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RESUMEN

En el Pert informacion sobre el potencial biotecnoldgico de los hongos nativos para la degradacién de la celulosa presenta escasos registros. Este
trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad celulolitica de hongos aislados en los departamentos de Cajamarca, Lima, Junin y Huanuco. 289
especies de hongos fueron sometidos a reactivacion después de un periodo de conservacion de 7 afios empleando papel filtro y caldo Czapeck,
evaluados de manera semicuantitativa empleando la técnica de difusion radial en agar Czapeck Na-CMC para luego seleccionar cinco cepas que
fueron identificadas morfolégicamente y también se determiné su capacidad celulolitica por el método de Somogyi-Nelson. Se reactivaron 90% (260)
de los hongos que pasaron por evaluacién semicuantitativa, seleccionando cinco cepas por su mayor area de aclaramiento: 14.9,12.5,12.0, 14.4y
12.7 x 102mm?, SA 726 (Paecilomyces sp), SA 668 (Paecilomyces sp), SA 651 (Paecilomyces sp), SA 683 (Fusarium sp) y HN 566 (Aspergillus sp)
con AE de: 0.048, 0.042, 0.042, 0.080 y 0.048 Ul/ml respectivamente. Las cepas nativas evaluadas mantienen una buena viabilidad en el tiempo y
conservan la capacidad para degradar celulosa. Estas cepas pueden ser empleadas en procesos biotecnoldgicos para el tratamiento de efluentes
agroindustriales.

Palabras claves: Actividad enzimatica; Celulasas; Czapeck; Difusion radial; Somogyi-Nelson.

ABSTRACT

In Peru, information on the biotechnological potential of native fungi for the degradation of cellulose presents few records. This work aimed to
evaluate the cellulolytic activity of isolated fungi in the departments of Cajamarca, Lima, Junin and Hu&nuco. 289 species of fungi were subjected
to reactivation after a conservation period of 7 years using filter paper and Czapeck broth, evaluated semi-quantitatively using the radial diffusion
technique on Czapeck Na-CMC agar to then select five strains that were morphologically identified and its cellulolytic capacity was also determined
by the Somogyi-Nelson method. 90% (260) of the fungi that underwent semi-quantitative evaluation were reactivated, selecting five strains for their
greater clearance area: 14.9, 12.5, 12.0, 14.4 and 12.7 x 102 mm2; SA 726 (Paecilomyces sp), SA 668 (Paecilomyces sp), SA 651 (Paecilomyces sp),
SA 683 (Fusarium sp) and HN 566 (Aspergillus sp) with EA of: 0.048, 0.042, 0.042, 0.080 and 0.048 IU / ml respectively. The native strains evaluated
maintain good viability over time and retain the ability to degrade cellulose. These strains can be used in biotechnological processes for the treatment
of agroindustrial effluents.

Keywords: Enzymatic activity; Celulasas; Czapeck; Radial diffusion; Nelson-Somogyi.
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I. INTRODUCCION

En la naturaleza la celulosa es la molécula principal de
la lignocelulosa polimero organico abundante de la tierra
(Singh A. & Hayashi K., 1995) su acumulacion en grandes
cantidades se convierte en un problema ambiental en zonas
urbanas, por la contaminacion visual y aparicion de plagas,
del mismo modo el vertimiento alto contenido de celulosa
a los cuerpos de agua por la industria papelera. Organismos
como bacterias, actinomicetos, hongos y protozoarios
se encargan de degradar la celulosa en la naturaleza, de
estos microorganismos, el reino fungi presenta una alta
capacidad para propagarse en sustratos lignoceluldsicos
dependiendo de la humedad del ambiente y una variedad
de moléculas que excretan al medio extracelular entre
ellas el complejo enzimatico celulasa, todos con la
finalidad de obtener glucosa, la fuente energética. Las
beta-glucosidasas, endoglucanasas y exoglucanasas son las
principales enzimas del complejo degradador de la celulosa
(Hernandez A. et al., 1999).

