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RESUMEN

Objetivo. Evaluar la potencialidad del consorcio microbiano Curvularia kusanoi L7- Trichoderma
pleuroticola como método bioldgico de pretratamiento de alimentos altos en fibra destinados a
la produccion animal. Materiales y métodos. Se utilizaron las cepas Curvularia kusanoi L7 y
Trichoderma pleuroticola. Se evalud el potencial degradativo a través de las cinéticas de produccién
de las enzimas celulolitica (endo-1,4-B- glucanasa y exo-1,4-B- glucanasa) y ligninoliticas (lacasa y
peroxidasa) en fermentacion sélido sumergido de salvado de trigo y de bagazo de cafia de azucar.
Se analizd el crecimiento del cocultivo en placas. Se determinod el efecto del consorcio sobre la
mineralizacion del carbono de la paja de trigo cruda y se evaluo el grado de degradacién de la fibra
por espectroscopia infrarroja (IR). Resultados. Ambas cepas mostraron alta produccion celulolitica
. Solo C. kusanoi L7 mostré actividad ligninolitica, con actividad lacasa maxima de 1400 U/L. No se
encontré antagonismo entre las cepas y los resultados de mineralizacion del carbono y evaluacion
de sus productos finales mediante IR, indican la efectividad del consorcio para degradar la pared
celular de forma mas eficiente que cada una de las cepas de manera individual. Conclusiones. Se
concluye que el consorcio microbiano C. kusanoi L7-T.pleuroticola presenta grandes potencialidades
para emplearse en la modificacion estructural de fuentes fibrosas destinadas a la alimentacién
animal.

Palabras clave: Degradacion; enzimas; fibra; pared celular; hongos (Fuente: CAB).

ABSTRACT

Objective. To evaluate the potentiality of the microbial consortium Curvularia kusanoiL7- Trichoderma
pleuroticola as biological pretreatment of high fiber sources destined for animal production. Materials
and methods. The Strains used where Curvularia kusanoi L7 and Trichoderma pleuroticola. The
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degradative potential was evaluated through the production kinetics of cellulolytic (endo-1,4-8-
glucanase and exo-1,4-B-glucanase) and ligninolytics enzymes (laccase and peroxidase) in solid
submerged fermentation of bran wheat and sugarcane bagasse. The growth of the co culture in
plates was analyzed. The effect of the consortium on the carbon mineralization of raw wheat straw
was determined and the degree of fiber degradation was evaluated by infrared spectroscopy (IR).
Resulted. Both strains showed high cellulolytic production. Only C. kusanoi L7 showed ligninolytic
activity, with a maximum laccase activity of 1400 U/L. No antagonism was found between the
strains and the results of carbon mineralization and evaluation of their final products by IR indicate
the effectiveness of the consortium to degrade the cell wall more efficiently than each of the strains
individually. Conclusions. It is concluded that the microbial consortium C. kusanoi L7-T. pleuroticola
has great potential for structural modification of fibrous sources destined for animal feeding.

Keywords: Degradation; enzymes; fiber; cell wall; fungi (Source: CAB).

INTRODUCCION

La investigacion de fuentes no convencionales
de alimento para animales, constituye un tema
medular de la actualidad internacional. En ese
sentido, se desarrollan diferentes estrategias
donde la revalorizacion de la biomasa
lignoceluldsica exhibe particular interés (1).
Sin embargo, a pesar del gran potencial que
representa este recurso para la produccidn
animal, la complejidad estructural de la pared
vegetal y la baja digestibilidad de muchas de
estas fuentes, disminuye su campo de empleo
especialmente en la alimentacién de especies
monogastricas. En estos casos, los procesos
de pretratamiento de la fibra sobresalen como
soluciones efectivas que permiten mejorar su
calidad nutritiva (2).

La literatura cientifica describe varios métodos
de pretratamiento que logran modificar la
estructura macroscépica y microscopica de la
fibra vegetal (3). Segun su naturaleza, estos
métodos pueden clasificarse en pretratamientos
fisicos, quimicos y bioldgicos, estos ultimos con
mayor desarrollo a causa de sus numerosas
ventajas. Este tipo de pretratamiento,
presenta menor consumo de energia, no
emplea productos quimicos agresivos, opera
en condiciones cercanas al ambiente y ademas
permite la reduccion de inhibidores y productos
quimicos toxicos en el medio de reaccion (4).

