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ABSTRACT

The laccase enzymes are a group of blue multi-copper oxidases, which catalyze the
oxidation of a wide range of substrates, such as polyphenols, aminophenols, and aromatic
amines, whereby they are able to degrade lignin and highly recalcitrant environmental
pollutants. These enzymes are produced by many fungi and are very useful in various
biotechnological processes. The development of biotechnology has been possible mainly
thanks to cell culture techniques including the large scale fermentation technology where
bioreactors such as airlift or stirred tank to produce biomass and metabolites are very
important. Such techniques have allowed the establishment of conditions for mushroom
cultivation, for the synthesis of a variety of metabolites of interest. In recent years, they
have made extraordinary efforts to produce laccases and approaches to improve functional
expression or stability. Basidiomycetes fungi produce high levels of ligninolytic enzymes
such as laccases.
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RESUMEN

Las enzimas lacasas son un grupo de enzimas azul cobre-oxidasas, las cuales catalizan la
oxidacion varios sustratos, como son polifenoles, aminofenoles, y aminas aromaticas, por
lo cual son capaces de degradar la lignina asi como muchos contaminantes ambientales
altamente recalcitrantes. Estas enzimas son producidas por muchos hongos y son muy
utilizadas en varios procesos biotecnoldgicos. El desarrollo de la biotecnologia ha sido
posible, gracias principalmente a técnicas de cultivo de células, incluyendo la tecnologia de
fermentacion a gran escala, en la que son muy importantes biorreactores como el airlift o el
tanque con agitacion para producir biomasa y metabolitos. Tales técnicas han permitido el
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establecimiento de condiciones para el cultivo de hongos, para la sintesis de una diversidad
de metabolitos de interés. En los ultimos afios, han realizado esfuerzos extraordinarios para
producir laccasas y enfoques para mejorar la expresion funcional o la estabilidad. Los
hongos basidiomicetos producen altos niveles de enzimas ligninoliticas tales como
laccasas.

Palabras clave: Palabras clave: Biorreactor airlift, Biorreactor tanque agitado, Lacasas,
Basidiomicetos.

1. INTRODUCCION

Alrededor de 70,000 especies de hongos han sido descritas, sin embargo, se estima que
pueden existir alrededor de 1.5 millones de especies (Hawksworth et al., 1995). Los hongos
también son de gran importancia economica ya que tienen efectos tanto negativos como
positivos en nosotros. Algunos son usados en la industria de la cerveza y la champana,
proveen numerosos medicamentos como la penicilina y otros antibidticos, hongos
comestibles (trufas y colmenillas) Algunos también son estudiados como organismos
modelo los cuales pueden ser usados para ganar conocimiento de procesos basicos tales
como la genética, fisiologia, bioquimica y biologia molecular que pueden ser aplicables a
muchos organismos (Taylor et al., 1993). Al mismo tiempo, los hongos han contribuido en
la perdida de millones de ddlares en dafios en alimentos completamente 16 echados a
perder, destruccion o degradacién de materiales usados por el humano y enfermedades de
plantas sanas asi como también en el humano y en los animales (Mueller et al., 2004). Los
hongos no realizan la fotosintesis pues son heterotrofos que viven a partir de la materia
organica producida por otros organismos. Pueden reproducirse por esporas o por medio de
la ramificacion de estructuras tubulares y arborescentes llamadas hifas. Una hifa es una
estructura cilindrica que consta de una pared celular que recubre a una membrana en cuyo
interior pueden existir uno o varios nucleos. Ademas, pueden tener septos que son paredes
internas que cortan la continuidad del citoplasma dentro de la hifa y en algunos casos estos
septos pueden presentar poros que permiten el paso del citoplasma, incluyendo a sus
organelos, estableciendo asi, la continuidad citoplasmica dentro de la hifa. Las hifas crecen
por extension apical o de las puntas y se multiplican por ramificacion. En los extremos de
estas células es donde se lleva a cabo la asimilacién de nutrientes del medio y la excrecion
de las hidrolasas que son enzimas extracelulares necesarias para la degradacion de una gran
variedad de substratos complejos (Herrera & Ulloa 1990; Guzman et al.,, 1993,
Alexopoulos et al., 1996). Todos los hongos son heteroétrofos, es decir, requieren materia
organica preformada que utilizan como fuente de carbono y energia para la sintesis de
estructuras celulares. La pared rigida (compuesta en mayor proporcion por quitina y otros
polisacaridos estructurales) con la que cuenta la mayoria de las especies flngicas
ligninocelul6sicas, les impide fagocitar su alimento y por ello deben absorber nutrientes
simples y solubles que obtienen mediante la degradacién de biopolimeros tales como la
celulosa, hemicelulosa y lignina, por accion de un complejo sistema de enzimas hidroliticas
que liberan al medio (Guzman et al., 1993; Moore-Landecker, 1996). Al conjunto de hifas
ramificadas de los hongos se le conoce como micelio, mismo que puede encontrarse en
forma monocariética (un solo nacleo) o dicaridtica (dos nicleos). En el caso de los
basidiomicetos, bajo condiciones fisioldégicas ambientales especificas, el micelio dicaridtico
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comienza a formar estructuras reproductoras denominadas cuerpos fructiferos (también
Ilamados carpoforos, esporéforos o basidiocarpos) y este proceso es acompafiado por la
transcripcion de genes especificos que producen abundante acido ribonucleico mensajero
(ARNm) (Futoshi et al., 2004). En el cuerpo fructifero de los hongos macroscépicos, el
estipite o pie y el caracteristico pileo o sombrero estan conformados por micelio
ramificado; en la parte inferior del pileo se encuentran las laminillas, mismas que
constituyen el himenio, lugar donde se forman y se liberan las esporas una vez que el
cuerpo fructifero ha madurado. Los basidiomicetas son los hongos mas conocidos. Se
caracterizan por formar basidios, células donde se producen externamente esporas sexuales
(basiodiosporas) tras la cariogamia y la meiosis. Algunos basidiomicetes tienen ciclos
vitales muy complejos, especialmente algunos hongos patégenos como las royas
(Uredinales, Basidiomiceto), que pueden tener dos hospedantes distintos y hasta cinco tipos
diferentes de estructuras productoras de esporas.

