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Resumen

La utilizacién de residuos lignoceluldsicos para la produccién de moléculas de interés, como azicares
o biocombustibles, también incluye la sintesis de complejos enzimditicos compuestos por oxidasas
capaces de degradar, en ciertos casos, estructuras aromdticas y fendlicas de caricter contaminante. Este
estudio evalué la produccién de manganeso peroxidasa (MnP) en una fermentacién liquida sumergida
por Pleurotus ostreatus, utilizando como sustrato la graminea forrajera Panicum maximum. Los
mayores niveles de actividad enzimatica (528.54 U/L) fueron obtenidos a los doce dias de incubacion,
empleando peptona como fuente de nitrégeno a una relacién carbono/nitrégeno igual a diez. En los
casos en los que la fermentacion fue suplementada con fuentes de nitrégeno inorgédnicas, la actividad
enzimdtica fue mis baja.

Palabras clave: manganeso peroxidasa, Pleurotus ostreatus, caracterizacién cinética, fermentacién
liquida sumergida, Panicum maximum.

Abstract

The use of lignocellulosic residues for the production of molecules of interest, such as sugars and
biofuels, also includes the synthesis of enzymatic complexes composed by oxidases capable of
degrading aromatic and phenolic structures of a pollution nature in certain cases. This study evaluated
the production of manganese peroxidase (MnP) in a liquid fermentation submerged by Pleurotus
ostreatus using as substrate a forage grass. The highest levels of enzymatic activity (528.54 U/L) were
obtained after twelve days of incubation and having as a nitrogen source peptone, at a carbon/nitrogen
ratio equal to 10. In the cases in which the fermentation was supplemented with inorganic nitrogen
sources, the enzymatic activity was lower.

Keywords: manganese peroxidase, Pleurotus ostreatus, kinetic characterization, liquid submerged
fermentation, Panicum maximum.
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INTRODUCCION

Hongos de la podredumbre blanca como Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium,
Echinodontium taxodii, Trametes versicolor, entre otros, son ampliamente conocidos por utilizar
como sustratos la celulosa, la hemicelulosa y, preferentemente, la lignina presente en biomasa de
origen vegetal (Baldrian, Valdskovd, Merhautové y Gabriel, 2005; Kirk y Farrel, 1987). Estos hongos
pueden asimilar la lignina debido a que producen enzimas como lacasas, oxidasas y peroxidasas, las
cuales realizan varias reacciones oxidativas y de rompimiento de compuestos fendlicos y aromadticos
complejos que son requeridas en los procesos de delignificacion (Karigar y Rao, 2011; Kirk y Farrel,
1987). Dentro de las peroxidasas extracelulares producidas por este tipo de hongos se encuentra la
manganeso peroxidasa (MnP; EC.1.11.1.13); esta enzima tiene un alto potencial de uso en aplicaciones
biotecnoldgicas, como degradacién de biomasa (Baldrian et 4l., 2005; Kong et 4l., 2016; Liu et 4l.,
2019; Morales-Fonseca, 2014), tratamiento de aguas (Bilal y Asgher, 2015), decoloracién de tintes
para textiles (Bilal y Asgher, 2015), bioblanquemiento de pulpa de papel (Sasaki Kajino, Sugiyama
y Takahashi, 2001), bioremediacién (Morales-Fonseca y Ruiz-Tovar, 2008), biotransformacién y
desintoxicacién de compuestos aromdticos ambientalmente persistentes (Baborovi, 2006; Ergun y
Urek, 2017; Karigar y Rao, 2011) y quimica verde para la produccién de compuestos quimicos de alto
valor a partir de lignina (Numir et 4l., 2015; Quevedo-Hidalgo, Narvaez-Rincon, Pedroza-Rodriguez
y Velisquez-Lozano, 2012) .

El mecanismo por medio del cual la mayoria de los hongos de la podredumbre blanca inician
la degradacién de la lignina se activa cuando el nitrégeno, el carbono o el sulfuro empiezan a ser
limitantes (Karigar y Rao., 2011; Kirk y Farrel, 1987; Stajic et 4l., 2006). Por esto, en el estudio de
la produccién de enzimas como la MnP resulta importante analizar y encontrar la relacién de estos
nutrientes que lleva a la obtencién de enzimas en mayor cantidad y con caracteristicas (actividad,
estabilidad, etc.) que permitan su uso a mayor escala en diferentes bioprocesos (Stajic et 4l., 2006).