La degradacion de la fibra por tratamiento
bioldgico, ocurre por acciéon de determinados
microorganismos como los hongos y las
bacterias. Estos, son capaces de degradar
la compleja estructura de la pared vegetal, a
través de la expresién de enzimas altamente
especificas como las celulasas y las enzimas
que modifican la lignina. Para aumentar
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la efectividad de los pretratamientos, se
pueden emplear microorganismos con alta
capacidad lignocelulolitica como los hongos
de la podredumbre blanca 6 pueden utilizarse
diferentes variantes de consorcios microbianos
que logran una degradacibn mucho mas
exahustiva de la pared celular vegetal (4). Segun
Singh et al (5), estos consorcios microbianos
o co-cultivos son una solucién efectiva en la
biotransformacion de sustratos complejos.

Los géneros Curvularia y Trichoderma se
describen ampliamente como microorganismos
con alta capacidad lignocelulolitica, de ahi que
la presente investigacion se proponga como
objetivo: Evaluar la potencialidad del consorcio
microbiano Curvularia kusanoi L7- Trichoderma
pleuroticola como método bioldgico de
pretratamiento de alimentos fibrosos destinados
a la produccion animal

MATERIALES Y METODOS

Microrganismos: Los estudios se llevaron a
cabo con las cepas no patdégenas Curvularia
kusanoi L7 y Trichoderma pleuroticola, con
numerodesecuenciasregistradasenelGenBank:
KY795957.1 y MK992922, respectivamente.
Pertenecientes al banco de Microorganismos
del Laboratorio de microbiologia del Intituto de
Ciencia Animal, Cuba. Ambas cepas se aislaron
a partir de la superficie del arbol de limén.

Caracterizacion individual del potencial
degradativo de las cepas

Crecimiento sobre acido tanico. A partir de
los cultivos puros de 5 dias de crecimiento en
agar papa dextrosa (PDA), se tomd 1 cm? de
cada cultivo y se sembraron por separado en
medio agarizado con acido tanico como Unica
fuente de carbono segun lo describe Nobles (6).
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Las placas se incubaron a 30°C en completa
oscuridad por 7 dias. Todos los experimentos
se realizaron por triplicado y se evalud el indice
de potencia (IP) de las cepas segun la siguiente
formula:

IP= (Z;C) + 100

Donde:

z-diametro del halo de degradacion del acido
tanico

c-diametro del crecimiento microbiano

Determinacion cuantitativa individual
del potencial enzimatico en fermentacion
sblida sumergida del salvado de trigo
y fermentacion soélido sumergida del
Bagazo de cafa. Para evaluar el potencial
enzimatico de cada una de las cepas, se
analizaron las cinéticas de produccion de las
principales enzimas del complejo celulolitico
y de las enzimas que modifican la lignina en
fermentacion solida sumergida del salvado de
trigo y luego en fermentacién sélido sumergido
del bagazo de cafia de azlcar. En ambos casos
se tomo6 como indculo, 1 cm? del micelio de
7 dias de edad crecido en PDA proveniente
de los cultivos puros. A partir de los cultivos
puros de 7 dias de crecimiento en PDA, los
microorganismos se inocularon en matraces
qgue contenian 3 g del cereal a base de salvado
de trigo Allbran-Kellogg'’s (Tabla 1) y 100 mL de
amortiguador citrato de sodio (50 mM, pH 6.0)
y en matraces que contenian 4 g de bagazo de
cafia de azucar y 100 mL de amortiguador de
citratos (50 mM, pH 6.0). Todos se incubaron
en zaranda orbital (120 rpm durante 7 dias a
30°C). Se tomaron muestras de la fermentacion
cada 24 horas y los analisis se realizaron por
triplicado. El contenido de cada matraz se filtro,
se centrifugo (4°C, 10 000 rpm) y se almacend
el extracto crudo en tubos Corning a -20°C para
su posterior estudio (7).

