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Aplicaciones biotecnologicas
de los hongos lignoceluloliticos

Laura Levin y Flavia Forchiassin®

L os hongos se caractertzan por su forma
de nutricion  heterétrofa absortva, es
decir s6lo son capaces de incorporar molé-
culas pequefias que utilizarén como fuente
de materia y energia para su crecimiento.
Al ser capaces de utihzar polimeros, el paso
inicial para su nutricién a partir de éstos, es
fa secrecion al medio de enzimas extracelu-
lares que pueden degradarlos 2 moléculas
pequenas que seran Incorporadas y utiliza-
das nutnconalmente. €l hecho de secretar
enzimas extracelulares y su particular for-
ma de crecimiento filamentoso, células alar-
gadas de crecimiento apical, hace que sean
los organismos mejor adaptados al aprove-
chamiento del sustrato, ya que ademads de
degradarlo pueden penetrar en él, La pro-
duccion de enzimas extracelulares les per-
mite a los hongos aprovechar sustratos po-
liméricos dificilmente degradados por otros
organismos, con lo cual se expande su po-
sibilidad de ocupar distintos habitats. Pero
estas enzimas también tienen importancia
para el hombre y muchas de ellas son utili-
zadas en procesos industriales. La facilidad

de cultivo de estos organismos y su alta efi-
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clencia de produccion los hace particular-
mente aptos para la obtencion de enzimas
con fines biotecnolégicos. Los hongos son
capaces de utilizar una infinidad de sustra-
tos para su nutricién, lo que permite su ubi-
cuidad. En {a naturaleza existe una gran
abundancia de materiales vegetales y sus
residuos, ya sea de plantas herbaceas o le-
nosas, hojarasca en el suelo, etc. Mientras
que los constituyentes celulares son fécil-
mente aprovechados por diversos organis-
mos las paredes de las células vegetales son
de dificit degradacion y constituyen los ma-
tenales lignocelulésicos. Estan formadas por
pectina, celulosa, hemicelulosa y lignina y
son sustrato para el crecimiento de tos hon-
gos lignoceluloliticos.

De los polimeros mencionados pectina, ce-
lulosa y hemicelulosa son polisacaridos,
mientras que la lignina ¢s un polimero aro-
mético. Las enzimas que degradan polisa-
candos ocurren como sistemas con distin-
tas actinidades que actian de modo sinér-
gico Generalmente existen endoenzimas
que actian sobre el polimero al azar, exocen-
zimas que chvan las uniones a partir de un
extremo y enzimas con actividad sobre oli-
gosacaridos. La sintesis de estas enzimas es
inducida por los sustratos poliméncos y es

reprimida por azdicares facimente utilizables,

Las ligninasas en cambto no presentan la

caracteristica especificidad enzimatica

Sustancias pécticas. Son polisacaridos dci-
dos de alto peso molecular que forman parte
de las paredes celulares y laminilla media
de los vegetales. La pectina es un
heteropolisacarido ramificado, cuya cade-
na principal estd formada por dcido
galacturonico con uniones B-1.4, asoctada
a azucares neutros. Los grupos carboxilo de
los residuos de dcido galacturénico pueden
estar parcialmente esterificados con metanol
y 10s grupos hidroxilo pueden estar parcial-
mente acetilados. £ dcdo péctico es el
polimero de acido galacturbnico sin
sustituyentes. La protopectina, insoluble en
agua, es 1a sustancia madre de [os otros
compuestos pécticos, componente def teji-
do vegetal, que se halla unida quimicamente
con los otros componentes de la pared: ce-

lulosa y hemicelulosa.

Las enzimas pécticas son fas primeras que
se producen cuando se cultivan los hongos
sobre restos vegetales y cumplen un rol im-
portante en la invasion de los tejidos vege-
tales por fitopatégenos. Las protopectinasas
atacan protopectina hberando pectina so-
fuble de alta peso molecular Las

pectinesterasas desesterfican los grupos
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metoxilo de la pectina liberando aado
péctico. Las enzimas despolimerizantes, con
aclividad endo 0 exo, actuan sobre las unio-
nes f-1,4 del polimero y se clasifican de
acuerdo con la preferencia por el sustrato.
pectina (polimetilgalacturonasas) o acido
poligalacturénico (poligalacturonasas) y el
mecanismo de accién: hidrolasas (clivan la
molécula por un mecanismo de hidréhsis con
adicion de agua) o liasas (clivan por un me-

anismo de transeliminacion).