Igualmente, ante el potencial que presenta la MnP, toma relevancia el estudio y determinacién de
los pardmetros cinéticos de la enzima ante la degradacién de sustratos heterogéneos, como la biomasa
lignoceluldsica. De esta forma es posible comparar enzimas obtenidas a partir de diferentes fuentes
utilizando varios sustratos y buscar alternativas para estabilizar y mejorar su actividad a través de su
purificacién (Asgher, Ramzan y Bilal, 2016; Baborové, 2006; Palma, Martinez, Lema y Martinez,
2000) o inmovilizacién (Bilal y Asgher, 2016; Chen, Shanjing, Zhang y Liang , 2010; Luan et 4l.,
2014; Mielgo et 4l., 2003).

En este estudio se analiza el efecto de tres fuentes de nitrégeno y la relacion carbono/nitrégeno
en la produccién de la enzima manganeso peroxidasa, por medio de fermentaciones sumergidas de
un sustrato lignoceluldsico (en este caso, Panicum maximum o pasto gigante) por Pleurotus ostreatus.
Adicionalmente, se lleva a cabo la determinacién de las constantes cinéticas de la reaccién para evaluar
la actividad enzimatica de la MinP.

METODOLOGIA

Tratamiento del sustrato lignocelulésico

El sustrato lignoceluldsico escogido para este estudio fue la graminea Panicum maximum, que
corresponde a uno de los cultivos energéticos con mayor productividad de biomasa por drea. Esta
especie se caracteriza por ser un cultivo perenne y adaptabilidad a suelos dcidos y diferentes condiciones
climidticas (Heaton et 4l., 2008).
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Las muestras recolectadas, proporcionadas por el centro de investigacién La Libertad, instituto adscrito
a Corpoica, corresponden a un periodo de corte de aproximadamente cinco meses, a una altitud de 184
m s. n. m., temperatura media anual de 27 °C y precipitacién media anual de 2605 mm. EI material
tue secado a 60 °C durante 48 horas, para posteriormente ser molido para la obtencién de particulas
de 0.8-2.0 mm de longitud, aproximadamente.

Microorganismo-inéculo

La cepa de Pleurotus ostreatus pertenece al cepario del laboratorio de bioprocesos de la Universidad
Jorge Tadeo Lozano. La generacién de biomasa para la produccién de enzimas se hizo por incubacién
en Erlenmeyers de 250ml, con un volumen de 62.5 ml de caldo salvado de trigo y 20% de inéculo
(disco agar) a 30 + 2 °C a 150 rpm durante 6 dias (Morales-Fonseca, 2014). Seguidamente, la biomasa
se tamizé para obtener una suspensién con tamafio de pe/lets homogéneo entre 3 a 5 mm.

Medio de produccién suplementado con Panicum maximum al 5% pl/v para la
produccion de enzimas

Como medio de produccién de enzimas ligninoliticas, como la MnP, se estudié el medio Kirk
modificado (Kirk y Farrel, 1987) utilizando una concentracién de Panicum maximum de 5% p/v y
una composicién del medio liquido de glucosa (C,H,,O,- 1 gL.'"), cido succinico (C,H,O,- 2.34
gL), tartrato de sodio ((Na),C,H,O - 2.2 gL."), fosfato monoicido de potasio (K, HPO,- 0.2 g
L"), sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO,.7H,0-0.05 gL"), cloruro de calcio dihidratado
(CaCl,.2H,0-0.01 gL"), sulfato de manganeso (II) monohidratado (MnSO,.H,0-0.076 gL),
sulfato de cobre (II) pentahidratado (CuSO,.5H,0-0.004 g L"), Panicum maximum (50 gL.") y una
tuente de nitrégeno a diferentes concentraciones. Los medios fueron esterilizados en autoclave a 121
°C, 15 Ib durante 15 min.