Este trabajo muestra la capacidad de reactivacion y
evaluacion de la actividad enzimatica de cepas nativas
aisladas en los departamentos de Cajamarca, Lima, Junin y
Huanuco, después de un periodo de 7 ailos de conservacion.

II. METODOS

2.1. Reactivacion de hongos filamentosos

Se reactivaron 289 hongos aislados de muestras de broza de
las regiones: 50 - Huarochiri, 82 - Satipo, 59 - Huancayo,
68 - Cajamarca y 30 - Tingo Maria. Preservadas en viales
conteniendo Agar Papa Dextrosa (APD) a temperatura de
ambiental, por un periodo de conservacion de 7 afios (2003
—2010). Reactivamos las cepas agregando a cada vial 170
microlitros de caldo Czapeck al cual no le agreg6 glucosa, se
esterilizd papel filtro para agregarlo como fuente de carbono
y se dejo incubar por 5 dias a temperatura ambiente, con un
asa de siembra se cogié micelio que crecid sobre el papel
filtro y se coloc6 en APD ver figura 1 (Vilches L. 2002).

2.2. Método de  difusion
carboximetilcelulosa

radial  Czapek

Los hongos reactivados fueron evaluados de manera
semicuantitativa en agar Czapeck — incorporando Na-
carboximetilcelulosa a una concentraciéon del 0.1g/1 con
un tiempo de incubacion de cinco dias. Para revelar los
halos de aclaramiento, se vertié 10ml de rojo de congo a
0.5 g/l sobre el agar Czapeck reposando 15 minutos, luego
se agrego repetidamente solucidn de cloruro de sodio 40g/1
hasta observar el aclaramiento ver figura 2 (Hendricks et
al., 1995); (Zhang P. et al., 2006).

2.3. Seleccion por el método semicuantitativo

Para la seleccion se tomd como variable en area de la
corona circular, la cual se obtiene de la diferencia de una
circunferencia mayor (radio de las enzimas extracelulares)
y otra menor (radio de micelio) mediante la siguiente
formula, ver figura 2:

A=7 (R*1?) mm?

(A= corona circular; R= Radio enzimas extracelulares; r = Radio micelio)

Se realizaron tres evaluaciones con método de difusion
radial en agar Czapek carboximetilcelulosa, los resultados
se procesaron por el programa Microsoft Excel para obtener
los valores maximos, minimo, media y media aritmética
para interpretar y tomar criterios de seleccion (Kasana R.
et al., 2008), en cada evaluacion la media aritmética fue el
valor minimo para la seleccion.

2.4. Identificacion
seleccionados

morfolégica de  hongos

Los hongos que presentaron mayor valor en el area de
hidrolisis de la corona circular por la actividad enzimatica
en medio Czapeck-CMC fueron identificados empleando
claves taxonomicas de acuerdo con la morfologia de sus
estructuras reproductivas (Barnett H. & Hunter B., 1998).

2.5. Evaluacion  cuantitativa del complejo
enzimatico celulasa por el método Somogyi —
Nelson

Cada cepa seleccionada fue propagada en frascos de 500
ml conteniendo APD en pico de flauta, sembrada por estria
e incubadas a temperatura ambiental por un periodo de
ocho dias, cumplido el tiempo se incorpord 50ml de tween
a 0.1%, homogenizamos suspendiendo los conidios. Se
inocul6 1 ml del homogenizado a una concentraciéon 10°
conidios/ml en 9 ml de caldo Czapeck — papel filtro a un
pH 4.5, después de cinco dias de incubacién a temperatura
ambiental a 180 RPM se obtuvo las enzimas celulasas
extracelulares.

Se elaboré una curva patrén de 100, 80, 60, 40, 20 ¥
g/ml de glucosa, para extrapolar la glucosa producida por
los hongos seleccionados, el método de Somogyi — Nelson
fue empleado para determinar la actividad enzimatica de
las celulasas, los resultados se expresaron en unidades
internacionales (UI) (Vilches L. 2002).