Hemicelulosas. Las hemicelulosas son
_.poﬁmeros de diversas hexosas y pentosas
{principalmente D-xilosa, L-arabinosa, D-
manosa, D-glucosa y D-galactosa), solubles
en dicalis, que aparecen en las paredes ce-
lulares en forma amorfa, asociados a los
ofros componentes de fa pared, a las
microfibrillas de celulosa por uniones hidro-
geno, y mediante uniones covalentes a la
lignina. Son heteropolisacaridos, formados
poruna cadena de azucares unidos por en-
laces B-1,4 con ramificaciones muy cottas,
generaimente de un solo aziicar de longi-
tud. Se nombran segin el azdcar mayorita-
rio. Asi los xilanos, las hemicelulosas mas
frecuentes en la madera de angiospermas,
estén constituidos por una cadena principal
de xilosa con uniones B~1.4 y cortas ramifi-
caciones de arabinofuranosa, acido
glucurénico o metilglucurénico, ademas
pueden estar acetilados. Las principales
enzimas xilanoliticas son: endoxilanasa que
actla sobre la cadena de xilano al azar,
diminuyendo el grado de polimerizacién con
liberacion de: xilooligosacaridos, xilobiosa,
xilosa y f-xilosidasa que actia sobre
xilocligosacaridos o sobre xilobiosa, dando
como producto xilosa. Es dudosa la existen-
da de una exoxilanasa, reflejando proba-
blemente el bajo grado de polimerizacién
de las hemicelulosas. Un sistema xilanolitico
completo requiere igualmente de las
enzimas que actuan sobre sus ramficacio-

nes.

g

Celulosa. La celulosa es un homopolimero
hneal de glucosa con uniones f-1,4. Estas
cadenas siempre estan asociadas formando
microfibrillas cristalinas, estabilizadas por
puentes hidrégeno lo que le confiere gran
resistencia. Ademads estdn en las paredes
celulares asociadas a otros polimeros como
hemicelulosas, lignina y sustancias pécticas.
El sistema enzimatico celulolitico compren-
de. endoglucanasas. actian al azar sobre el
polimero liberando mayormente oligosaca-
ridos, aunque también celobiosa y glucosa,
cefobiohidrofasas (CBH)' actuan a partir de
los extremos no reductores liberando celo-
biosa y 3-glucesidasas: actian sobre oligo-
meros, entre ellos 1a celobiosa liberada por
CBH.

Lignina. €s un polimero aromatico comple-
jo de alto peso molecular, amorfo, tridimen-
sional, insoluble en agua, compuesto por
unidades fenilpropano, que se sintetiza por
pobmerizacion oxidativa de los alcoholes p-
cumarilico, coniferilico y sinapilico. La poli-
merizacion de la lignina se lleva a cabo lue-
go de la deposicion de {os polisacaridos y se
inicia por oxidacién enzimatica de los pre-
cursores a fenoxi radicales (por abstraccion
de un electron). Estos radicales libres pue-
den reaccionar unos con otros en una gran
variedad de formasy esto hace que |a ligni-
na no tenga una estructura tnica. La poli-
menzacion resulta en una estructura polife-
nilpropanoide, en la cual las unidades basi-
cas estdn higadas entre si por diferentes unio-
nes C-C y uniones aril-éter Forma parte de
las paredes de las células vegetales forman-
do una matnz amorfa, entremezclada con
celulosa y hemicelulosa, con |z cual puede
tener uniones covalentes. Los Unicos hon-
gos capaces de degradarla totalmente son
los hongos causantes de pudricion blanca,
que al remover fa lignina de la madera de-
jan un residuo de color blanguecino. Son
los tiptcos degradadores de ignina, aunque
son capaces de degradar también celulosa
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y hemicelulosa. De éstos. Phanerochate

chrysosponrum ha sido el mas estudiado

Dada la heterogeneidad de |2 molécula y su
gran tamano, los sistemas enzimaticos in-
volucrados en la degradacidn de la ligmna
deben ser extracelulares y no especificos