Tabla 1. Composicién nutricional (%) de acuerdo
con el producto comercial Cereal Allbran-

Kellogg's.
Composiciéon Contenido (%)
Proteinas 13
Grasas 3
Carbohidratos 40
Azlcares 17
Fibra dietética 26.5
Sodio 0.5
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Evaluacion de actividad celulolitica. A partir
de los extractos enzimaticos provenientes
de la fermentacion, se evalué la capacidad
celulolitica endo-1,4-B- glucanasa (CMCasa)
sobre carboximetilcelulosa 2.2% (p/v) en
amortiguador citrato de sodio 50 mM, pH 6 y
la actividad exo-1,4-B- glucanasa (PFasa) se
cuantificd sobre papel filtro Whatman N.° | (50
mg) en amortiguador acetato sédico 0.6 M, pH
6.0. En ambos casos las reacciones se incubaron
a 50°C por 30 min y se cuantificd el contenido
de azlcares reductores liberados durante el
proceso (8). Las actividades enzimaticas endo
y exoglucanasa se expresaron en Unidades
internacionales por mililitro (UI /mL) (9).

Actividad lacasa y lignino peroxidasa. Para
evaluar la actividad lacasa, se utilizaron 100 pL
de siringaldazina (5 mM) y 800 pL de buffer
citrato (50 mM, pH 4.5). Esta mezcla se incubd
previamente a 30°C y luego se afadieron
100 pL del extracto enzimatico hasta alcanzar
el volumen final de 1 mL. La oxidacion del
sustrato se analiz6 en un espectrofotémetro
UV-Vis a una longitud de onda de 530 nm. Una
unidad de actividad lacasa (U) equivale a la
cantidad de enzima que convierte 1.0 ymol de
siringaldazina/minuto (10).

La actividad lignina-peroxidasa se determind
mediante la dimerizacion oxidativa dependiente
de H,O, del 2.4-diclorofenol (2.4-DCF) a 25°C.
Para esto se utilizaron, 200 pL de muestra, 5
mM de 2,.4-DCF, 4-aminoantipirina 3.2 mM,
H,0, 10 mM en fosfato de potasio 20 mM,
pH 7.0. La reaccién se monitore6 durante 5
minutos después del cambio de absorbancia
a 510 nm (e=1.85x10* Micm). Una unidad
de actividad enzimatica se defini6 como la
cantidad de enzima que cataliza el aumento de
una unidad de absorbancia por minuto (11).
Las determinaciones de actividad enzimatica
utilizaron como control negativo la mezcla de
reaccién sin el extracto enzimatico.

Analisis estadisticos. Los datos de cada
cinética se analizaron mediante analisis de
varianza simple, para evaluar el efecto del
tiempo de fermentacion en la produccidn
enzimatica. El estudio de los datos se realizd
con el paquete estadistico InfoStat (12).

Pruebas de confrontacion microbiana.
Para determinar la capacidad de la cepa C.
kusanoi L7 de crecer en co-cultivo con la
cepa T. pleuroticola se empledé PDA. La placa
se dividié a la mitad y se sembré a cada lado
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un microorganismo para evidenciar signos de
solapamiento o antagonismo entre los cultivos.
Todas las placas se incubaron a 30°C en
completa oscuridad durante 10 dias (13).

Mineralizacion del carbono de la paja de
trigo cruda. Para evaluar la capacidad fibrolitica
de cada una de las cepas vs su co cultivo, se
determiné la mineralizacién del carbono de la
paja de trigo cruda mediante espectroscopia
gaseosa. Se dispusieron 3 g del sustrato en
botellas de vidrio de 200 mL cerradas con
tapones perforables de goma, se adicionaron 3
mL de medio minimo de sales (modificacion del
medio minimo de Lee: KH,PO, (2.0 g/L), MgSO,
(0.3 g/L) (NH,),SO, (1.4 g/L), CaCl, (0.3 g/L),
Urea (0.3 g/L), peptona proteosa (0.75 g/L))
y el indculo correspondiente de cada una de
las cepas (1cm? del micelio de 7 dias crecido
en PDA). Se evaluaron cuatro tratamientos,
(control con paja de trigo sin inocular, paja de
trigo inoculda con C. kusanoi L7, paja de trigo
inoculda con T. pleuroticola y paja de trigo
inoculda con el co-cultivo) y seis repeticiones
cada uno. La producciéon de CO, se monitored
durante un mes, tomandose muestras del gas
producto de la fermentacion cada 72 horas e
inyecctandose al cromatografo gaseoso (Trace
GC, Thermo Electron) equipado con detector de
conductividad térmica.