III. RESULTADOS

3.1. Reactivacion de hongos filamentosos

Se recuperd el 90 % (260) del 100% (289) de hongos
trabajados: 50 de Huarochiri, 82 de Satipo, 59 de Huancayo,
68 de Cajamarca y 30 Tingo Maria. Todas presentaron
crecimiento filamentoso sobre papel filtro, ver tabla 1 y
figura 1.

3.2. Seleccion por el método semicuantitativo

Primera evaluacion: Se evaluaron 260 hongos
empleando el método de difusion radial empleando como
medio de cultivo agar Czapeck y como fuente de carbono
la carboximetilcelulosa. Las areas de hidrolisis presentaron
los siguientes resultados: media aritmética 5.6, media 4.42,
maxima 15.6, minima 0 y x 10> mm?. Se selecciond 78
cepas para la segunda evaluacion.

Segunda evaluaciéon: Se aplico el mismo
procedimiento del agar Czapeck-CMC para 78 hongos
filamentosos seleccionadas, se obtuvo los siguientes
resultados: media aritmética de 8.74, media 8.74,
maximo 16.8 y minimo 4.7 x 10> mm?. 29 cepas fueron
seleccionadas, ver tabla 3.
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Tercera evaluacion: 29 cepas seleccionadas de la al género Paecilomyces; SA 683 a Fusarium y HN 566
segunda evaluacion presentaron los siguientes resultados:  Aspergillus.
media aritmética de 9.5, media 9.39, maximo 16.1, minimo
5.8, x 10> mm?, seleccionando 12 cepas, ver tabla 2 y 3, 3.5. Evaluacion cuantitativa del complejo enzimatico
figura 2. celulasa por el método Somogyi — Nelson

. En la prueba cuantitativa a los hongos seleccionados se
3.3. Hongos seleccionados obtuvo los siguientes valores: 0.080 (SA 683), 0.048 (SA
Seleccionamos cinco hongos que presentaron mayor area  726), 0.042 (SA 668), 0.042 (SA-651) y 0.048 UI (HN
de aclaramiento promedio en las tres evaluaciones, 14.9  560), ver tabla 5.
(SA - 726); 14.4 (SA - 683); 12.7 (HN - 566); 12.5 (SA -
668); 12.0 (SA — 651) todos x 10> mm?, ver tabla 4.

I . IV. DISCUSION
3.4. Identificacion morfolégica de los hongos
seleccionados 1. Reactivaciéon de hongos filamentosos

Se identificaron tres géneros fungicos en los hongos El porcentaje de reactivacion total de las muestras que
seleccionados: SA 726, SA 668, SA 651 pertenecientes S¢ trabajaron y estuvieron conservadas a temperatura

Tabla 1. Reactivacion de hongos filamentosos segln las regiones muestreadas

Region Huarochiri Satipo Huancayo Cajamarca Tingo Maria Total, de regiones
Hongos % Hongos % Hongos % Hongos % Hongos % Hongos %
Reactivados 43 86 78 95 54 92 58 85 27 90 260 90
No Reactivados 7 14 4 5 5 8 10 15 3 10 29 10
Total 50 100 82 100 59 100 68 100 30 100 289 100

Figura 1. Crecimiento del hongo Paecilomyces sp. SA 726 en Czapeck — papel filtro, el hongo se muestra como
cobertura de color blanco de textura sacaroidea sobre el papel filtro rectangular.

Tabla 2. Resultados de las areas de aclaramiento en las tres evaluaciones

AA Menor AA Mayor AA Seleccion

(102mm?) (102 mm?) (102 mm?)
Tercera evaluacion 5.8 16.1 9.5
Segunda evaluacion 4.7 16.8 8.7
Primera evaluacion 0 15.6 5.6

AA: Area de aclaramiento.

