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Several wood degrading fungi were isolated from decayed trees found in the evergreen rain
forests of Southern Chile, Thereafter, their ligninolytic system, i.e. ligninase, laccase and
veratryl alcohol production in liquid cultures, was investigated.

All the strains studied produced veratryl alcohol as a secondary metabolite. Several white-
rot fungi, and specially strains 158 and 441, were able to produce significant amounts of
ligninase and laccase under agitated conditions and in an atmosphere of air. These two fungi,
in particular, were able to depolymerize a high molecular weight fraction of Kraft lignin at
similar rates than those observed for Phanerochaete chrysosporium. On the contrary, other
strains where ligninase was not detected, resulted in the polymerization of lignin upon

incubation.

En la naturaleza, la lignina es degradada
principalmente por hongos basidiomicetes
de pudricién blanca, entre los cuales el mas
estudiado ha sido Phanerochaete chrysos-
porium. El sistema ligninolitico de estos
microorganismos se desarrolla a partir del
momento en que el hongo se encuentra en
metabolismo secundario (Kirk y Fenn,
1982). En efecto, la lignina es degradada
solamente una vez terminado el crecimien-
to primario, momento que coincide con
la carencia en el medio de cultivo de un
macronutriente, en particular nitrogeno o
carbono (Keyser y col., 1978).

Durante la fase estacionaria de crecimien-
to, Phanerochaete chrysosporium secreta
varias enzimas extracelulares que estan in-
volucradas en la degradacion de la lignina
(Kirk y Farrell, 1986; Leisola y Fiechter,
1985). Entre éstas, la peroxidasa de lignina
o ligninasa esuna enzima clave en la prime-
ra etapa de degradacién del polimero aro-
mdtico (Glenn y Gold, 1983; Tien y Kirk,
1983). Se trata de una hemoproteina extra-
celular, dependiente de H, O, que se carac-
teriza por su alto potencial redox (Farrell y
col,, 1989), lo cual le permite, contraria-
mente al resto de las peroxidasas conocidas
hasta hoy, abstraer un electron directamen-
te desde el anillo aroméatico, produciendo

radicales catidnicos que se propagan a tra-
vés del polimero, oxidindolo (Kersten y
col., 1985; Hammel y col., 1985; 1986).
Desgraciadamente, la produccion de este
tipo de enzima por P. chrysosporium sblo
es posible bajo condiciones de cultivo muy
particulares (agitacion limitada, atmosfera
saturada en oxigeno, etc.).

Un segundo tipo de peroxidasa, la Mn-
peroxidasa, fue posteriormente identificada
en el medio de cultivo de P. chrysosporium
(Kuwahara y Gold, 1984; Huynh y Craw-
ford, 1985). La funcidn principal de este
tipo de enzima es la oxidacion de Mn?*a
Mn3*. Sin embargo, el rol especifico de esta
enzima en la degradacion de la lignina ain
no ha sido aclarado. En efecto, Mn3* oxida
compuestos fendlicos, pero su potencial
redox no es suficientemente elevado para
oxidar compuestos no fenodlicos como al-
cohol veratrilico o mediar la ruptura de en-
laces Ca—Cg presentes en la lignina. Por alti-
mo, cabe sefialar que las Mn-peroxidasas
son capaces de producir H, O, a partir de
varios reductantes como glutatién, usando
O, como oxidante (Paszczynski y col.,
1986).

La mayoria de los hongos de pudricion
blanca también producen durante esta fase
del crecimiento fenol oxidasas extracelula-
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res, y en particular lacasa (p-difenol: oxige-
no oOxido-reductasa), enzima que ha sido
durante largo tiempo relacionada con la
oxidacion de la lignina, al menos en aque-
llos hongos que degradan la madera (Ander
y Eriksson, 1976). Se trata de una glico-
proteina que contiene cobre en su sitio ac-
tivo y que cataliza la oxidacion de o- y p-
difenoles mediante la abstraccion de un
electron y de un proton desde un hidroxilo
fenolico, generando radicales fenoxi. Sin
embargo, Ishihara y Miyazaki (1972) de-
mostraron que la enzima purificada no era
capaz de degradar significativamente ligni-
na extraida de madera ultramolida, ponien-
do en duda la funcién de esta enzimaen la
ligninolisis. Mas atin, varios estudios recien-
tes han mostrado que la oxidacién de ligni-
na y compuestos modelo de lignina por esta
enzima tiene como consecuencia principal
la polimerizacion de éstos (Kirk y Shimada,
1985).

