediante regresion lineal.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion del aserrin usado como sustrato

Los resultados de la caracterizacion quimica del aserrin
tropicalse presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacion del aserrin

Analito Aserrin Aserrinfermentado | Aserrinfermentado

[%] original 1°"*cosecha 2%cosecha
Humedad | 6,53+0,14 7,88+0,14 8,50+0,03
Resinas,
cerasy 2,82+0,17 4,64+0,22 4,34+0,07
grasas
Celulosa | 54,07+0,54 52,10+0,61 49,49+0,72
Lignina 22,86+0,14 21,62+0,04 20,44+0,37
Otros 13,71+0,60 13,75+0,66 17,23+0,82

n=4

Como se observa, el aserrin tropical utilizado como sustrato
tuvo 54,07% de celulosa y un 22,86% de lignina, y las
concentraciones finales fueron de 47,7% y 19,79%
respectivamente. La disminucion del contenido de celulosa y
lignina probablemente se dio ya que estas son las principales
fuentes de nutrientes para el desarrollo del hongo [15].

3.2 Periodos de desarrollo y eficiencia biolégica del hongo
Lentinusedodes en aserrin tropical

En la Tabla 2y en la Tabla 3 se muestran los periodos de
crecimiento y cosecha; y los valores del promedio de peso
fresco del hongo y del promedio de la eficiencia biolégica
obtenidos durante las cosechas de las tres corridas de
fermentacidn del hongo Lentinusedodes.

Tabla 2. Periodos de crecimiento del hongo Lentinusedodes

Tiempo (dias)
PARAMETRO PRIMERA | SEGUNDA | TERCERA
CORRIDA | CORRIDA | CORRIDA
Desarrollo del Micelio 1-25 1-20 1-17
Fructificacion 25-69 20-52 17-49
Primera Cosecha 41 31 28
Segunda Cosecha 59 52 45

Tabla 3. Pesos fresco y Eficiencia Biolégica promedio del hongo
Lentinusedodes

< PRIMERA | SEGUNDA | TERCERA
PARAMETRO CORRIDA | CORRIDA | CORRIDA
Peso promedio hongo
fresco (g) 40,3+10,8 | 382+9,1 16,3+4,2
Eficiencia Biolégica
Promedio (%) 141+58 141+3.2 41,0+139
n==6
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Los dias de primera y segunda cosecha, dia 31 y 59, son
comparables con los dias de cosecha obtenidos por
Curvettoet al. [7] quienes al cultivar los hongos
Lentinusedodesen cascaras de semilla de girasol obtuvieron
las cosechas al dia 35 y al dia 55. Al realizar esta
comparacion se podria inferir que el tipo de sustrato no
influiria en los dias de cosecha.

Royse [22] al sembrar Lentinusedodes en bolsas de aserrin de
1-3 kg tuvo de 20 a 25 dias para el desarrollo del micelio, 4
semanas para el aparecimiento de los primordios y entre 9 y
11 dias para la cosecha de los cuerpos fructiferos; en total
tuvo alrededor de 64 dias para el completo desarrollo del
hongo Lentinusedodes. Al comparar los resultados de Royse
con los obtenidos en este proyecto, se observé que los
periodos de desarrollo del hongo Lentinusedodes en fundas
con 300 g de aserrin se encontraron dentro de los rangos de
tiempo esperados segln lo sefiala este autor y por lo tanto, se
puede decir que el tamafio de las fundas pareceria no influir
en estas variables.

La eficiencia biolégica maxima obtenida fue de 41,0 *
13,9%, valores que estan dentro de losrangos obtenidos por
otros estudios; como los reportados por Carrion [5] de 35,9 +
8,6%, o por Israilides y Philippoussis[10] de 50%.

