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Actividad enzimatica y degradacion
dediferentestiposderesiduos

or ganicos por Saccobolus
saccoboloides (Fungi, Ascomycotina)

LuisAlberto Diorio, Flavia Forchiassin, Victor Leandro Papinutti y Diana
Viviana Sueldo

Laboratorio de Micologia Experimental, Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental, Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina

Se analiz6 la produccion enzimatica y la capacidad de degradacion de residuos
organicos solidos de Saccobolus saccoboloides, un hongo no convencional en
este tipo de aplicaciones. Fue cultivado en medio liquido sintético con celulosa
cristalina y agitacion, y en el octavo dia de crecimiento fue trasvasado a frascos
con 300 mg de restos de césped. La capacidad de degradacion fue evaluada
por la actividad carboximetilcelulasa, xilanasa y amilasa (medidas por métodos
de placa), y por pérdida de peso luego de hidrolisis con NaOH 1%.
Posteriormente se modificé la masa de residuos (entre 300 y 1800 mg/frasco) y
el tipo (papel de filtro, papel de periddico, cartén corrugado, aserrin y viruta de
madera). En este caso las actividades enzimaticas fueron mayores entre 300 y
600 mg de residuos/frasco. Se observo la disgregacion total de los componentes
celulares en los papeles y en el cartén y una alta pérdida de peso, pero S. sac-
coboloides no fue habil en el ataque a los residuos derivados de maderas.

Saccobolus saccoboloides, Carboximetilcelulasa, Xilanasas, Amilasas,
Degradacion de residuos sélidos
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Degradation of lignocellulosic wastes by Saccobolus
saccoboloides (Fungi, Ascomycotina)

The ability to degrade organic solid wastes by the fungus Saccobolus saccobo-
loides was studied. The organism, unusual in such studies, was cultivated in
synthetic liquid media with agitation, and on day 8 of growth the mycelium was
passed to flasks with trimming. On day 16 of growth, the trimming degradation
was assesed by carboximethylcelulase, xylanase, and amylase activities evalua-
tion, and NaOH 1% hydrolysis. Later on, the type of waste was modified (trim-
ming, filter paper, newspaper, cardboard, sawdust and wood shaving were used)
as well as the mass (300-1800 mg/flask). In these cases the enzymatic activities
increased between 300 and 600 mg/flask. The total separation of the cellular
components in all types of paper and cardboard was observed, together with a
high loss of weight. S. saccoboloides was not able to degrade the wood wastes.

Saccobolus saccoboloides, Carboximethylcelulase, Xylanases, Amylases,
Solid wastes degradation

Ladisposicion final de los residuos orgénicos
sdlidos es un problema que afecta al medio ambiente en
todas las regiones del mundo. Actualmente se trata de
reducir lamasa de este tipo de residuos aplicando métodos
biotecnol 6gicos que tienden areducir su volumen y a
favorecer su reutilizacién, siendo los restos de papel y de
cartones uno de | os principal es objetos de estos estudios.

Estos material es, constituidos principal mente por

Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental celulosa, hemicelulosas y lignina pueden ser tratados con

hongos filamentosos gracias a su produccion de exoenzi-
mas capaces de degradarlos. El xilano es el componente
mayoritario de la hemicelulosa, la b-1,4-endoxilanasay la
b-xilosidasa son las enzimas responsables de la hidrdlisis
de la cadena principal y representan los principales com-
ponentes del sistema xilanolitico.
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El sistema celulolitico comprende varias enzimas
como las endoglucanasas, las exoglucanasas (cel obiohi-
drolasas) y las b-glucosidasas. Laimportancia de estas
enzimas en la degradacién de residuos solidos fue demos-
trada en el tratamiento de residuos de banana con
Trichoderma harzianum, Acrophialophora nainiana y
Humicola grisea [1]. Son utilizadas ampliamente en |a
industriatextil, del papel y en laaimentaria[2].

En lareduccion bioldgica de la masa de | os resi-
duos lignocel ul6sicos se usan técnicas de fermentacion en
estado solido. Este tipo de técnicas, como € compostaje,
son preferidas ante las fermentaciones en estado liquido
por sus bajos costes y facilidad de manejo frente alos
grandes volUmenes de residuos a tratar [3]. No obstante
tienen periodos de aplicacion prolongados (de cuatro a
diez meses) y los intentos por reducirlos utilizando biorre-
actores aerobicos pueden no ser efectivos [4].