Otros compuestos, tales como §-glucanos,
alcohol veratrilico, etc., son sintetizados
conjuntamente con las enzimas ligninoliti-
cas por P. chrysosporium. Entre éstos, el
alcohol veratrilico (alcohol 3,4-dimetoxi-
bencilico) ha sido muy estudiado (Lund-
quist y Kirk, 1978; Shimada y col., 1981;
Fenn y Kirk, 1981). Sin embargo, la fun-
cibn de este compuesto aromatico en la de-
gradacion de la lignina por P. chrysosporium
aun no ha sido totalmente elucidada (Leiso-
la y col, 1984). Estudios recientes han
mostrado que el efecto del alcohol veratrili-
co sobre la actividad ligninasaen P. chrysos-
porium no se relaciona con un mecanismo
alostérico, sino que su funcion recaeria en
promover la transcripcion de los genes que
codifican para esta actividad (Faison y col.,
1986). Otros autores (Harvey y col., 1986)
han atribuido a este compuesto un rol de
propagador en la etapa de degradacion de la
lignina. De esta forma, el alcohol veratrilico
permitiria la oxidacion de la lignina a cierta
distancia del sitio activo de la enzima. Por
ultimo, se ha propuesto recientemente que
el alcohol veratrilico protegeria ciertas iso-
enzimas de la ligninasa contra la inactiva-
cion por el H,O, generado en cultivos de
P. chrysosporium (Tonon y Odier, 1988).

Muy pocos estudios han sido realizados
sobre el sistema ligninolitico presente en

otras especies de hongos basidiomicetes
de pudricidn blanca, y hasta hoy so6lo han
sido evaluadas especies ligninoliticas prove-
nientes del hermisferio Norte (Hattaka y
col.,, 1989). Esto contrasta con la diversi-
dad de hongos ligninoliticos que han sido
descritos en el hemisferio Sur, y en particu-
lar en los bosques siempreverdes del sur
de Chile (Lazo, 1983; 1984), asi como con
la existencia de fendmenos Unicos de des-
lignificacibn selectiva (Gonzéilez y col,
1982; Zadrazil y col., 1982; Dill y Kraepe-
lin, 1986; Agosin y col.,, 1990), sobre los
cuales no existe ninguna informacion acer-
ca de los sistemas enzimaticos implicados.

El primer objetivo de este trabajo fue
evaluar la produccidon de ligninasa, fenol-
oxidasa y alcohol veratrilico por varias ce-
pas de hongos basidiomicetes de pudricion
blanca aisladas de troncos en descomposi-
cion de los bosques siempreverdes del sur
de Chile. En segundo lugar, para aquellas
cepas mdas promisorias, se siguid la
cinética de degradacidén de una fraccion de
lignina extraida de alto peso molecular. La
funcion potencial de varios componentes
del sistema ligninolitico es discutida a la luz
de los resultados obtenidos.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de lignina Kraft

Se prepard una fraccidn de lignina de alto peso
molecular (P.M. > 3000) a partir del licor negro
(donacion de Celulosa Arauco). Este Gltimo resul-
ta de la extraccion alcalina de la lignina presente
en la madera durante el proceso Kraft de obten-
cibn de celulosa. Para esto se utilizd6 el método
descrito por Lundquist y Kirk (1980).

Aislamiento y seleccion de los hongos

Se utilizaron cepas nativas aisladas de maderas en
descomposicion encontradas en bosques siempre-
verdes de la X regi6n y en la isla grande de Chiloé.
Estas cepas se aislaron en el laboratorio a partir de
micelio ubicado detrds del cuerpo fructifero del
hongo, el cual fue sembrado en placas de agar-
malta (2%) con penicilina (0,6 mg/ml) y estrepto-
micina (1,0 mg/ml). Como control positivo se uti-
lizd la cepa Phanerochaete chrysosporium BKM-F-
1767 (ATCC 24725) gentilmente donada por el
Dr. T.K. Kirk, Forest Products Laboratory, USDA,
Madison, USA.
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Las cepas fueron numeradas cronologicamente
al momento de su descubrimiento, y varias de ellas
estin siendo clasificadas taxonomicamente.