Condiciones cromatograficas. Se empled
un tiempo de corrida de 2 min a una velocidad
de flujo del Split de 45 mL/min. La curva de
calibracién de CO, se construyé mediante la
utilizacion del gas de calibracion estandar de
referencia marca STG, UK (99 ppm CO,, 5 ppm
CH,, y 10 ppm N,O). Para realizar las diluciones
del patréon de CO, se utilizd una bolsa de

Tabla 2. Actividad celulolitica CMCasa (endo-1,4-p-
solido sumergido de salvado de trigo
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propileno y aire comprimido como disolvente.
Para realizar la inyeccién de las muestras se
utilizé una jeringa de 5 mL para gases. Todas
las lecturas se hicieron por duplicado.

Evaluacion del nivel de degradacion de la
fibra de la paja de trigo por Espectroscopia
Infrarroja. La degradacion de la fibra de
la paja de trigo cruda luego del estudio de
mineralizacion del carbono se evalué mediante
espectroscopia infrarroja de Reflexion Total
Atenuada con Transformada de Fourier (ATR-FT-
IR, por sus siglas en inglés) (15). Los residuos
de este ensayo se evaluaron en un equipo Pelkin
Elmer con detector MCT/A. Las exploraciones
fueron de 4 000 hasta 400 cm.

RESULTADOS

Determinacion cualitativa y cuantitativa
del potencial enzimatico de las cepas
en estudio. El crecimiento de las cepas C.
kusanoi L7 y T. pleuroticola en medio Nobles,
evidenciaron la capacidad de degradar el
acido tanico. En cuanto a la determinacién
cuantitativa de su potencial enzimatico, los
estudios de fermentacién sélido sumergida
de los sustratos salvado de trigo y bagazo de
cafia de azlcar, mostraron una alta capacidad
fibrolitica, sustentadas por valores similares
a cepas ya reportadas con gran capacidad
degradativa. Los resultados por estudios se
presentan a continuacion.

Fermentacion sélido sumergida del salvado
de trigo. La degradacion del salvado de trigo
en fermentacion sdélido sumergida por las cepas
C.kusanoi L7 y T. pleuroticola se presentan en
las tablas 2 y 3:

glucanasa) de C. kusanoi L7 y T. pleuroticola en medio

Actividad enzimatica endo-1,4-B- glucanasa (UI/mL)

Cepas/horas EE y signf
24 48 72 96 120 144 168

C. kusanoi L7 0.535¢ 0.197¢ 0. 981¢ 0.185¢ 0.081° 0.0352 0.0292 +0.022 p=0,0003

T. pleuroticola 0.032° 0.061%° 0.0642° 0.082° 0.126¢ 0.0142 0.0022 +0.001 p=0.023

abcde Medias con diferentes letras en cada fila difieren a p<0.05 *

Tabla 3. Actividad celulolitica PFasa (exo-1,4-B- glucanasa) de C. kusanoi L7 y T. pleuroticola en medio sélido
sumergido de salvado de trigo.

Actividad enzimatica endo-1,4-B- glucanasa (UI/mL)

Cepas/horas EE y signf
pas/ 24 48 72 96 120 144 168 v sig

C. kusanoi L7 0.340¢ 0.191° 0.151° 0.0822 0.080° 0.0842 0.0522 +0.011 p=0.045

T. pleuroticola 0.0012 0.006° 0.036° 0.031° 0.107¢ 0.043° 0.0022 +0.001 p=0.032

abed Medias con diferentes letras en cada fila difieren a p<0.05 4
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En cuanto a la actividad ligninolitica en este
sustrato (salvado de trigo), solo la cepa C.
kusanoi L7 resultd positiva a la presencia de
lacasas y peroxidasas. Su cinética de produccion
enzimatica lacasa y peroxidasa se muestra en
la figura 1.

Ae (UiL) %%
1400

1200

1000

800

600

400

200

tiempo de fermentacion (dias)

—e—lacasa —e—peroxidasa

Figura 1. Cinética de produccién de lacasas
(EE+3.52; p<0.0001) vy peroxidasas
(EE£1.18; p<0.0001), de la cepa C.
kusanoi L7 en medio sélido sumergido de
salvado de trigo. Ae: Actividad enzimatica.
Andlisis de varianza simple para cada
enzima. Paquete estadistico InfoStat (12).
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Fermentacion soélida sumergida del
bagazo de caia. Al igual que el caso de la
fermentacion soélido sumergida del salvado
de trigo, la actividad celulolitica de las cepas
frente al bagazo de cafia de azlcar también es
considerable. Los resultados se presentan en
las tablas 4 y 5.

En cuanto a la produccion de enzimas
ligninoliticas, se encontré escasa actividad
lacasa (Figura 2) y ninguna actividad para las
enzimas peroxidasa.