Otra dternativa en la reduccion de residuos y/o su
pretratamiento es la aplicacion de enzimas purificadas [5],
pero s bien este tipo de procesos involucran tiempos de
incubacion menores de solo unos pocos dias, poseen cos-
tes muy elevados.

En el presente trabajo se muestran los resultados
preliminares del andlisis de la capacidad de degradacion
de residuos organicos sblidos de Saccobolus saccoboloi -
des. Este organismo es un hongo ascomiceto, filamentoso,
con una importante capacidad celulolitica en medio sinté-
tico liquido y 24 °C de temperatura [6,7], pero nunca ha
sido analizado desde el punto de vista biotecnologico. Es
un habitante normal del estiércol de herbivoros responsa-
ble de reciclar esos residuos celulésicos [8].

Materialesy M éodos

Organismos. Se uso6 la cepa BAFC 2822 de
Saccobol us saccobol oides (Fungi, Ascomycoting).

Medios de cultivo

Medio sintético: celulosa cristalina, 10 g; asparra-
gina, 3 g; MgS0..7H:0, 0,5 g; K:HPO;, 0,6 g; KHzPOs,,
0,5 g; CuS0..5H-0, 0,5 mg; MnCl..H-0, 0,09 mg; HsBOs,
0,07 mg; NaM00..2H-0, 0,02 mg; FeCls, 1 mg; ZnCl,,
10 mg; biotina, 5 ng; Cl-tiamina, 0,1 mg; agua destilada
hasta 1000 ml. Todos los reactivos usados fueron de grado
analitico.

Medio con residuos: se utilizaron restos de césped,
papel de filtro Whatman N° 1, papel de periddico, carton
corrugado, aserrin y viruta de madera de pino. Las mues-
tras se cortaron hasta obtener particul as de hasta unos 3
mm de longitud. Se prepararon frascos Erlenmeyer de 125
ml conteniendo 300, 400, 600, 800, 1200 6 1800 mg de
muestra seca de cada tipo de residuo y se les agreg6 5, 6,
8, 10, 15 6 21 ml de agua desionizada respectivamente. En
todos los casos |os medios fueron esterilizados en autocla-
ve durante 20 min a 121 °C.

Indculos y condiciones de cultivo

Cultivo en medio sintético: € micelio de S sacco -
boloides se sembré en placa de Petri con 20 ml de agar
malta (Extracto de malta, 1,3 %; Agar, 1,8 %). Se incubd
siete dias a 28 °C. Los inéculos se hicieron a partir de
cubos de agar de 5 mm de lado retirados de los bordes de
colonias con cinco dias de crecimiento. Los cultivos se
realizaron en frascos Erlenmeyer de 125 ml con 30 ml de
medio sintético, a 28 °C y con agitacién de 120 rpm. Las
muestras fueron tomadas en |os momentos que se indican
mas adelante.

Cultivo en medio con restos de césped: se preincu-
b6 en medio sintético bajo las condiciones antes definidas
durante ocho dias. Al cabo de ese tiempo se volco estéril-

mente la totalidad del contenido de cada uno de estos cul-
tivos en Erlenmeyers con 300 mg de recortes de césped
(de hasta 4 mm de longitud). Cinco frascos fueron inme-
diatamente muestreados como testigos de tiempo cero.
Los cultivos se desarrollaron a 28 °C con agitacién de
120 rpm.

Cultivo en medio con distintas cantidades de restos
de césped: se preincubd en medio sintético en las condi-
ciones previamente indicadas. Después de ocho dias, €l
contenido del frasco fue agregado en su totalidad a frascos
con 300-1800 mg de residuos verdes secos. Tres frascos
de cada tratamiento fueron inmediatamente muestreados
como testigos de tiempo cero. L os restantes fueron mante-
nidos a 28 °C con agitacién de 120 rpm.

Cultivo en medio con distintos tipos de residuos: se
preincub6 en medio sintético durante ocho dias. Luego, €
contenido del cultivo fue trasvasado a frascos con 300-
1800 mg de peso seco de recortes de césped, papel de fil-
tro, papel de periddico, cartdén corrugado, aserrin o viruta
de madera. Tres frascos de cada tratamiento fueron mues-
treados como testigos de tiempo cero. Los cultivos fueron
mantenidos a 28 °C con agitacion. El tamafio de las parti-
culas utilizadas nunca superé los 4 mm de longitud.

Todos los cultivos fueron hechos por quintuplicado.