La caracterizacion de las cepas se realizd de dos
formas: un primer criterio fue la observacion mi-
croscopica, ya que los hongos basidiomicetes se
distinguen por presentar septas e interconexiones
entre células sobre dichas septas denominadas fibu-
las (Griffin, 1981), las cuales se observan facilmen-
te al microscopio y constituyen un criterio in-
equivoco de selecciéon. En segundo lugar, se evalud
la presencia de polifenoloxidasas a través del méto-
do de Bavendamm (1928). Este método consiste
en inocular el hongo a estudiar sobre agar-malta,
el cual contiene, ademas, un 1% de acido tanico.
La capacidad de formar un halo de color café so-
bre la superficie de la placa Petri da una indicacion
de la actividad polifenoloxidésica. Este criterio es
utilizado para diferenciar entre los basidiomicetes
llamados de pudriciéon blanca y aquellos de pudri-
cién parda, no ligninoliticos.

Por ultimo, con el objeto de asegurar una ma-
yor seleccibn, se procedid a medir su velocidad de
crecimiento, para lo cual se deposito un trozo de
micelio en el centro de la placa (sin antibidticos) y
se fue midiendo diariamente el diametro del halo
de propagacidn. De la pendiente de la curva de cre-
cimiento se obtuvo la tasa de crecimiento (mm/
dia) a la temperatura de trabajo y se seleccionaron
las 30 cepas con mayor velocidad de crecimiento.

Medios de cultivo

Cada cepa se hizo crecer en matraces de 250 ml
con 125 ml de medio en el caso de cultivos agita-
dos, y matraces de 125 ml con 10 ml de medio
para cultivos estaticos. En ambos casos se utiliza-
ron medios limitados en nitrégeno o en carbono,
siendo para ambos la fuente de nitrogeno tartrato
de amonio, y la fuente de carbono, glucosa, El me-
dio limitado en nitrégeno (HGLN) contenia tar-
trato de amonio 2,2 mM y glucosa 1% ; en cambio,
el medio limitado en carbono (LGHN) contenia
tartrato de amonio 7,2 mM y glucosa 0,2% (Kirk y
col., 1986; Leisola y col., 1985). Como medio mi-
neral, se utilizd el medio descrito por Kirk y col.,
(1986).

Métodos de cultivo

Los medios se inocularon de dos formas diferen-
tes: en el caso de cepas esporogénicas se inocula-
ron 2 x 10° esporas por ml de medio de cultivo.
Para las cepas asporogénicas se inoculd un equiva-
lente a 0,0813 mg de proteina micelar, lo que
corresponde al contenido proteico de 2 x 10° es-
poras de P. chrysosporium (Agosin y Odier,
1985). Posteriormente, los cultivos se pusieron a
incubar a 30° 200 rpm (en el caso de cultivo agi-
tado) y bajo atmoésfera de aire (21% de oxigeno).
En el momento de la entrada a la fase estacionaria
se les adiciond alcohol veratrilico (0,4 mM). Los
cultivos liquidos no agitados de P. chrysosporium
se incubaron a 37° y bajo atmosfera de oxigeno

desde la inoculacion (cada tres dias se burbujed
oxigeno). La iniciacion de la fase estacionaria fue
visualizada directamente en el cultivo por decolo-
racion del cromogeno azul de remazol R, adicio-
nado al 0,02% (Glenn y col., 1983).

La produccion de alcohol veratrilico por las ce-
pas nativas fue estudiada en este mismo medio
pero sin adicionar alcohol veratrilico.

Por altimo, el estudio de la evolucién del peso
molecular de la lignina se llevd a cabo en un medio
similar, salvo que éste contenia ademas lignina
Kraft al 0,25%, la cual se adiciond desde una solu-
cibn concentrada (1,25%, pH 5,0) a cada cultivo
que se encontraba en metabolismo secundario.
Cada 12 horas durante 7 dias se tomaron alicuo-
tas (1 ml) del medio de cultivo para ser analizadas
por cromatografia de exclusiébn molecular,

Todos los cultivos se realizaron a lo menos en
triplicado.