Tabla 3. Seleccion de hongos filamentos por lugar de procedencia en las tres evaluaciones por el método semicuantitativo

Evaluacion 1 2% 3

Procedencia Hongos % Hongos % Hongos %
Huancayo 18 231 7 241 3 25
Tingo Maria 4 5.1 3 10.3 1 8.3
Satipo 34 43.6 16 55.2 6 50
Cajamarca 1 141 0 0.0 0 0
Huarochiri 1" 14.1 3 10.3 2 16.7
Total 78 100 29 100 12 100

Llacza Ladera et al. 325
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Figura 2. Area de hidrolisis o aclaramiento producida por enzimas
extracelulares, se observa corona circular, Paecilomyces sp. SA
726.

Tabla 4. Seleccion de hongos con mayor area de aclaramiento promedio en tres evaluaciones

Area de aclaramiento en 102 mm?

N  Hongo Primera Segunda Tercera Promedio
1 SA-726 15.6 15.1 14.1 14.9
2 SA-683 1.8 16.8 14.7 14.4
3 HN-566 1.4 14.1 12.5 12.7
4  SA-668 10.1 1.3 16.1 12.5
5 SA-651 1.0 13.1 1.8 12.0

Tabla 5. Evaluacion cuantitativa del complejo enzimatico celulasa de cinco cepas seleccionadas

N°  Hongo Inoculo A Glc AE
1  SA-683 1.4 0.039 14.5 0.080
2 HN-566 15.7 0.029 8.7 0.048
3 SA-T26 104 0.029 8.7 0.048
4  SA-651 18.1 0.027 75 0.042
5 SA-668 238 0.027 75 0.042
A: Absorbancia

Inoculo:  10° Conidios/ml
Glc: Glucosa 10-3 mg/ml
AE: Actividad Enzimatica en Ul

ambiental por un periodo de 7 afios en APD fue del 90%
(260 cepas), ver tabla 1. Resultados semejantes obtuvo
(Vilches L. 2002) quien también encontrd porcentajes de
reactivacion superiores al 77%, en hongos que estuvieron
conservados por 12 afios en las mismas condiciones
ambientales. Comparado con el método de conservacion
en agua destilada estéril empleado por (Bueno et al.,
1998) el método de conservacion en APD es ligeramente
menor ya que lograron reactivar el 100% de sus hongos,
teniendo en cuenta que el periodo de conservacion fue de
dos afios, lo cual podria estar influyendo en los resultados.
La incertidumbre de no saber que método se puede
emplear cuando se desea conservar hongos es un problema
constante en los laboratorios (Ryan M. et al., 2000)
desarrollaron un trabajo en donde recomiendan una serie de
caracteristicas que debe cumplir el hongo para poder elegir

326

un método de conservacion adecuado, en este trabajo los
hongos presentan esporas asexuales y no son moviles, por
lo que segun Ryan M. et al.,(2000) se pueden conservar
en los métodos de: Liofilizacion, bajo agua estéril, bajo
aceite, refrigeracion 5°C, cultivos sub continuos o crio
preservacion en nitrogeno. A estos métodos podriamos
agregar la conservacion en APD que también presenta
buenos resultados en la reactivacion de hongos.

4.2. Seleccion por el método semicuantitativo

Cinco cepas fueron seleccionadas empleando la técnica
de difusion radial en agar Capeck - carboximetilcelulosa
con las siguientes areas de aclaramiento: 14.9 (SA 726),
14.4 (SA 683), 12.7 (HN 566), 12.5 (SA 668) y 12.0 x
10> mm? (SA 651), método empleado por Zhang P. et al.,
(2006), de esta seleccion nos podemos dar cuenta que

EVALUACION DEL COMPLEJO ENZIMATICO CELULASA EN HONGOS NATIVOS DEL PERU
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hay una gran cantidad de hongos que pueden degradar
la celulosa, pero una baja cantidad puede producir alta
actividad enzimatica extracelular tal como lo menciona
(Saddler 1982). Bacterias, actinomicetos, levaduras entre
otros microorganismos también pueden ser evaluados
semicuantitativa-mente por la técnica de difusion radial en
agar Czapeck-carboximetilcelulosa (Gaitan D. & Perez L.,
2007; Lu W. et al., 2005),