Métodos analiticos

Muestreos: el micelio y los restos lignocelulésicos
fueron separados del medio liquido por filtracion en los
momentos indicados en el trabajo. Las muestras liquidas
fueron guardadas a —20 °C para ser usadas posteriormente
en las determinaciones enzimaticas. Las muestras solidas
fueron secadas en estufaa 80 °C durante 24 h.

Proteinas del micelio: se hidrolizaron 50 mg de
muestra solida (previamente secada y molida finamente
con mortero) con 1 ml de NaOH 1N durante 30 min,
luego se centrifugd a 1200 rpm, 10 min, y se tomo el
sobrenadante. Se determinaron proteinas solubles usando
el método de Bradford [9].

Actividad carboximetilcelulasa (CM Casa): fue
determinada por el método de placa propuesto por
Magnelli et al. [10] usando carboximetilcelulosa (CMC)
como sustrato. La actividad se expresa como superficie
total del halo de degradacién en mm?.

Actividad xilanasa: se utiliz6 una modificacion del
método de placa antes citado, reemplazando CMC por
xilano (xilano, 100 mg; agar, 1,7 g; agua destilada, hasta
100 ml). Las placas fueron reveladas con Rojo Congo
0,1% en agua.

Actividad amilasa: siguiendo el método de placa,
se reemplazé CMC por amidon (almidén soluble, 10 mg;
agar, 1,7 g; agua destilada, hasta 100 ml). Las placas fue-
ron reveladas con Lugol.

pH: fue determinado con pHmetro con electrodo de
vidrio.

Hidrdlisis con NaOH 1%: segiin método estandar de
pérdida de peso seco propuesto por TAPPI (T 212 0s-76).

Cada muestra fue analizada por triplicado. Con los
datos obtenidos se realizé un ANOVA de un factor a 0,5%.

Resultadosy Discusion

Crecimiento en medio sintético. El micelio de
S saccoboloides crecié de manera difusa en € medio de
cultivo sintético, sin formar agregados hifales. La cinética
de crecimiento fue evaluada a partir de la variacion del
contenido de proteinas solubles del micelio en funcién del
tiempo (Figura 1). La etapa de crecimiento exponencial
fue muy marcada durante los primeros ocho dias para
sufrir entonces una larga fase estacionaria hasta el 16.



Luego se evidencid lafase de decaimiento (Figura 1).

El pH inicial del medio (+ 6,5) aumentd de manera
muy evidente desde €l dia 4 hasta el 8 de desarrollo, y a
partir de ese momento se mantuvo en valores que variaron
entre 8,3y 8,7 (Figural).
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Figura 1. Crecimiento de S. saccoboloides en medio de cultivo sintético.
Variacion de las proteinas del micelio, del pH del medio, y de las activida-
des CMCasa, xilanasa y amilasa en funcién del tiempo.

La actividad enzimatica no pudo ser determinada
por los métodos espectrof otométricos convencionales ya
gue se hallaron blancos de lectura muy elevados que inter-
ferian con las determinaciones de actividad de las mues-
tras, por lo que se aplicaron técnicas de medicién en placa
para el caso de la CMCasa [10] o modificaciones del
mismo para xilanasas y amilasas. La actividad CM Casa,
generada principal mente por la enzima endoglucanasa,
sufrié un aumento abrupto entre los dias 2 y 4 de desarro-
llo, y desde €l dia 5 en adelante dicho aumento se mantu-
vo, aunque fue menos marcado (Figura 1). Los mayores
valores detectados se encontraron entre 98,7 mm? en el
dially 109,3 mm? en € dia 24.

El comportamiento de la enzima xilanasa fue,
durante los primeros nueve dias, similar a de la CMCasa,
aunqgue en este Ultimo caso su actividad decayé marcada-
mente a partir del dia 14 (Figura 1). En € dia octavo de
crecimiento se detect6 el pico de actividad, con un prome-
dio de 119,7 mm2.

Por €l contrario, la actividad amilasa fue pobre alo
largo del desarrollo del hongo, mostrando un aumento
siempre constante (Figura 1). EI maximo valor observado
fue e dia21 con 18,8 mm>

Degradacion del material verde. Tomando como
base el comportamiento de S. saccoboloides en medio sin-
tético, se decidi6 usar dicho medio como preinéculo, utili-
zéndolo para la degradacién de residuos sélidos en plena
etapa de crecimiento y capacidad degradativa. Los crite-
rios usados en la determinacion de dicho momento fueron:
i) La presencia de una masa miceliar elevada (alto conte-
nido de proteinas del micelio). ii) Que el organismo se
hallara en la etapa de crecimiento. iii) La existencia de
elevadas y crecientes actividades enziméticas en € medio
de cultivo. Asi se decidi6 trasvasar el medio a otro con
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300 mg de recortes de césped y 5 ml de agua deionizada
en el diaoctavo de crecimiento.