Determinacion de actividades enzimaticas

a) Ligninasa: la determinacién de la actividad lig-
ninasa esta basada en la oxidacién del alcohol
veratrilico a veratraldehido (Tien y Kirk, 1983).
Esta se realizd a partir del tercer dia de creci-
miento directamente sobre una alicuota del me-
dio de cultivo. Una unidad de actividad enzi-
mitica se define como la oxidacién de 1,0 mmol
de alcohol veratrilico a veratraldehido en un
minuto a 37°, pH 3,0 y en presencia de 0,4 mM
de H202 .

b) Lacasa: la determinacion de la actividad lacasa
(p-difenol: oxigeno 6xido-reductasa se basaen la
deshidrogenacién de la siringaldacina (Sigma),
la cual fue determinada espectrofotométrica-
mente a 525 nm (Harkin y Obst, 1973). Una
unidad de actividad enzimatica se define como
la cantidad de enzima que es capaz de provocar
un aumento de la absorbancia de 0,001 por
minuto,

Anadlisis quimicos

La deteccidn de alcohol veratrilico se realizd de
la siguiente forma: 200 ul de medio de cultivo se
extrajeron con igual volumen de éter previa acidi-
ficacion con 10 ul de HCI 3N, Se sembraron 50 ul
de la solucion etérea en placas de silicagel (Merck,
silicagel 60F—254) de 4 x 4 cm, utilizindose cloro-
formo/acetona 9:1 (v/v) como fase movil. Para
confirmar que las bandas correspondian a los com-
puestos a determinar se utilizaron dos fases movi-
les diferentes: alcohol isopropilico/amoniaco/agua
(8:1:1) y diclorometano/metanol (19:1). Las
manchas en la placa se observaron en forma directa
con una lampara UV a 254 nm y se confrontaron
con los Rf de estindares conocidos. Las bandas
identificadas por TLC fueron raspadas de la placa,
resuspendidas en metanol y sus espectrogramas
fueron comparados con los de los estindares dis-
ponibles. Por Gltimo, dichos raspados se analizaron
en un cromatografo Waters, equipado con una co-
lumna LiChrospher (Merck) de 25 cm, rellena con
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C-18 (10 um). Las separaciones se hicieron con una
fase metanol/H,O 60:40 (v/v) y con un flujo de
0,8 ml/min. La deteccién se realizé a 280 nm. Los
picos fueron identificados por comparacion con
los tiempos de retencion de estindares y coelucion
de éstos con la muestra problema.

Los cambios en el grado de polimerizacion de la
lignina Kraft resultantes de la accidén de los hongos
ligninoliticos fueron determinados mediante sepa-
racion de la lignina por peso molecular en una co-
lumna de exclusion molecular de Sephadex G-50
(100 x 1,0 cm), usando como fase moévil la solu-
cion acuosa NaOH-LiCl 0,1 N. Fracciones de
1,0 ml/tubo fueron colectadas a un flujo de 15
ml/hora, Dicha columna se calibré6 con alcohol
veratrilico (PM:168), acido félico (PM:441) y
proteinas como citocromo ¢ (PM:12384).

RESULTADOS
Aislamiento de cepas nativas

Alrededor de 80 hongos fueron aislados de
troncos en descomposicion. Todos pertene-
cian a la subdivisién Basidiomicetes, segin
se determin6 microscopicamente por la pre-
sencia de septas y fibulas. Asi como tam-
bién por la presencia, medidas por el test de
Bavendamm, de fenol oxidasas extracelula-
res, que a pesar de no ser especifico para
los hongos basidiomicetes sirve para diferen-
ciar entre hongos de pudricion blanca y
parda. Si el test es positivo, €l hongo no es
de pudricion parda, ya que éstos no produ-
cen tales enzimas; esta regla deja de tener
validez en el caso contrario, ya que hay hon-
gos de pudricion blanca que producen can-

tidades poco detectables de dichas enzimas,
como por ejemplo Phanerochaete chrysos-
porium, aunque la mayoria de ellos produ-
ce fenol oxidasas extracelulares. En este
caso la mayoria de las cepas aisladas dio
resultados positivos para ¢l test de Baven-
damm. Entre éstos, se encontraron algunos
de amplia distribucion en el mundo como
Ganoderma applanatum, Coriolus versi-
color, etc., asi como otros que son propios
de estas latitudes, como por ejemplo Gleos-
soma vitelinum, Phlebia chrysocrea y una
variedad de Pycnoporus cinnabarinus (Bur-
gos, J., comunicaciéon personal). De estas
80 cepas, las 30 que mostraron mayor velo-
cidad de crecimiento en medio agar-malta
(2% ) fueron evaluadas para la produccion
de ligninasa.