2. CLASIFICACION DE HONGOS BASIDIOMICETOS

Dentro de las clasificacién de los hongos basidiomicetos podemos mencionar una gran
variacion pero lo mas importantes esta que son hongos descomponedores puesto que son
componente importante de diversos ecosistemas terrestres, la presencia y su roles son
importantes pues que adquieren o dan nutrientes y una sucesion de plantas con la
estabilizacion de suelos y otros procesos eco sistémicos son a menudo poco reconocidos
(Boer et al., 2005). Utilizamos los términos saprotrépico y saprofito para estos organismos,
preferentemente saprofitos, ya que este Gltimo se refiere a hongos que se alimentan de
materia muerta, aunque probablemente no existan verdaderos saprofitos (Kirk et al., 2001).
Los hongos saprotréficos incluyen miembros de la mayoria de los filos, pero los miembros
del filio Basidiomycota (informalmente, basidiomicetos) tienen una esencial importancia en
la naturaleza debido a que algunos de ellos, como por ejemplo, las especies Lentinus hirtus,
Schizophyllum commune, Trametes versicolor y Pleurotus spp (Agrios, 2005) son los
principales descomponedores de materiales recalcitrantes de la hojarasca mediante la
produccion de enzimas modificadoras de la lignina, como las de lignina peroxidasa, las
manganeso peroxidasa y lacasas (Rayner & Buddy 1988). También se pude mencionar a
Puccinia graminis, Puccinia melanocephala, Hemileia vastatrix, Ustilago scitaminea y
Tilletia tricita los cuales son causantes de las royas y los carbones (Agrios, 2005) también
algunos hongos (setas) forman ectomicorrizas con los pinos como Amanita boletus (Pérez-
Moreno, 2012). También se puede mencionar algunos grupos de hongos comestibles los
cuales son cultivados en casi todas las regiones del mundo y son los mas comerciales por lo
cual se conocen por su nombre comercial y su nombre cientifico como por ejemplo el
Agaricus bisporus (champifion), Pleurotus spp. (seta) y Lentinula edodes (shiitake)
(Andrade & Mata 2012). Dentro de los basidiomicetos se han investigado en la medicina y
sus metabolitos activos (Loyola, 2005). Estos estudio de los basidiomicetos se han
realizado desde el Siglo | hasta la actualidad lo cual con trascurso de los afios han referido
que especias como Ganoderma lucidum, Phellinus linteus y Formes fementarius se han
encontrado compuestos con actividad antiviral, antitumoral, hematoldgica, antioxidante y
antiinflamatoria (Smania et al., 2003; Aqueveque et al., 2006) incluso pueden presentar
actividad anticancerosa a través de la potenciacion inmunoldgica, eficaz en la profilaxis y
tratamiento del sida (Ick-Dong et al., 2005). Paralelo a estos descubrimientos se han
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reportado valiosos estudios referentes a la capacidad de los basidiomicetos de degradar
eficientemente la lignina, polimero aromatico, heterogéneo y complejo que protege las
plantas de ataques de fitopatogenos. También pueden transformar a sustancias méas simples
contaminantes del medioambiente. La degradacion de materiales lignoceluldsicos es un
proceso que involucra la accion sinérgica de un gran nimero de enzimas extracelulares
(Aro et al., 2005; Agrios, 2005; Quintero et al., 2006; Ortiz, 2009), que se consideran en
los microorganismos patdgenos factores de virulencia, activados por sefiales ambientales y
de comunicacion celula-célula (Dong et al., 2001). Por otra parte, algunos de ellos
determinan la capacidad de ataque de los hongos mico parasiticos, proceso que involucra la
hidrélisis de la pared celular de los fitopatogenos (Inglis & Kawchuk 2002). Los
basidiomicetos en la biorremediacion y su caracteristica de degradacion de materiales
lignocelulosicos, se clasifican en hongos de la pudricién blanda, que degradan parcialmente
la lignina para ganar acceso a la celulosa (Kirk & Farell 1987), y hongos de la pudricion
blanca, que la descomponen completamente (Tuomela et al., 2000). En este proceso
intervienen enzimas comunmente conocidas como enzimas modificadoras de la lignina ya