Laactividad CMCasay la xilanasa sufrieron una
reduccién inicial debido, posiblemente ala absorcién de
las enzimas sobre el sustrato slido. En cambio, la activi-
dad amilasa sufrié un claro aumento (Figura2). A lo largo
de la experiencia la actividad CM Casa mantuvo valores
relativamente estables y elevados (entre 112,4y 123,1
mm?), y la xilanasa se mantuvo estable hasta el dia 16 de
desarrollo cuando comenzé a decaer (Figura 2). La activi-
dad amilasa registré valores estables y mayores que los
observados en medio sintético (entre 32 y 44,8 mrry).

Como medida de |a degradacion de los residuos
sblidos se empleod el método estdndar de hidrdlisis con
NaOH a 1% en caliente. A través de este método se dli-
minan |los carbohidratos de bajo peso molecular prove-
nientes principalmente de la degradacion de
hemicelulosas y celulosa provocadas por la actividad del
hongo sobre |os restos solidos [11]. La degradacién del
residuo sélido fue en constante aumento desde el momen-
to delasiembra hasta el final del experimento (Figura 2).

Durante los primeros siete dias de iniciada la mez-
cla (dia 9 a 16 de la experiencia), la degradacion de los
residuos aumenté con una tasa de pérdida de peso seco
promedio de 4,6 mg/100 mg/dia, mientras que durante los
ultimos ocho dias (desde € 16 al 24) la tasa promedio se
redujo a 2,1 mg/100 mg/dia. Lareduccién de latasa de
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Figura 2. Degradacion de restos verdes por S. saccoboloides. Variacion de
las actividades CMCasa, xilanasa y amilasa en el medio, y pérdida de peso
seco tras la hidrélisis con NaOH al 1% del residuo verde.

degradacién en el dia 16 puede ser relacionada con la
reduccién de la actividad xilanasa ya descrita (Figura 2).

Como en e medio de cultivo sintético, el micelio
de S saccoboloides creci6é de manera difusa, sin formar
agregados hifales o primordios.

Variacion de la cantidad y tipo de residuo. Se cul-
tivé a S. saccoboloides en medio sintético durante ocho
dias, momento en el que fue mezclado con recortes de
césped, papel defiltro, papel de periddico, cartdn corruga-
do, aserrin y viruta de madera. Se varié la masa seca de
los residuos entre 300 y 1800 mg por frasco y se les agre-
g6 agua desionizada en las cantidades indicadas previa-
mente. En estas condiciones se incubd durante otros ocho
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Tabla. Degradacion de residuos organicos sélidos por Saccobolus saccoboloides. Valores de pH, pérdida de peso seco por
hidrélisis con NaOH al 1%, y de actividades CMCasa, xilanasa y amilasa, tras ocho dias de cultivo en medios con distintos tipos

y cantidades de residuos.