Ae (Ul/mL)

-
ra
w
r
w
o
-
=1
o
=

Tiempo de fermentacion (dias)

Figura 2. Produccion de lacasas de la cepa C. kusanoi
L7 en fermentacion solida sumergida del
bagazo de cafia de azucar. (EE +0.03;
p=0.1861).

Tabla 4. Actividad celulolitica CMCasa (endo-1,4-B- glucanasa) de C. kusanoi L7 y T. pleuroticola en
fermentacion sélido sumergida del bagazo de cafia de azucar

Actividad enzimatica endo-1,4-B- glucanasa (UI/mL)

Cepas/hora EE y signf
pas/ 24 48 72 96 120 144 168 v sig

C. kusanoi L7 2.739 2.06¢ 2.36f 1.85¢ 1.14¢ 1.04° 0.932 +0.22 p=0.0004

T. pleuroticola 2.08¢ 2.969 2.82f 2.25¢ 1.73¢ 1.26° 1.042 +0.31 p=0.0007

abede Medias con diferentes letras en cada fila difieren a p <0.05 (14) ***p<0.001

Tabla 5. Actividad celulolitica PFasa (exo-1,4-B- glucanasa) de C. kusanoi L7 y T. pleuroticola en fermentacion
solido sumergida del bagazo de cafia de azUcar.

Actividad enzimatica exo-1,4-B- glucanasa (UI/mL)

Cepas/horas EE y Signf.
P 24 48 72 120 144 168 y>i9

C. kusanoi L7 0.261° 0.802¢ 0.511¢c 0.0072 0.0072 0.0032 0.00062 +0.36 p=0.0021

T. pleuroticola 0.750¢ 1.691f 1.180¢ 0.472¢ 0.056° 0.0062 0,0008° +0.52 p=0.0033

abcdefMedias con diferentes letras en cada fila difieren a p <0.05 (14)

Evaluacion del crecimiento en co cultivo.
Las confrontaciones a los 5 y 10 dias muestran el
crecimiento de T.pleuroticola sobre C. kusanoi L7,
por lo que se infiere que no existe la produccion
de metabolitos tdxicos o antagdnicos para el
crecimiento de estas especies seglin se observa
en la figura 3. Es necesario sefalar ademas, que la
cepa C. kusanoi L7 es un ascomiceto dermatiaceo
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que se caracteriza por un crecimiento rapido
con abundante micelio aéreo, en cambio T.
pleuroticola muestra un crecimiento miceliar mas
lento con abundante esporulacién. Sin embargo
al cabo de los 10 dias se observé un crecimiento
conjunto de ambas cepas, llegando a ocupar toda
la superficie de la placa.
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Figura 3. Pruebas de confrontacién microbiana C.
kusanoi L7 (a derecha de la placa)- T.
pleuroticola (a la izquierda) a los 5 dias de
crecimiento en medio PDA a 30°C.

Mineralizacion del carbono de la paja
de trigo cruda. la figura 4 presenta la
mineralizacion del carbono por acciéon del
hongo lignocelulolitico C. kusanoi L7, el hongo
celulolitico T. pleuroticola y su co-cultivo.

€O, (mg kg-1)
5000,0
4500,0

4000,0

3500,0 ~+-C. kusanoi L7

3000,0 T. pleuroticola

25000 ~—Co cultivo

2000,0
—+—Control

1500,0
1000,0 b
500,0

0,0 e

0 S 10 15 20 25 30

Tiempo de fermentacién (dias)

Figura 4. Mineralizacion del carbono de la paja
de trigo cruda por las cepas C. kusanoi
L7, T. pleuroticola y su co-cultivo. ab<d;
Letras distintas en el mismo tiempo
de fermentacion muestran diferencias
significativas p<0.05 (14). La significacion
fue igual en todos los casos (p<0.0001).
Dia 3: EE+46.71, dia 6: EE+73.41, dia
10: EE+93.49, dia 20: EE£24.47, dia 27:
EE+23.95.