3.3 Determinacion del perfil de actividad enzimética y
periodos de mayor generacion de las actividades
enzimaticas

En las FIGS.1, 2 y 3 se muestran los valores de las
actividades enzimaticas calculadas para la cepa de
Lentinusedodespara las tres corridas respectivamente, a
diferentes tiempos, durante la fermentaciéon en aserrin de
maderas tropicales.
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Figura 1. Actividades enzimaticas celulolitica (CMC), manganeso
peroxidasica (MnP) y ligninoperoxidasica (LiP) a diferentes tiempos para la
primera corrida de fermentacion del Lentinusedodes

Al analizar las tres figuras se observa que la actividad
enzimatica celulolitica es la mas alta de todas, seguida de la
actividad manganeso peroxidasica y por dltimo la
ligninoperoxidasica, la misma que no presenta actividad
apreciable a lo largo del tiempo.

En todos los casos, se observa que durante la fase de
adaptacion del hongo al sustrato, la misma que se da en los
primeros dias de cultivo (0-10 dias aproximadamente), la
actividad enzimatica celulolitica disminuyé con respecto al
valor inicial. El valor inicial alto de la actividad celulolitica
pudo estar asociado a la generacién de dicha enzima durante
la obtencién del indculo, se debe recordar que el hongo se
siembra en frascos con trigo y se incuba hasta que el micelio
cubra la totalidad del medio, esto significa que el hongo para
crecer, debid haber generado enzimas celuloliticas para
consumir la celulosa presente en el trigo.

La actividad se incrementd en la fase de desarrollo del
micelio del hongo, esto es en los dias 11 al 28.
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Figura 2. Actividades enzimaticas celulolitica (CMC), manganeso

peroxidasica (MnP) y ligninoperoxidasica (LiP) a diferentes tiempos para la
segunda corrida de fermentacion del Lentinusedodes
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Figura 3. Actividades enzimaticas celulolitica (CMC), manganeso
peroxidasica (MnP) y ligninoperoxidasica (LiP) a diferentes tiempos para la
tercera corrida de fermentacion del Lentinusedodes

En las siguientes etapas del proceso fermentativo, esto es
durante la induccién y generacion de primordios, nuevamente
se tiene una disminucidn de la actividad enzimatica, pero en
la etapa de cosecha, alrededor del dia 42 para la primera
corrida, 31 para la segunda corrida y 28 para la tercera
corrida, la actividad enzimatica celulolitica volvié a
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incrementar. En los dias posteriores, se observa una
disminucion de la actividad celulolitica y un nuevo
incremento en el dia de la segunda cosecha.

En las tres corridas de fermentacion se tuvo que la actividad
enzimaética celulolitica, se relacion6 con el modo de accion de
las enzimas celuloliticas; la enzima endoglucanasa produce
una disminucién sobre el grado de polimerizacion de la
celulosa en las secciones amorfas, lo cual debi6 haberse dado
en los primeros dias de fermentacion y es por esto que se
tiene actividad enzimatica celulolitica en los primeros dias de
fermentacion de las corridas. La produccion de la enzima
endoglucanasa tiende a disminuir en los dias cercanos al
aparecimiento de los primordios. En cambio; en las etapas de
aparecimiento de los primordios y fructificacion, la enzima
celulolitica que se produce es la exoglucanasa, ya que esta
enzima actla sobre el extremo no reductor liberado de la
molécula de celulosa y produce rupturas en cadena [3].

Otra enzima celulolitica es la B-glucosidasa y la funcion de
esta enzima es la de hidrolizar celobiosa y otros f-1,4-
oligoglucosidos de cadena corta; entonces, siempre que exista
produccion de las endoglucanasas y las exoglucanasas la
cantidad de celobiosa y otros B-1,4-oligoglucésidos estaran
también presentes y con esto se incrementa la produccion de
la enzima p-glucosidasa [17]. Por lo tanto, debido a la
presencia de las exoglucanasas y de las B-glucosidasas en los
dias de aparecimiento de los primordios y fructificacion, se
presentaron las mas altas actividades enzimaticas
celuloliticas.