La accion de las enzimas resulta en una des-
polimerizacién parcial, las roturas ocurren
sin esterecespecifiadad. Son mecamsmos
oxidativos que producen radicales libres, que
pueden reacctonar entre si volviendo a po-
hmerizarse. Existe un equilibrio entre poli-
merizacion-despolimerizacion. Se inician
reacciones no especificas que después pue-
den seguir cualquier camino sin subsiguiente
control por parte de las enzimas, es lo que
se ha lamado " combustién enzimatica" Las
principales enzimas de este sistema son Jig-
nin-peroxidasa (LiP), manganeso-peroxida-
sa (MnP) y lacasa; no todas las especies
poseen todas las enzimas de este sistema,
Ocurren distintas combinaciones, sugirien-
do que existe mas de una estrategia exitosa
involucrada en el proceso de biodegrada-
ci6n de lignina. Se han descnpto otras acti-
vidades enziméaticas que intervienen en ¢l
proceso como la celobiosa-quinona oxido-
reductasa (CBQ), que oxida celoblosa a ce-
lobionolactona y reduce guinonas y otros
radicales producidos por LiP, MnP o lacasa
y protege asi de la repolimerizacion. Existen
varias enzimas capaces de producir peroxi-
do de hidrogeno y su sintesis acompada la
sintesis de peroxidasas, entre otras se des-
tacan la glucosa-oxidasa predominante-
mente ntracelular y la glioxal-oxidasa,

extracelular.

CONSECUENCIAS

Los materiales hgnocelutdsicos representan
un gran reservorio de materia y energia La
biodegradacion fungica es un proceso cla-
ve en el ciclo biogeoquimico def carbono, y

esta actinidad descomponedora resulta pro-
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bablemente el mas valioso servicio que brin-
dan estos hongos. Sin embargo, el deterio-
ro de la madera resulta un perjuicio cuando
ocurre en recursos forestales o en madera

en uso.

APLICACIONES

Bioconversion de materiales lignoceluldsi-
cos. Residuos agricolas pueden ser sacarifi-
cados mediante el uso de enzimas fungi-
cas, es decir degradados a azlicares que
pueden utilizarse en posteriores fermenta-
ciones para la produccién de combustibles,
También se facilita la extraccion de otros
componentes a partir de los materiales ve-
getales y se aumenta la digestibilidad para

alimento de animales.

Alimentacién. Se utilizan pectinasas,
xilanasas y celulasas para facilitar la extrac-
cién de jugos, aromas, aceites y pigmentos.
Son particularmente importantes en la in-
dustria del aceite de oliva y de jugos de fru-
ta, en este caso las pectinasas también se
utilizan para la clarificacion del jugo elimi-
nando la pectina que es espesante. En la
industria del vino pectinasas, xilanasas y
B-glucosidasas mejoran [a maceracion y ex-
traccién de! pigmento, clarificacion vy filtra-
cion. En la industria panadera las xilanasas
moditican la harina, mejorando la textura
de la masa Algunos hongos que degra-
dan lignina, como Pleurotus ostreatus
(girgolas) y Lentinus edodes (shiitake), son
hongos comestibles y creciendo sobre ma-
dera convierten directamente a la
lignocelulosa en delicioso alimento de con-

sumo humano

Industria textil. La obtencion de fibras, im-
portante para lino, cariamo y yute, es favo-
recida por la maceracion de tejidos, con una
mezcla de pectinasas y xilanasas. El

biodestefiido de jeans de denim con lacasa

remplaza paulatinamente el stone-washing
con ventajas economicas y ambientales. Las
celulasas al remover fibrillas superficiales de
telas de algodén, se usan para su biopulido
dandole mayor brillo y suavidad, y en jabo-