Determinacion de ligninasa
en cepas nativas

La determinacion de actividad ligninasa se
efectud a partir del tercer dia de crecimien-
to, tiempo en el cual la mayoria de las ce-
pas se encontraban en metabolismo secun-
dario, lo que se comprobd por la descolora-
cibn del reactivo cromogénico azul de
remazol R (Glenn y col., 1983).

La Tabla I muestra las maximas activida-
des de ligninasa obtenidas al quinto dia de
cultivo, con las cepas mas promisorias en
los medios HGLN y LGHN, en condiciones
de agitaciOn y en cultivos estaticos. La cepa

TABLA I

Maxima actividad de lignina-peroxidasa (U/ml) alcanzada
por las cepas nativas aisladas

Medio Cepas

157 310 8 158 441 20 268 184 178 14 58 P.c.
* HGLN 1,5 1,7 1,3 1,2 0,6 0,3 - 1,3 2,4 - - 75,0
#HGLN - nd 0,8 1,6 - 1,9 1,6 2,0 0,4 0,1 - 5,0
* LGHN 2,2 1,8 - 5,0 7,6 - - - 0,2 - - -
#LGHN - nd 0,1 10,0 - - - - - - - -
* medio agitado (200 rpm), 30° y 21% O,.
# medio estdtico en condiciones similares a *
P.c: Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767. Condiciones de cultivo: 120 rpm, 39° 100% O a partir del

tercer dia
nd no determinado
- no detectado (0,0 U/ml)
desviacibén estindar < 0,5%
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441 mostré la mayor actividad en medio
LGHN agitado, obteniéndose el maximo de
actividad al quinto dia de crecimiento. La
actividad disminuye notoriamente al sexto
dia (6,2 U/l), hasta alcanzar un valor cerca-
no a cero al décimo dia. Ocurre lo mismo
para la mayoria de las cepas ensayadas. Bajo
condiciones de agitacion y aire, la cepa de
referencia, P. chrysosporium, no muestra
ninguna actividad, aunque bajo condiciones
optimizadas para ella, se obtienen 75 U/l de
actividad ligninasa. Es importante mencio-
nar que en el caso de una atmosfera de
100% de oxigeno no se detectd actividad
enzimatica en las cepas nativas estudiadas
(resultados no mostrados).

Determinacion de lacasa
en cepas nativas

Se analizaron nueve cepas nativas, encon-
trandose que la cepa 268 presentaba la ma-
yor actividad enzimitica en medio LGHN
agitado, seguida por la cepa 441 (Tabla II).
El méiximo de actividad lacasa se obtuvo
luego de diez dias de incubacidn para todas
las cepas estudiadas.

Por otra parte, al igual que en el caso an-
terior, las cepas nativas produjeron una ma-
yor actividad en medio agitado y bajo at-
mosfera de aire, La mayoria de las cepas
con actividad ligninasa mostraron, también,
actividad lacasa. Como era de esperar, Pha-
nerochaete chrysosporium posee bajo estas
condiciones actividades lacasa y ligninasa
nulas, ya que ligninasa no se produce bajo
las condiciones ensayadas y no se ha descri-
to presencia de lacasa en dicha cepa (Kirk y
Farrell, 1987).

Produccién de alcohol veratrilico

La mayoria de las cepas nativas aisladas
produjeron alcohol veratrilico durante la
fase estacionaria de crecimiento (Fig. 1B).
La Figura 1A muestra, a modo de ejemplo,
la aparicibn en el tiempo de alcohol vera-
trilico y veratraldehido durante el creci-
miento de la cepa 44 1. Solo a partir del ter-
cer dia se evidencio la presencia de alcohol
veratrilico y de veratraldehido. En el caso
de la cepa 441 se observd, ademas, la apa-
ricibn de acido veratrico. En cambio, para
otras cepas como la 310 (Fig. 1C), sblo se
detectd veratraldehido en el medio de cul-
tivo.

La identidad de los compuestos secreta-
dos fue confirmada por cromatografia en
capa fina al utilizar diferentes fases moviles,
obteniéndose Rf iguales entre las muestras
y los estandares (alcohol, icido y aldehido).
Otro criterio de confirmacién lo constituyo
la similitud entre los espectrogramas de las
muestras raspadas desde la placa TLC y los
estandares. Por ultimo, la coelucion de las
muestras y sus respectivos estandares por
HPLC ratific6 estos resultados (resultados
no mostrados).