Se observa que en las tres corridas, no se obtiene extractos
con actividad ligninoperoxidasica. La actividad manganeso
peroxidasica no presenta una relacion directa con el
crecimiento del hongo y tiene valores bajos, este
comportamiento podria deberse a que las ligninasas son
consideradas metabolitos secundarios, 1os mismos que se
generan para degradar la lignina que recubre a la celulosa
para permitir la accesibilidad enzimatica al resto de
materiales celul6sicos y permitir que el hongo crezca[14]. La
ausencia de las ligninasas estudiadas, sugiere que existen
otras enzimas responsables de la degradacion de lignina,
como por ejemplo la laccasa [20].

3.4. Andlisis y determinacion del periodo de mayor
generacidn de las actividades enziméticas de las tres
corridas de fermentacion del hongo Lentinusedodes

Para determinar los periodos de mayor generacién de las
actividades enzimaticas estudiadas, se comparo la cinética de
generacion de cada una de las tres actividades enzimaticas y
los picos maximos de actividad enzimatica, con los periodos
de crecimiento del hongo.

En la Tabla 4 se presentael valor promedio de las actividades
enzimaticas y los dias en los cuales se obtuvieron estos
valores.

Tabla 4. Tiempos y valores de maxima generacion enzimatica durante la
fermentacion del hongo Lentinusedodes

Actividadenzimaticapromedio (Ul)
Dia Celulolitic | LigninoPeroxidasi | Manganesoperoxidasi
a ca ca
Inicial 0,2237 2,97x10% 1,11 x10°°
Crecimient
o del 0,1505 5,90x10° 5,31 x102
micelio
Primera 0,3042 4,06x10° 2,30 x10°
cosecha
_ Post 0,1652 2,07x10° 2,57 x10?
induccion
Final 0,2424 9,43x10° 2,23 x10°

De los resultados tabulados se tiene que el maximo valor de
actividad enzimatica celulolitica se presentd el dia de la
primera cosecha y el menor valor de actividad enzimatica
celulolitica se obtuvo el dia en el cual el micelio cubrié
completamente el sustrato. Como se analiz6 anteriormente la
actividad enzimatica celulolitica estuvo presente durante todo
el proceso de desarrollo del hongo Lentinusedodes y este
comportamiento corresponde a los resultados esperados, pues
esta enzima se deriva de la actividad metabdlica primaria de
los microorganismos. Segun lo expresado por Montoya [16],
los hongos de pudricion blanca dentro de sus requerimientos
nutricionales prefieren la celulosa y hemicelulosa como
fuente de energia, y en presencia de estos compuestos
secretan celulasas.

La actividad enzimética ligninoperoxidasica promedio es
mayor en el Ultimo dia del proceso fermentativo. Se puede
observar que la actividad es muy baja durante todo el proceso
y aumenta ligeramente al final del desarrollo del micelio. En
trabajos realizados por Montoya [16] para la fermentacion del
hongo Grifola frondosa en residuos sélidos se encontrd un
comportamiento similar, la maxima actividad
ligninoperoxidasica se presenté al final de la fermentacion,
comportamiento atribuible al de un metabolito secundario.

El maximo valor promedio de actividad enzimatica
manganeso peroxidasica se present6 el dia de crecimiento del
micelio y el menor valor promedio de produccion de esta
enzima se tuvo el dia inicial, comportamiento esperado, pues
la enzima manganeso peroxidasa es una enzima ligninolitica
que para la mayoria de hongos de pudricién blanca se
produce en los primeros dias de fermentacion, entre la fase de
adaptacién y la fase de desarrollo miceliar, ya que para el
desarrollodel hongo Lentinusedodes debe descomponer
primero la lignina en mayor proporcion que la celulosa [19].
Los valores de actividad enzimética lignino y manganeso
peroxidasica producidos por el hongo Lentinusedodesno
fueron altos, y esto coincide con la descripcion de Pérez y
Jeffries[20], quienes sefialaron que la laccasa es la enzima
ligninoliticaencontrada con mayor frecuencia en los hongos
de pudricién blanca.