nes enzimaticos

Industria papelera. La demanda de papel
aumenta globalmente y la industria
celuldsico-papelera es emergente como un
mercado potencial para la aplicacion de
enzimas fungicas, Estas tienen aplicacion en
diversos pasos del proceso: pulpado, blan-
queado, para disminuir el uso de quimicos
y la contaminacién ambiental asociada y en
el tratamiento de efluentes (1, 2). La indus-
tria papelera es la sexta en la generacién
de polucién ambiental, es evidente la ne-
cesidad de nuevas tecnologias que dismi-
nuyan la demanda de energia y sean efi-
cientes en la detoxificacién de efluentes,
con los consiguientes beneficios para el

medio ambtente.

£) biopulpado de chips de madera, actual-
mente en etapa experimental, implica el
pretratamiento con hongos lignoliticos pre-
vio al pulpado mecano-quimico. Los
microorganismos de interés en el biopulpado
son fos que atacan selectivamente a la
lignina y dejan casi intactos los
carbohidratos Como efecto adicional a la
modificacién quimica, se puede observar
una mejora en la impregnacion de quimi-
cos resultante de una estructura de pared
celular més abrerta. Ambos efectos combi-
nados producen un incremento en la velo-
¢idad de reaccién lo que se traduce ea un
tiempo de coccidn mas corto o la posiblli-
dad de disminuir l2 dependencia de quimi-
cos en el putpado Kraft, con la consecuente
reduccidn en el impacto ambiental En el
pulpado mecanico se ha demostrado que
estos hongos elimnan parte de la lignina,
reduciendo el consumo de energia hasta un

30-50%, con considerables mejoras en las

propiedades de resistencia (indices de trac-
c16n y de rasgado) de la pulpa (3) Un exa-
men de la calidad de |3 pulpa y el ahorro de
energia combinados con ura evaluacion
econdmica sugieren que o pretratamiento

biclogico tiene un futuro viable.

Las pulpas producidas mecanoguimicamen-
te son de color pardo debido al alto conte-
nido de lignina y deben ser blanqueadas,
utilizandose para este proceso grandes can-
tidades de productos clorados. El pretrata-
miento con ligninasas, en particular la laca-
sa con mediadores de su actividad reduce
notablemente el uso de compuestos clora-
dos. £l uso de xilanasas, libera |a lignina re-
duciendo significativamente el uso de
compuestos clerados y logrando una pul-
pa con mejores propiedades de fibras y de
retencién de agua. La tecnologia del pre-
blanqueado con xilanasas ha sido transfe-
rida con éxito a escala mdustrial en pocos
affos, con ventajas economicas y medio-

ambientales (1, 3).