Tipo de Cantidad de CMCasa Xilanasa Amilasa pH Final Pérdida de
Residuo Residuo (mg) (mm?) (mm?) (mm?) peso (%)
Césped 300 150,1 a 171,5 a 29,6 d 7,78 54,6 ¢
400 154,2 a 138,6 ¢ 30,0 d 7,73 52,0 c
600 1455 b 136,5 c 31,2 d 7,35 48,2 d
800 108,7 d 954 e 295 d 7,23 438 f
1200 102,1 e 99,2 d 332 d 7,02 436 f
1800 108,1 d 79,8 f 44,7 b 6,65 391 ¢
Papel de 300 1470 b 176,3 a 305 d 7,97 62,0 a
Filtro 400 149,7 a 1554 b 329 d 7,91 58,0 b
600 112,8 d 147,0 b 314 d 7,66 58,1 b
800 101,3 e 108,9 d 370 ¢ 7,08 49,9 d
1200 98,0 e 103,3 d 40,0 ¢ 7,11 52,8 ¢
1800 98,2 e 910 e 452 b 7,00 44,4 f
Papel de 300 1246 ¢ 1478 b 40,3 ¢ 8,03 52,0 c
Periédico 400 1252 ¢ 1440 b 42,0 c 8,12 48,5 d
600 1111 d 1321 ¢ 419 ¢ 7,89 49,9 d
800 102,3 e 105,5 d 44,7 b 7,21 43,2 f
1200 91,6 f 107,0 d 46,2 b 7,39 49,1 d
1800 86,2 f 925 e 48,3 b 7,30 434 f
Carton 300 116,2 d 1354 ¢ 351 d 6,38 479 e
corrugado 400 100,8 e 110,8 d 34,8 d 6,41 450 f
600 99,2 e 113,3 d 371 ¢ 6,03 478 f
800 91,6 f 852 e 345 d 5,98 46,4 e
1200 86,9 f 83,1 e 61,0 a 6,04 42,8 f
1800 76,3 g 744 f 45,9 b 5,91 389 g
Aserrin 300 789 f 23,4 ¢g 0,0 7,76 28,7 h
400 72,7 9 0,0 0,0 7,85 211 i
600 67,8 g 0,7 i 0,0 7,32 199 i
800 728 g 1,4 h 0,0 7,29 14,7 j
1200 67,6 g 0,0 6,3 f 7,18 148 j
1800 62,9 h 0,0 135 e 7,17 94 k
Viruta 300 77,1 f 0,0 0,0 5,76 154 j
400 69,0 g 0,0 0,0 6,06 142 j
600 713 g 0,0 0,0 5,89 12,7 j
800 754 f 1,1 h 54 f 6,37 47 |
1200 64,5 g 0,0 15,6 e 6,15 9,4 k
1800 613 g 0,0 358 d 5,75 3,7 1

Las diferencias significativas entre los valores se hallaron mediante un ANOVA de un factor. Para letras iguales dentro de una misma

columna no existen diferencias significativas (p<0,05).

dias, momento en el que se realizaron todos |o muestreos.
L os resultados obtenidos se muestran en la tabla.

En términos generales, la actividad CM Casa se
redujo ante el aumento de la cantidad de residuos en el
medio, independientemente del tipo utilizado. Las mayo-
res actividades se encontraron en |os residuos de césped y
los derivados del papel, mientras que los subproductos de
la madera mostraron actividades un 50% menores.

L as xilanasas se comportaron de manera similar
aunque se detectd una importante reduccion en presencia
de aserrin y de viruta de madera (Tabla) debido posible-
mente a la absorcién de las enzimas sobre € sustrato, y a
la baja disponibilidad de |os polisacaridos debido al alto
contenido de lignina.

Laactividad amilasa aumento junto con el aumento
de la cantidad de residuo, lo que probablemente se debi6 a
la presencia de sustancias inductoras.

La pérdida de peso tras el tratamiento con NaOH
1% fue proporcional alas actividades enziméticas medi-
das. Las mayores pérdidas se hallaron entre 300 y 600 mg
deresiduos (Tabla).

Los valores maximos de pérdida de peso medidos
por el método de NaOH 1% (entre 47,9y 62,0%) se
correspondieron con valores de entre 24,1y 30,3% de pér-
dida de peso seco total de las muestras sin hidrélisis. Esta
reduccion de la masa de los residuos, que fue obtenida tras
sblo ocho dias de tratamiento, es similar a 27% de pérdi-
dalograda por € método de compostaje de restos de papel
de periodico tras 10 meses de tratamiento [12].

Se observé con microscopio optico la disgregacion
total de los componentes celulares en los papelesy en el
cartén, generando de esta manera un residuo Util parala
fabricacion de papel por reciclado.



En téminos generales S. saccobol oides no fue habil
en € ataque a los residuos derivados de maderas donde la
pérdida de peso fue baja.

En este trabajo el hongo copréfilo
S. saccoboloides, que pertenece a un grupo de hongos
poco estudiado por sus capacidades biotecnoldgicas, ha
demostrado importantes cualidades en la degradacién de
residuos sdlidos cuando se lo cultiva en medio liquido con
agitacion.

Degradacion de residuos organicos por S. saccoboloides
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A partir de los resultados presentados, se podra
escalar el proceso teniendo como objetivos principales el
biopulpado y reciclado de derivados de la industria pape-
lera, la degradacion de residuos solidos verdes con bajos
contenidos de lignina, y la obtencion de enzimas celuloli-
ticas, xilanoliticas y amiloliticas para su posterior aplica
cion en laindustria.
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