Debido a que la mayor generacién enzimatica se da para las
enzimas celuloliticas cuya maxima generacion ocurre en el
periodo de cosecha del hongo, esta enzima es la que puede
tener aplicabilidadcomercial, ya que se extrae del sustrato
fermentado después de la cosecha, sin interferir con el
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desarrollo del hongo, para que de esta manera se puedan
obtener tanto los cuerpos fructiferos como los extractos
enzimaticos y conseguir asi un aprovechamiento integral del
proceso fermentativo.

3.5 Estudio de la estabilidad de los extractos con actividad
celulolitica

El estudio de la estabilidad se realiz6 para dos modelos
matematicos: orden cero y orden uno. Para los dos modelos
se determinaron las constates de deterioro k para cada
temperatura. El efecto de la temperatura mediante el calculo
de la energia de activacion Ea.

En la tabla 5 se presentan los resultados de la actividad
enzimatica celulolitica en funcion del tiempo.

A temperatura ambiente se observa una mayor disminucién
de los valores de actividad enzimatica de los extractos, que
para las otras temperaturas de analisis. A temperatura de
refrigeracion se tuvo que la actividad enzimética celulolitica
disminuyd pero en menor proporcién que a temperatura

3.6 Estudio de la estabilidad de los extractos con actividad
ligninoperoxidasica

El estudio de la estabilidad de los extractos con actividad
ligninoperoxidasicase realiz6 con los mismos criterios que
los empleados para la actividad celulolitica, es decir, se
almacenaron los extractos a tres temperatura, se determiné la
variacion de la actividad en funcién del tiempo y con esos
datos se determinaron las constantes de deterioro k, y la
energia de activacion Ea, mediante regresiones lineales.

En la tabla 7 se presentan los resultados de la actividad
enzimatica manganeso peroxidasica en funcion del tiempo.

Al igual que para la actividad celulolitica se tiene que el
almacenamiento en congelacion produce una menor pérdida
de actividad enzimatica, lo que significa que a -14 °C los
extractos son mas estables.

Tabla 7.Variacion de la actividad enzimética manganeso peroxidasica en
funcién del tiempo de los extractos almacenados a 15,5 °C, 3 °C y -14 °C

Actividad Enzimética (UI)

ambiente y en mayor proporcion que a temperatura de | Dias | 3% | 5% | (%0 | Dias | gsrey | G | o
congelacién, resultados esperados ya que conforme se 4 0052 | 0064 | 0055 | 18 | 0038 | 0043 | 0,054
dls,ml_nuye Ia_ temperatura, se detienen _Ias reacciones 5 0061 | 0069 | 0073 | 20 | 0039 | 004 | 0054
quimicas asociadas al deterioro de las sustancias [11].
o o o ) ) 8 0,056 | 0055 | 0,068 | 22 | 0,042 | 0,038 | 0,057
Tabla 5.Variacion de la actividad enzimética celulolitica en funcién del
tiempo de los extractos almacenados a 15,5 °C, 3 °C y -14 °C 10 | 0051 | 0057 | 0,058 | 24 | 0032 | 0,046 | 0,050
Actividad Enzimatica (U1) 12 | 0,050 | 0062 | 0066 | 26 | 0,038 | 0,040 | 0,046
Dias | fsavey | (g | (oo | Dias | gsaey | Gio) | (aoey 14 | 0048 | 0049 | 0055 | 28 | 0037 | 004l | 0,049
4 0,255 | 0277 | 0,290 | 18 | 0207 | 0227 | 0273 16 | 0,053 | 0,055 | 0,066 | 30 | 0024 | 0,032 | 0,042
6 0,266 | 0261 | 0,288 | 20 | 0212 | 0,238 | 0,264
8 0227 | 0252 | 0279 | 22 0,185 | 0,228 | 0,262 En la Tabla 8se presentan los datos de las constantes de
10 | 0242 | 0266 | 0280 | 24 | 0199 | 0229 | 0253 reacci,én, los cgefi(_:i,entes de _regresién lineal y el valor de la
P 0212 | 0275 | 0300 | 26 | 0179 | 0220 | 0237 energia _dg activacion, obtenidos _alla_lmacenar los extractos
con actividad manganeso peroxidasicaa tres temperaturas
14 | 0232 | 0251 | 0276 | 28 | 0174 | 0198 | 0228 | (iferentes y al haber analizado estos datos como reaccion de
16 0,206 | 0243 | 0,261 | 30 | 01158 | 0,190 | 0,224 orden cero y primer orden.