Cinética de degradacion
de la lignina Kraft

Durante las primeras horas de incubacion
después de haber agregado el sustrato, para
varias cepas se observo una adsorcion activa,
pero parcial, de la fraccibn de lignina unida
al micelio, que variaba entre un 10 y un
30% en funcion de la cepa estudiada. Los
perfiles de elucion de la lignina, incubada

TABLAII

Midxima actividad de lacasa (U/ml) alcanzada
por las cepas nativas aisladas

Cepas
Medio
184 14 58 8 20 268 441 158 178 P.c.
* HGLN 162 150 200 30 198 249 162 15 40 -
#HGLN 10 200 320 15 447 507 nd 50 - -
* LGHN - 300 320 3 - 663 348 - - -
#LGHN 252 400 420 - - 15 nd 195 - nd

Condiciones de cultivo: idem Tabla I.
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Fig. 1: Separacién por cromatografia en capa fina (Merck,

silicagel 60F—254; fase movil: cloroformo/acetona 9:1)

e identificacién de compuestos aromaticos presentes en

sobrenadantes de medios de cultivo de cepas lignino-

liticas.

A: produccién de alcohol, aldehido y dcido verdtrico
por la cepa 441 (1 : medio HGLN; 2 : medio LGHN;
3: estandares; 4:3€T dia; 5:5° dia).

B: produccién de alcohol veratrilico (1: cepa 14; 2: ce-
pa 58; 3: estandares).

C: produccién de veratraldehido (estindares, 1 : alcohol,
RCH20H, 2: aldehido, RCHO, 3: icido, RCOOH;
4: cepa 310;5: cepa 8; 6: cepa 5;7: cepa 178).

por tiempos crecientes con varias cepas lig-
ninoliticas, mostraron modificaciones de
dos tipos diferentes en comparacion al con-
trol (Figuras 2 y 3). En el caso de las cepas
14 y 58, se observo en los primeros estadios
de la incubacidén una polimerizacion de la
lignina Kraft, aunque el pico de mayor peso
molecular fue parcialmente metabolizado
en el transcurso del tiempo (Figura 2).

Por el contrario, otras cepas tales como
la 158, 441 y P. chrysosporium despolime-
rizaron rapidamente la lignina (Fig. 3). En
efecto, en este caso se observo la presencia
de tres picos. El primero corresponde al de
la lignina no tratada, el segundo a un PM =
500 D y el ultimo (PM = 168 D) correspon-
de a compuestos de peso molecular similar
al alcohol veratrilico, usado como estandar.
El primer y tercer pico disminuyen en el
tiempo, resultado de la despolimerizacion
y/o consumo de éstos; concomitantemente,
el pico de PM =~ 500 tiende a aumentar.

DISCUSION

La determinacion de actividad ligninasa me-
diante los ensayos espectrofotométricos y
cromatograficos permitieron evidenciar la
presencia de ligninasas en varias de las cepas
ensayadas, constituyéndose las cepas 158 y
441 en las mas interesantes en cuanto a la
produccion de enzimas. Resulta importan-
te resaltar que para Phanerochaete chrysos-
porium las condiciones necesarias para la
produccidon de enzimas ligninoliticas re-
quieren de un medio estitico y de una at-
mosfera de 100% de O, (Jager y col., 1985;
Leisola y Fiechter, 1985), aunque reciente-
mente se ha alcanzado un buen nivel en la
produccién enzimatica bajo condiciones
levemente agitadas (120 rpm) (Faison y
Kirk, 1985). No asi en las cepas nativas,
donde la mayor actividad ligninasa se al-
canzd en un medio agitado (200 rpm) y
bajo atmosfera de aire (21% O, ). Sin em-
bargo, los niveles alcanzados son bajos, en
parte por el hecho que las condiciones
empleadas en la caracterizacion de dichos
hongos (medios de cultivo, inductores,
etc.) corresponden a condiciones optimiza-
das para P. chrysosporium, las cuales no
son necesariamente las Optimas para la pro-
duccidbn de enzimas ligninoliticas para las
cepas nativas aisladas.
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Fig. 2: Perfiles de elucién en Sephadex G—350 de lignina Kraft antes (o) después de 24 (A), 72 (*) y 144 (O) horas de

incubacién con las cepas 8 (A), 14 (B) y 58 (C).
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Fig. 3: Perfiles de elucién en Sephadex G—50 de lignina
Kraft antes y después de 20, 50, 70 y 100 horas de in-
cubacidn con las cepas 158 (A), 441 (B) y Phanerochaete
chrysosporium BKM—-F—-1767 (C) Fase mévil: NaOH/
LiCL 0,1 N(1:1).