Evaluacion del efecto de distintas fuentes de nitrogeno y la relacion carbono/
nitrégeno (C/N) sobre la producciéon de MnP

En el medio Kirk modificado suplementado con biomasa de Panicum maximum al 5% p/v se evalué el
efecto de dos fuentes de nitrégeno inorgdnicas: carbonato de amonio (NH,),CO)) y sulfato de amonio
((NH,),SO,), y una fuente orginica de nitrégeno: peptona (Elisashvili, Penninckx, Kachlishvili,
Asatiani y Kvesitadze, 2006; Stajic et dl., 2006). El efecto de diferentes concentraciones de estos
sustratos fue estudiado a través de la relacién C/N del balance de elementos dentro del medio a un
pH inicial de 7.5 (Morales-Fonseca, 2014). Los componentes del medio son los mismos enunciados
anteriormente, aunque varia la fuente y concentracién de nitrégeno.

Fermentacion liquida sumergida

Las fermentaciones se llevaron a cabo por triplicado, variando la relacién C/N en tres niveles (10, 20, 30)
para cada fuente de nitrégeno. Como variable de respuesta se tuvo la actividad enzimdtica de MnP. Cada
unidad experimental fue inoculada con 10 g (base humeda) de pellets en un volumen de reaccién de 100
mlL, concentracién de inéculo en base seca de 5.16 + 0.24 gL, y temperatura de 30 + 2 °C, en un agitador
orbital a 150 rpm por 15 dias. Se tomaron muestras del sobrenadante del medio de reaccién alos 6, 9,12
y 15 dias de incubacién. Las muestras se centrifugaron a 10 000 rpm durante 10 min a 4 °C y se analizé
la actividad enzimdtica a partir del sobrenadante recuperado (Morales-Fonseca, 2014).
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Actividad manganeso peroxidasa (MnP)

La actividad MnP (E.C. 1.11.1.13) se determiné por el cambio en la absorbancia a 468 nm (468
= 49600 L mol™ cm™), correspondiente a la oxidacién de 2.6 dimetoxifenol (DMP). La reaccién se
sigui6 espectrofotométricamente durante 10 min. La mezcla contenia 450 pL. de extracto enzimitico,
500 pL de DMP 10 mM en buffer acetato de sodio 100 mM, (pH 5), 50 pL de sulfato de manganeso
(MnSO,) 0.4 M y 30 pl. de peréxido de hidrégeno (H,0,) 22 mM. Una unidad de actividad (U) se
definié como la cantidad de enzima que permite la oxidacién de 1 pmol de 2.6 dimetoxifenol por
minuto. El blanco estaba compuesto de 450 ul. de bufter, 50 pL. de sulfato de manganeso y 30 pL. de
peréxido de hidrégeno (Quevedo-Hidalgo, 2011; Quevedo-Hidalgo et 4l., 2012; Santoyo, Gonzalez,
Terron, Ramirez y Pisabarro, 2008).

Determinacion de parametros cinéticos

Se realiz6 el célculo de los pardmetros cinéticos de la reaccién entre el DMP y el extracto enzimatico
obtenido en el medio de produccidn, el cual fue evaluado con la fuente de nitrégeno y la relacién C/N
que presentaron mayor actividad enzimdtica de MnP (cinco repeticiones). Se planteé la ecuacién
cinética de Michaelis Menten para el mecanismo de reaccién propuesto por Karigar y Rao (2011)
(figura 1) y se realizé la linealizacién Lineweaver-Burk para obtener los parimetros por método
grifico (Lineweaver y Burk, 1934).
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Figura 1. Mecanismo de reaccion para la oxidacion de 2.6-dimetoxifenol (DMP) por medio de la enzima
manganeso peroxidasa (MnP), Mn?*y H_O.,.

Fuente: Karigar y Rao (2011).
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Igualmente, con el fin de tener un ajuste més acertado de la ecuacién cinética se realizé la
estimacién de los parimetros por medio de un ajuste numérico, en el que se minimizé el promedio de
las diferencias al cuadrado entre concentraciones experimentales y calculadas empleando el método
Nelder—Mead. Para resolver numéricamente la ecuacién diferencial de Michaelis Menten se utilizé
el método de Runge Kutta de 4.° orden, obteniendo los perfiles de concentracién en el tiempo (Guio
et dl., 2012).