La mineralizacién del carbono presenta un
comportamiento  particular que depende
fundamentalmente del tipo de microorganismo
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y las caracteristicas propias del sustrato. Sin
embargo, en el estudio actual ambas cepas
presentaron un comportamiento similar durante
los primeros 6 dias de crecimiento. Este periodo
puede asociarse al proceso de colonizacion del
sustrato. Es necesario sefialar que la cepa T.
pleuroticola coloniza de forma mas rapida
el sustrato, aspecto que se define por las
caracteristicas propias de este género. A partir
del décimo dia de fermentacion se observd una
disminucion drastica de la produccién de CO,,
lo que puede relacionarse con la disminucién de
los nutrientes de mas facil acceso y el comienzo
de la degradacién de estructuras mas complejas
que forman parte de la pared celular. A partir de
los 20 dias de fermentacion, la mineralizacion
del carbono de T. pleuroticola fue menor que
en los demas tratamientos (p<0.0001). No se
encontraron diferencias en los resultados entre
las cineticas de C. kusanoi L7 y las de su co-
cultivo con T. pleuroticola.

Al realizar la comparacion de los espectros
infrarrojos (ATR-FT-IR) obtenidos del estudio
de mineralizaciéon del carbono de la paja de
trigo cruda por los hongos C. kusanoi L7, T.
pleuroticola y su co-cultivo al final del estudio
(27 dias), se observd que los tratamientos con
C. kusanoi L7 y su co cultivo con T. pleuroticola
presentaron mayor disminucién de las sefiales
asociadas a la lignina (figura 5). A pesar de
ser ésta, una determinacién semi cuantitativa,
se evidencia claramente la disminucién en la
intensidad de las sefiales asociadas a la lignina,
aspecto que sugiere la modificacion estructural
de este compuesto por accidén enzimatica.

Las sefiales que se numeran en la figura 5
(1. Banda en el intervalo de 3 400 a 3 200
cm, asociada a la vibracion de grupos O-H
fendlicos y alifaticos, 2. Banda a los 1 610
cm~! correspondiente a la presencia de dobles
enlaces Carbono-Carbono aromaticos, 3.
Banda a los 1 510 cm correspondiente a las
vibraciones de los enlaces Carbono-Carbono
de la lignina (unidades aromaticas y fendlicas),
4. Banda a los 1 420 cm™ correspondiente al
esqueleto fenilpropano de la lignina, 5. Banda
a los 1 210 cm™! asociada los enlaces C-0O
del anillo guaiacil y 6. Banda a los 1 035 cm'!
correspondiente a los enlaces O-CH3 de las
unidades guayacilo y siringilo de la lignina),
son bandas caracteristicas de agrupamientos
funcionales presentes en la molécula de la
lignina. La dismunucion en la intensidad de estas
sefiales, indica su modificacion estructural.
Este resultado, corrobora los planteamientos
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anteriores, donde en los tratamientos con C.
kusanoi L7, la expresion de enzimas lacasas
modifica la estructura de la lignina y permite
una degradacion mas exhaustiva de la pared
vegetal.

as00 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm-)

Figura 5. Espectro ATR-FT-IR de las muestras
resultantes del estudio de mineralizacion
del carbono de la paja de trigo cruda por
las cepas C. kusanoi L7, T. pleuroticola y
su co-cultivo en la zona de 4000 a 400 cm-
1, Los numeros del 1-6 corresponden a las
sefiales caracteristicas de la lignina.

DISCUSION

El estudio cualitativo de ambas cepas mostro
capacidad de crecimiento en un medio
complejo como es el medio nobles, donde los
microorganismos deben crecer a expensas de la
degradacion de acido tanico como Unica fuente
de carbono. Segun Reid (16), esta prueba
indica la posible secreciéon de enzimas oxidasas
que permiten la degradacion de estructuras
similares a la lignina.

La cinética de produccion enzimatica de ambas
cepas (Tablas 2, 3, 4 y 5) tanto en salvado
de trigo como en bagazo de cafia de azucar
reflejaron como estos hongos son capaces de
producir las principales enzimas del complejo
celulolitico. Es importante senalar ademas, que
en ambos casos, la actividad maxima se alcanza
durante los primeros dias de fermentacion.
Segun Valifio et al (17a) las cepas candidatas
para procesos fermentativos de produccion
enzimatica, son aquellas capaces de expresar
su capacidad enzimatica maxima durante las
primeras horas de fermentacion, aspectos
claves para reducir el tiempo de trabajo y
optimizar el proceso de produccién de la
enzima. Se conoce que dentro de los hongos con
mayor capacidad celulolitica se encuentran los
géneros Trichoderma, Aspergillus y Penicillium
(18). Segun los estudios Vazquez et al (18) la
produccion de celulasas de las cepas en estudio
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puede considerarse alta, sin embargo, aunque
la produccion de celulasas de estas cepas
puede considerarse alta, son menores a lo que
se reporta para T. viride (M5-2) en bagazo de
cafa, quien presento alta actividad celulolitica
a partir de las 24 h y llegd a su maxima
expresion a las 72 h, alcanzandose valores
para exoglucanasa de 1.84 Ul/g de MS) y de
7.26 UI/g de MS para endoglucanasa segun lo
publicado por Valifio et al (17).