Laindustria del papel genera efluentes, toxi-
cos e intensamente coloreados, con alto
contenido de materia orgénica. Presentan
altas demanda bioquimica y quimica de oxi-
geno (DBQ y DQOJ, compuestos clorados,
solidos suspendidos, taninos, resinas, et
Mientras que algunos de los compuestos
ocurren naturalmente en la madera, otros
xenobi6ticos se generan durante los proce-
sos Industriales (ligninas cloradas, fenoles,
dioxinas, furanos). Algunos de ellos son re-
calcitrantes a la degradacién y tienden a
persistir en la naturaleza Estos efluentes son
tratados por oxidacion biol6gica en lagu-
nas o sistemas de lecho fluido, reduciendo
el DBQ y el BQO pero no el color Se ha
comprobado que el tratamiento de estos
efluentes con hongos lignoliticos no sblo
produce la decoloracion (hasta el 80%) sino
también la detoxificacion (4).
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Degradacién de xenobi6ticos. La baja
especificidad y la fuerte capacidad oxidativa
de los sistemas fungicos de degradacion de
lignina, permite utilizarlos en la degradacién
de numerosos contaminantes organicos,
entre ellos: hidrocarburos aromaticos
policiclicos, explosivos, tinturas industriales,
bifenilos policlorados (PCBs) (5) Han sur-
gido dos estrategias para la degradacion. la
biotransformacion del compuesto por culti-
vos enteros y el uso de sus enzimas Aln en
este caso los costos de produccidn son com-
patibles dado que es posible utilizar residuos
agroindustriales para et crecimiento de los
hongos ¢ incluso es preferible utilizar los
extractos crudos en los que pueden estar
presentes otros factores que favorecen la
estabilidad de las enzimas o que actien
como mediadores, mejorando su rendimien-
to. La mayor parte de {os estudios han sido
realizados con P, chrysosporium y Trametes
versicolor, sin embargo otras especies han
demostrado ser potencialmente utiles para
biorremediacién. En nuestro laboratorio un
aislamiento nacional de Trametes trogn,
excelente productor de lacasa y mangane-
5o peroxidasa, ha sido capaz de degradar
casi completamente mezclas de PCBs y de
hidrocarburos aromaticos policichcos (6) asi
como nitrobenceno y antraceno (7) y un
amplio rango de tinturas industnales (8, 9)
Fomes sclerodermeus degrada y detoxifica
totalmente verde de malaguita en distintos
sistermas (10, 11). De un screening de 35
cepas autdctonas se ha seleccionado
Coriolus versicolor var. antarcticus con muy
buena capacidad decolorante (12), en es-
tudios posteriores se demastrd que cultivos
enteros en 1 hora degradan y detoxifican
una variedad de colorantes. Hay que tener
en cuenta que la industria textil fibera al
medio grandes cantidades de productos co-
loreados y en muchos casos toxicos junto
con agua, un recurso que na deblera des-

perdiciarse, la posibilidad de decoloracién

de los efluentes también permitiria el reuso
del agua (13}

Biosorcién. Las paredes cefulares de estos
hongos constituidas fundamentalmente por
glucanos mananos y quitina tienen gran
capacidad de adsorcion de metales Resul-
tan un material prometedor para la
biosorcion de metales pesados de aguas
contaminadas, incluso en este caso no es
necesario someter al hongo a estas condi-
ciones de estrés, sino que puede utilizarse

biomasa muerta

tnvestigacién y desarrollo. Algunas de es-
tas enzimas poseen promotores muy fuer-
tes y regulables como la CBH de Trichoder-
ma reesel, este hecho ademds de su capaci-
dad de secrecidn, la hace un vehiculo para
la produccién de proteinas heterdlogas. Para
produccion de protoplastos se usan pecti-
nasas, xilanasas y celulasas. La CBQ es uts-
lizada en la fabricacion de biosensores para
detectar celobiosa o lactosa. La lacasa re-
viste gran interés por su capacidad de trans-
fenr 4 electrones a la vez y estd siendo uti-
hzada para la modificacion de electrodos
para ser utllizados p e como biosensores
amperométricos y para microceldas gene-
radoras de electncidad. (14, 15).

PERSPECTIVAS

La mayoria de las investigaciones ligadas a
aplicaciones biotecnoldgicas de hongos de
pudnicidn blanca se realizaron sobre espe-
ces del Hemisferio Norte, esto contrasta con
la diversidad de hongos ligninoliticos que
han sido descriptos en &l Hemsferio Sur,
sobre os cuales son escasos {05 estudios
acerca de los sistemas enziméticos imphca-
dos. Para utilizar a los hongos causantes de
pudricion blanca y sus enzimas hignocelulo-

liticas en distintos procesos biotecnoldgicos,

es necesano clanficar los mecanismos enzi-
méticos empleados, determinar como secre-
tan sus enzimas, como operan y bajo que
condiciones estan activas. Ef trabajo actual
en nuestro laboratorio abarca estas cuestio-
nes, la optimizacién de procesos de fermen-
tacién (sumergidos y en estado sélido) para
la obtencion de enzimas lignoceluloliticas y
el refevamiento de nuevas especies fungi-
cas, en la busqueda de organismos mas efi-
cientes para utilizarlos en la industria del
pape y en la biodegradacion de diferentes

contaminantes ambientales
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