RESULTADOS

En la evaluacién de diferentes fuentes de nitrégeno para la produccién de manganeso peroxidasa, se
encontré que las fermentaciones con fuente orgénica (peptona) presentaron actividades enziméticas
mayores que en los extractos obtenidos con fuentes inorgédnicas (carbonato de amonio y sulfato
de amonio). Esto se evidencié para todas las relaciones C/N estudiadas, de lo que se infiere que la
asimilacién de este tipo de compuestos por parte del hongo no es favorable (Morales-Fonseca, 2014).
Especificamente, en el caso de las fermentaciones con carbonato de amonio no se evidencié actividad
de MnP en ninguno de los casos evaluados. Por otro lado, con las otras dos fuentes de nitrégeno se
observé que la mayor actividad MnP se obtuvo a los 12 dias de fermentacién, con una relacién C/N
de 30y 10 para sulfato de amonio y peptona, respectivamente (figura 2). Esto puede significar que, por
un lado, el aumento en la concentracién de nitrégeno inorgdnico lleva a una inhibicién del hongo para
producir enzimas y, por otro, que el uso de peptona estimula la degradacién del sustrato lignocelulésico
debido a una mayor expresién de enzimas.
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Figura 2. Perfiles de actividad enzimatica de MnP durante las fermentaciones a las diferentes relaciones C/N
evaluadas (pH = 7.5): a) sulfato de amonio y b) peptona.

Otros estudios han evidenciado una mejor degradacién de sustratos lignoceldlosicos por medio
de una mayor expresién de peroxidasas de cepas de P ostreatus, cuando se utilizan compuestos
orgénicos como extracto de levadura y peptona como fuentes de nitrégeno en fermentaciones liquidas
sumergidas, obteniendo valores de actividad para MnP de 2503.6 U L'y 697.7 U L', respectivamente
(Elisashvili et 4l.,2006; Quevedo-Hidalgo et 4l.,2012). Sin embargo, Numir et 4l. (2015) analizaron la
produccién de enzimas ligninoliticas a partir de residuos agricolas usando otra especie de hongos de la
podredumbre blanca, Phanerochaete chrysosporium. Los autores probaron distintas fuentes de nitrégeno,
hallando que, entre peptona y sulfato de amonio, esta tltima favorecia levemente la actividad de MnP
con las siguientes actividades: 481.4 UmL "y 587.7 UmL", respectivamente.
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En la figura 3 se presenta el detalle de la produccién de MnP para cada fuente de nitrégeno. En todos
los casos registrados la MnP producida con peptona tuvo una actividad entre 2 a 3 veces mayor que la
obtenida con sulfato de amonio. Se evidencié que la mayor actividad de peptona fue 528.54 + 28.66 U
L (C/N = 10), mientras que para sulfato de amonio fue 194.87 + 14.26 66 U L™ (C/N = 30).
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Figura 3. Evolucidén de la produccién de MnP para las relaciones C/N que presentaron mayor actividad: sulfato de
amonio (C/N = 10) y peptona (C/N = 30).

Por otro lado, se llevé a cabo el estudio cinético de la MnP realizando el cdlculo de las velocidades
iniciales de la reaccién entre el extracto enzimatico obtenido con peptona (C/N = 30) de 12 dias
de fermentacién, con 5 concentraciones iniciales diferentes de DIMP. Con los valores calculados de
velocidad de reaccion se efectud la linealizacién de Lineweaver-Burk, asi como se aprecia en la figura 4.
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Figura 4. Linealizacion de Lineweaver-Burk para determinacion de parametros cinéticos en la oxidacion
de DMP con MnP obtenida, utilizando peptona como fuente de nitrégeno, C/N = 30, pH = 5.5y 12 dias de
fermentacion.