Respecto a la produccion de las enzimas que
modifican a la lignina, es necesario sefialar
como C. kusanoi a pesar de ser un hongo
ascomiceto, sus producciones de enzimas
lacasa se encuentran en el rango de las que se
reportan para varias especies de basidiomicetos
productores por excelencia de este tipo de
enzimas como los hongos de la podredumbre
blanca (19). La expresiéon de enzimas lacasas
en el género Curvularia no se conoce a
profundidad. Son escasos los informes en la
literatura, aunque, algunos autores como Bello
et al (20), encontraron valores de actividad
lacasa en Curvularia lunata similares a los
obtenidos en el presente estudio. Los hallazgos
de la presente investigacion son una medida
del alto potencial que puede tener este género
en la degradacion de compuestos recalcitrantes
como la lignina. Otro aspecto significativo es el
patron que presenta esta cepa en la cinética
de produccion de enzimas lacasas. Al igual que
la mayoria de las cepas lignoliticas reportadas
como productoras de oxido reductasas (21),
C. kusanoi L7, alcanza tambien su maximo de
actividad lacasa a los 7 dias de fermentacidn.

La cepa C. kusanoi L7 no solo mostré altos
valores de actividad ligninolitica, sino también
alta produccion de celulasas, por lo que se puede
esperar tambien resultadores prometedores
en los procesos de bioconversién de residuos
lignoceluldsicos.

La posibilidad de C. kusanoi L7 y T. pleuroticola
de crecer en co cultivo en placas sin presentar
rasgos de antagonismo y luego mineralizar en co
cultivo eficientemente el carbono de la paja de
trigo, muestra un posible consorcio microbiano
de grandes potencialidades que debe probarse
frente a otros sustratos puesto que la alta
capacidad degradativa que presentan estas
cepas de forma individual permite predecir que
este consorcio sea efectivo en la degradacion
de la fibra. La combinacién entre las enzimas
que degradan la celulosa y aquellas que
degradan la lignina, es fundamental para lograr
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una degradacion mas completa de sustratos
fibrosos (22). Segun Singh et al (5), los co-
cultivos de hongos lignoceluloliticos son una
solucion efectiva para lograr una degradacién
mejor y mas completa de la pared celular
de la planta. Por estas razones, el presente
resultado constituye una variante interesante
para estudios de biodegradacion de fuentes
fibrosas destinadas a la alimentacion animal.
A pesar de los resultados positivos que se
discuten en la literatura sobre el empleo de los
co-cultivos para la degradacién de diferentes
fuentes fibrosas, en el sector ganadero son
muy escasos los estudios al respecto. A pesar
de esto, Ghorai et al (23) y Medina et al (24)
reportaron satisfactoriamente el uso de los
co-cultivos de hongos basidiomicetos en la
biodegradacion de diferentes fuentes fibrosas
para alimentaciéon de rumiantes.

El empleo de co-cultivos es una opcién
atrayente en la mejora de la calidad nutricional
de los aliemntos fibrosos alternativos. Su uso
beneficia sobre todo, la degradacion de fuentes
con alto contenido de fibra, mejorando la
biodisponibilidad de nutrientes y permitiendo
revalorizar este tipo de fuentes (25). El uso
de los consorcios flungicos, puede conducir
al incremento de la produccién enzimatica e
incluso contribuir a la generacion de procesos
degradativos de mayor eficiencia (26). Varios
microorganismos ante situaciones de estrés
o0 de limitaciones nutricionales son capaces
de presentar relaciones beneficas entre si
(27). Se conoce que en co cultivos de hongos
donde se presente variacion de nutrientes en
el medio, puede estimularse el sinergismo
de ambos microorganimos (26). Al respecto,
son varios los estudios sonde se encuentran
altas producciones enzimaticas al utilizar los
consorcios microbianos (28,29,30). Yang et
al (30) manifestaron una produccién cinco
veces mayor de la manganeso peroxidasa en
el co cultivo Trametes sp.- Chaetomiun sp.
respecto a la produccidon enzimatica de cada
microorganismo de forma particular. Este
estudio evidencido ademas en el co cultivo, un
aumento significativo (96%) en el porciento de
biodegradacion de colorantes trifenilmetanicos.