4.3. Hongos seleccionados

Los cinco hongos seleccionados fueron identificados
como: Aspergillus sp, Fusarium sp 'y Paecilomyces sp, en
la busqueda por encontrar un hongos que presente elevada
actividad enzimatica lleva a los investigadores a encontrarse
con géneros recurrentes como es el caso de Aspergillus el
cual es comunmente reportado y encontrarlo en trabajos de
optimizacion de cultivos, Cruz N. et al., (2009) y Urbay P.
et al., (2005) lo han reportado en trabajos de evaluacion
semicuantitativa presentando resultados prometedores en
la degradacion de la celulosa. Del mismo modo el género
Fusarium sp ha sido reportado por (Vilches L., 2002) y (Li
Letal.,2008) presenta enzimas lignocelulésicas y actividad
exoglucanasa respectivamente. (Rautela G. & Cowling E.,
1966) trabajaron con el hongo del género Paecilomyces
sp presentando una buena actividad celulolitica. Se debe
indicar que cada hongo segrega enzimas con caracteristica
unica.

4.4. Evaluaciéon  cuantitativa del complejo
enzimatico celulasa por el método Somogyi —
Nelson

La evaluacion por el método de método de Somogyi-
Nelson reporto los siguientes valores en las cepas
seleccionadas: 0.080 (SA 683 - Fusarium), 0.048 (SA
726 - Paecilomyces), 0.048 (HN 566 - Aspergillus sp),
0.042 (SA 668 - Paecilomyces) y 0.042 Ul/ml (SA 651 -
Paecilomyces). Vilches Paz, (2002) reporta valores: 0.120
(HU 216 Chrysosporium sp), 0.137 (HU 218 D Fusarium
sp)y 0.112 Ul/ml (HU 251 Fusarium sp) del mismo Urbay
P.etal. (2005) reporta valores de: 1.21 (UC10 - Penicillium)
y 0.18 Ul/mg (UC3 - Trichoderma). Se puede observar
valores superiores con respecto a este trabajo, lo cual
podria estar explicado por las condiciones de ensayo como
la temperatura, tiempo de incubacion entre otros, asi como
el prolongado tiempo que estuvieron en conservacion. Para
el mejoramiento de la actividad enzimatica se han realizado
diferentes variaciones en los medios de cultivos como la
variacion de la fuente de nitrégeno y carbono (Abrha B.
& Gashe B., 1995), suplementar el medio de cultivo con
lactosa, surfactante y vitaminas (Ceroni A. & Gutierrez
C., 1988) y variacion de la concentracion de esporas en el
inoculo (Izarra M. et al., 2012), todas las variaciones tienen
como objetivo elevar la produccion de enzimas o elevar la
actividad enzimatica.

Este trabajo muestra la alta viabilidad de los
hongos nativos del Peri conservados en medio APD, la
practicidad de método semicuantitativo, agar Czapeck-
carboximetilcelulosa, para evaluar grandes cantidades de
hongos. Podemos decir que existen hongos nativos con
potencial biotecnologico para el tratamiento de efluentes
agroindustriales residuales de la industria del papel con alto
contenido de residuos lignoceluldsicos.

V. CONCLUSIONES

»  Sereactivaron260(90%) hongos de un total de 289
(100%) después de un periodo de conservacion de
7 afos en APD, por lo que podemos decir que los
hongos de reproduccion asexual aislados en las
regiones descritas presentan una alta viabilidad
con un método se conservacion econdmico y
sencillo de emplear.

* El método de difusion radial en agar Czapeck-
carboximetilcelulosa es practico y sencillo para
la evaluacién de grandes cantidades de hongos
filamentos que presenten actividad celulolitica
y que puede ser empleado para seleccionar
hongos con enzimas extracelulares por simple
observacion.

*  Los hongos reactivados presentaron una actividad
enzimatica maxima 0.080 Ul/ml obtenido por el
género Fusarium sp - SA 683, revelando que la
actividad enzimatica aiin se mantiene después de
un periodo prolongado de conservacion.
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