En este procedimiento se observé un buen ajuste de los datos experimentales (R? = 0.983),
que dio como resultado una velocidad méxima (Vmax) de 17.67 (pmol " S7) y una constante de
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Michaelis (KM) de 226.54 (umol L7). Al comparar los pardmetros cinéticos obtenidos se observa
que la velocidad médxima de las manganeso peroxidasas producidas por Pleurotus ostreatus durante la
degradacién de Panicum maximum es similar a las reportadas para otros microorganismos y sustratos
lignoceluldsicos (tabla 1). Por el contrario, el valor de KM calculado es mucho mayor al reportado
por otros autores, lo que evidencia que las MnPs obtenidas tienen una baja afinidad por el sustrato
utilizado en los ensayos (DMP).

Tabla 1. Parametros cinéticos reportados para manganeso peroxidasas producidas a partir de diferentes
microorganismos

K, V!

MICROORGANISMO (|.IMOT. L) (|JM0ITAI).('1 ) REFERENCIA
Bjerkandera 62 14.81 Mielgo et al. (2003)
Phanerochaete chrysosporium 57 10.06 Mielgo et al. (2003)
Phanerochaete chrysosporium 36 18.40 Luanetal. (2014)
Echinodontium taxodii 2538 54 18.18  Kong et &l. (2016)

' Parametros determinados para MnPs usando DMP como sustrato.

La estimacién de los parimetros cinéticos se realizé también por método numérico, en el que se
obtuvo como resultado un mejor ajuste a los datos experimentales. Esto se evidencia en la figura 5,
donde se observa que tanto la concentracién en el tiempo como la velocidad de reaccién, calculada
utilizando los parimetros obtenidos (Vmax = 20.07 pmol L' S y KM = 343.25 pmol L) por esta

técnica, tienen una menor diferencia con los valores experimentales.
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Figura 5. Comparacion de los perfiles de concentracion en el tiempo (a) y concentracion contra velocidad de
reaccion (b), obtenidos por método Lineweaver-Burk y ajuste numérico.

Las diferencias entre los valores de los dos métodos de determinacién de parimetros cinéticos
se deben a que en la linealizacién de Lineweaver-Burk se requieren datos con poca variacién entre
ellos. Esto debido a que, en la medida en que se utilizan magnitudes muy pequeiias en la elaboracién
de los grificos, una variacién significativa en los valores de concentracién del reactivo de seguimiento
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(DMP_ ) (sustrato oxidado) lleva a que se magnifiquen las diferencias en las variables que se grafican
y sea dificil tener una tendencia lineal para el calculo de los parimetros. Esto se evita con el método
numérico, el cual contempla la totalidad de los datos y minimiza la diferencia entre los calculados y los
experimentales, lo que da como resultado pardmetros més confiables.

CONCLUSIONES

La produccién de enzimas ligninoliticas a partir de residuos agroindustriales o cultivos energéticos
utilizando Panicum maximum, como en el caso de estudio, requiere la caracterizacién de este tipo de
sustratos, dado que las relaciones carbono/nitrégeno influyen de manera directa sobre la expresién del
complejo enzimdtico de peroxidasas y lacasas, lo que es tipico de hongos de la podredumbre blanca. En
términos de la fuente de nitrégeno, esta también puede estimular la produccién de enzimas debido a
su naturaleza orgénica o inorginica. Especificamente, para este estudio se encontré un favorecimiento
de la actividad de enzimas MnP en fermentacién liquida sumergida utilizando peptona como fuente
de nitrégeno a una relacién C/N = 30 con doce dias de incubacién.

Como parte de la caracterizacion de las enzimas manganeso peroxidasa producidas, se llevé a cabo
la determinacién de los parimetros cinéticos de la ecuacién de Michaelis Menten, por medio de un
método numérico de minimizacién de diferencias al cuadrado. Este anilisis dio como resultado un
mejor ajuste entre los valores experimentales de concentracién y velocidad de reaccién, comparado con
el resultado obtenido usando las constantes calculadas por el método de linealizacién de Lineweaver-
Burk. En ambos casos las velocidades maximas fueron similares y las K, indicaron poca afinidad por
el sustrato (DMP).

La cepa del hongo de la podredumbre blanca Pleurotus ostreatus puede utilizarse en futuros estudios
para la seleccién de un residuo vegetal apropiado que lleve al desarrollo de una tecnologia eficiente de
produccién enzimas ligninoliticas y degradacién de biomasas, como bagazo de cafia, pajilla de arroz,
cascara de coco, entre otros.
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