A pesar que el uso de los co cultivos no se ha
extendido de forma considerable en el sector
agropecuario, su aplicacion a nivel industrial si es
extensa, destacandose su uso desde la obtencion
de biocombustibles, hasta el tratamiento de
residuales y la biorremediacién. Sin duda,
las técnicas que emplean acertadamente
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los consorcios microbianos, son potenciales
herramientas que mejoran los procesos de
degradacion de la fibra y de compuestos
complejos de estructuras similares. Su
implementaciéon contribuye significativamente
al desarrollo de estos sectores.

El proceso de biodegradacion de los sustratos
lignocelulésicos puede considerarse como
un fendmeno dificil. Su grado de dificultad,
tiene estrecha relacion con las caracteristicas
propias de la fibra y su contenido de lignina y
carbohidratos estructurales. Por estas razones,
se puede afirmar que la produccién de CO, de
un microorganismo se afecta por la calidad del
material organico que se degrade (31).

La paja de trigo cruda, es un sustrato que exhibe
como media, 73% de FDN, que se distribuye en
38% de celulosa, 25% de hemicelulosa y 10%
de lignina (31). Estos aspectos traen como
consecuencia que el microorganismo necesite
la expresién de determinadas enzimas que
catalicen la degradacién de estos componentes,
lo que resulta en una velocidad de degradacién
mas lenta. Las investigaciones sobre el
presente tema, confluyen que los valores de
mineralizacion del carbono dependen tanto del
tipo de sustrato como de las caracteristicas de
los microrganismos que lo degradan (32).

Al comparar la dindmica de mineralizacién de
las cepas en estudio, las diferencias entre los
tratamientos con C. kusanoi y su co-cultivo
respecto al tratamiento con T. pleuroticola,
ejemplifican como los microorganismos que son
capaces de producir una bateria mas amplia de
enzimas lignoceluloliticas, mineralizan en mayor
medida los sustratos complejos altos en fibra.

La evaluacién por FTIR de los productos finales
de la mineralizaciéon reafirman los resultados
anteriores. En el caso del tratamiento con
T. pleuroticola, los resultados de ambos
estudios indican que no hay degradacion tipica
de la lignina. Si se desease emplear este
microorganismo en procesos de modificacién
de la fibra vegetal, seria mas conveniente su
combinacién con microrganismos ligninoliticos
para lograr una degradacion mas completa
como se observd en el caso de su co-cultivo
con C. kusanoi L7.

La modificacion estructural que se observo para
el cocultivo, evidencia no solo la degradacion
de agrupamientos funcioanles presentes en
la estructura de la celulosa y la hemicelulosa,
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sino la disminucion en la intensidad de senales
que se asocian directamente con la estructura
de la lignina. Por estas razones, el consorcio
microbiano con fines de pretratamiento
biolégico de fuentes fibrosas, necesita de la
combinacién efectiva entre actividad celulolitica
y ligninolitica. Estas interacciones enzimaticas
entre las cepas, también se refuerzan por con
interacciones bioldgicas que se estabecen entre
las especies. Resultados similares, se describen
para la combinacidon ascomiceto-basidiomiceto
evaluada por Dwivedi et al (33) con las cepas
Penicillium oxalicum y Pleurotus ostreatus.

En conclusién, el consorcio microbiano C.
kusanoi L7-T.pleuroticola presenta grandes
potencialidades para evaluarse en la
modificacion estructural de fuentes fibrosas de
diferente composcion. De ahi que este estudio
preliminar, sugiera esta nueva variante de
co cultivo como punto de partida de nuevas
investigaciones que permitan su utilizacién
eficienteen elaprovechamiento de residuos altos

Vazquez et al - Consorcio microbiano en la degradacion de fibra

en fibra destinados a la alimentacién animal.
Al respecto, se conoce la necesidad de evaluar
materias primas alternativas que permitan
remplazar importaciones, proteger el ambiente
y garantizar una fuente de alimento animal que
no compita con la alimentacién del hombre.
Por lo que estos resultados permitiran a largo
plazo, desarrollar producciones agropecuarias
mas eficientes, sostenibles y ecoldgicas.
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