El alcohol veratrilico es un metabolito
secundario secretado por P. chrysosporium
al cual se le han atribuido varias funciones
diferentes con respecto a su participacion
en el sistema ligninolitico de este hongo
(Faison y col., 1986; Harvey y col., 1986;
Tonon y Odier, 1988). La deteccion de
alcohol veratrilico sintetizado de novo en
la mayoria de las cepas recolectadas cons-
tituy6é un hallazgo importante, pues hasta
ahora esta caracterisitca estaba confinada
s6lo a un par de hongos intensamente es-
tudiados en otros centros de investigacion,
Phanerochaete chrysosporium y Coriolus
versicolor. Este hecho sugiere la existencia
de un mecanismo coman para esta clase de
hangos ligninoliticos. A pesar que la mayo-
ria de las cepas aisladas produjo alcohol
veratrilico en metabolismo secundario jun-
to con ligninasa, hubo algunas en las cuales
sblo se detectd alcohol veratrilico pero no
ligninasa (cepas 20, 14 y 58); en cambio, en
otras, se detect6 ligninasa pero no el alcohol
(cepas 8, 178 y 310), aunque para estas
Gltimas se detect6 aldehido. Este ultimo
hecho sugiere que dichas cepas tendrian
una actividad lignina peroxidasa elevada,
lo que explicaria que no se haya podido
evidenciar el sustrato (en este caso el al-
cohol). Sin embargo, también es posible
que la actividad aril alcohol oxidasa sea la
responsable de esta accion (Bourbonnais y
Paice, 1988; Guillen, F. 1989, comunica-
cibn personal). Este podria ser el caso de la
cepa 310, por ejemplo, parala cual al segun-
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do dia después de entrar a metabolismo
secundario se observo la presencia de al-
dehido verétrico, exclusivamente (producto
de la oxidacién del alcohol veratrilico por
la ligninasa). Mas atn, la secrecion limitada
de este metabolito podria explicar en parte
el hecho que la actividad ligninasa disminu-
ya en forma tan pronunciada luego de al-
canzar su actividad maxima. En efecto,
Tonon y Odier (1988) mostraron que este
compuesto protege de la desnaturacién de
algunas de las isoenzimas de lignina peroxi-
dasa secretadas por el hongo P. chrysos
porium,

Los resultados de degradacién de la frac-
cion purificada de alto peso molecular de
lignina Kraft muestran diferencias significa-
tivas en funcién de la capacidad que tienen
las cepas estudiadas de producir o no ligni-
nasas, junto a lacasa. En efecto, la mayor
parte de los hongos seleccionados producen
lacasa, pero sOlo algunas cepas son capaces
de secretar al medio lignina peroxidasa. Es-
tas Gltimas son las Gnicas capaces de despo-
limerizar significativamente la lignina. Por
el contrario, aquellas cepas que s6lo poseen
actividad lacasa, producen la polimerizacion
de la lignina. Considerando que la incuba-
cidén de lignina en presencia de una fraccibn
purificada de ligninasa también conduce a
un aumento en el peso molecular del po-
limero aroméatico (Haemmerli y col., 1986),
como consecuencia de la generacion y pos-
terior acoplamiento de grupos fendlicos
resultantes de la oxidacibn peroxidasica
(Harvey y col., 1985, 1986; Kersten y col.,
1985; Schoemaker y col., 1985), postula-
mos que la lacasa tiene un rol de “destoxi-
ficacidbn enzimatica”, oxidando los grupos
fenblicos presentes en el polimero de ligni-
na, asi como aquellos producidos durante
la accibn de la ligninasa. Esto permitiria
por una parte evitar la accion polimerizante
de la ligninasa por abstraccion de los grupos
fenolicos generados, y por otra parte man-
tener una accién prolongada de esta peroxi-
dasa en el tiempo, ya que estos compuestos
fenolicos son toxicos para la enzima (Harvey
y col., 1989; Schoemaker, 1990).
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