En la Tabla 6 se presentan los datos de las constantes de
reaccion, los coeficientes de regresion lineal y el valor de la
energia de activacion obtenidos al almacenar los extractos a
tres temperaturas diferentes y al haber analizado estos datos
como reaccidn de orden cero y primer orden.

Tabla 6.Variacion de la actividad enzimética celulolitica en funcion del
tiempo de los extractos almacenados a 15,5 °C, 3°Cy -14 °C

Tabla 6.Variacion de la actividad enzimética peroxidasica en funcion del
tiempo de los extractos almacenados a 15,5 °C, 3 °Cy -14 °C

ORDEN CERO ORDEN UNO
Temperatura
o k R2 Ea k R2 Ea
Q) (Ul/dia) (kymol) | (Ul/dia) (kJ/mol)
15,5 0,0012 0,0299
3 00012 | 08441 | 1888 | 00245 | 09982 | 9,309
-14 0,0011 0,0189

ORDEN CERO ORDEN UNO
Temperatura
o k RZ Ea k Rz Ea
QO (Ul/dia) (kImol) | (UI/dia) (Kd/mol)
155 0,0035 0,0169
3 00028 | 00104 | 668 | 00121 | 09459 | 11,164
14 0,0025 0,0097

Se observa que el valor del coeficiente de regresion para el
modelo de deterioro de orden uno es mayor que el coeficiente
correspondiente al deterioro de orden cero, un resultado
esperado, ya que la mayoria de procesos de degradacion
enzimatica corresponden a modelos de primer orden [11].

En este caso, al analizar el coeficiente de regresion, se
observa que la pérdida de la actividad enzimatica obedece a
una reaccion de orden uno, como era esperado.

4. CONCLUSIONES

Los valores maximos de actividad enzimética celulolitica en
todas las corridas de fermentacion del hongo Lentinusedodes
se presentaron en los dias de la primera cosecha con un valor
promedio de 0,3042 Ul; y en el dia de la segunda cosecha (0
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Gltimo dia de fermentacion) con un valor promedio de 0,246
Ul.

La maxima actividad celulolitica se obtuvo en el periodo de
cosecha. Se observé que la generacién de actividad
celulolitica estd intimamente relacionada con el crecimiento
del hongo y sus requerimientos nutricionales.

En el proceso de fermentacion del hongo Lentinusedodes se
generd una minima cantidad de ligninoperoxidasa, el maximo
valor promedio obtenido fue de 9,43x10° UI
correspondiente al Gltimo dia de fermentacion.

La maxima actividad enzimatica ligninoperoxidasica
pareceria no haber estado relacionada con un periodo
especifico de crecimiento del hongo y finalmente.

La méxima produccion de la enzima manganeso peroxidasa
estuvo asociado a la fase de desarrollo del micelio ya que en
dicho periodo se presentaron los valores méximos de
produccion de esta enzima, con un valor promedio de
5,31x10 UL.

Los extractos enzimaticos con actividad celulolitica vy
manganeso peroxidasica son mas estables cuando se
almacenan a temperaturas de congelacion, seguido del
almacenamiento en refrigeracion y son menos estables
cuando se almacenan a temperatura ambiente.

El estudio de estabilidad de los extractos con actividad
celulolitica y manganeso peroxidasica parecen obedecer a un
modelo de deterioro de primer orden.

El valor de la energia de activacion para la estabilidad de la
actividad enzimatica celulolitica ajustada a un modelo de
primer orden fue de 11,164 kJ/mol.

El valor de la energia de activacion para la estabilidad de la
actividad enzimatica manganeso peroxidasica ajustada a un
modelo de primer orden fue de 9,399 kJ/mol.
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