que van a secretar celulosa y hemicelulosa (Agrios, 2005), las cuales son producto del
metabolismo secundario bajo un proceso estrictamente aerobio (Ortiz, 2009). De forma
general la expresion de genes ligninoliticos se favorece a una baja concentracion de los
niveles de pH (Robles et al., 2008 a), por la disminucién de nutrientes como el nitrégeno,
carbono o azufre y por la presencia o no de Mn. Es por eso que se considera como
respuesta al estrés que se someten y ante carencias nutricionales (Ortiz, 2009). Debido a la
baja especificidad de la actividad enzimética y a la fuerte capacidad oxidativa del sistema
de degradacion ligninolitica, los hongos de la pudricién blanca pueden degradar un amplio
conjunto de compuestos similares a los que presenta la lignina, tales como los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) (Collins & Dobson 1997), 2,4,6-
trinitrotoluene (TNT) (Wariishi & Gold 1992), dioxinas, 1,1,1-trichloro-2,2-bis (4-
chlorophenyl) ethane (DDT), cloroanilinas y colorantes (Field et al. 1992). Tal es el caso
del hongo Phanerochaete chrysosporium capaz de degradar el DDT, contaminante
persistente en el medioambiente, al igual que las especies Pleurotus ostreatus, Phellinus
weirii y Polyporus versicolor, bajo condiciones ligninoliticas de crecimiento por méas de
treinta dias de incubacion. Durante la biodegradacion del DDT se generan productos
intermediarios, los cuales mas tarde también son degradados (Robles et al., 2008). EI TNT
resulta contaminante del agua, suelo y sedimentos. La modificacion de este compuesto
consiste en su transformacion a DNT (dinitrotoluenos) por los hongos basidiomicetos como
la especie P. chrysosporium es capaz de llevar el proceso hasta la produccion de CO2 y H2
O. (Robles et al., 2008). Actualmente se han realizado estudios de la biorremediacion por
las especies Phanerochaete spp., Trametes versicolor y Pleurotus ostreatus. Este ultimo es
el de mejores resultados de degradacién a explosivos en un periodo de poco mas de
doscientos dias (Baldrian, 2008). Ademas, la especie Pleurotus eryngii es capaz de
traspasar metales pesados o compuestos radioactivos al interior de sus basidiomas (Baeza et
al., 2006). Otros contaminantes, resultado de la actividad industrial, son los polibifenilos
clorados (PBC) producidos por la cloracion del grupo bifenilo. Los PCB logran al
medioambiente, suelos y sedimentos como resultado de la utilizacion indebida en los
procesos industriales como fluidos de transferencia, fluidos dieléctricos, solventes
retardadores de la inflamacion y diluentes organicos (Robles et al., 2008 ). Las especies P.
chrysosporium, Coriolopsis polyzona, Pleurotus ostreatus y Trametes versicolor son
capaces de remover in vivo los PCB, solo que el mecanismo de accién exacto del proceso
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donde actdan las enzimas ligninoliticas (Baudette et al., 2000). En la Tabla 1 se describen
algunos basidiomicetos y su importancia biotecnoldgica.

Tablal. Hongos basidiomicetos y sus principales usos en la biotecnologia.

Organismo Importancia

Lentinus histus

Schizophyllum commune Degradadores de lignina y productores de
Trametes versicolor enzima lacasas

Pleurotus spp.
Puccina graminis
Puccina melanocephala

Hemileia vastatrix Causantes de royas y carbones
Ustilago scitaminea

Tilletia tricita

Amanita boletus Ectomicorriza (setas)
Agaricus bisporus

Pleurotus spp Principales hongos comerciales y
Lentinula edodes comestibles

Ganoderma lucidum

Phellinus linteus Principales hongos en la produccion de
Formes fermentarius metabolitos activos en el uso medicinal

Phanerochaete chrysosporium

Pleurotus ostreatus

Phellinus weirii

Polyporus versicolor Degradadores de DDT, removedores de

Coriolopsis polizona PCB

Phanerochaete spp

Trametes versicolor

Pleurotus eryngii Capaz de transportar metales pesados a sus
basidiomas

2.1. Fase de crecimiento y ciclo de vida

La reproduccion sexual (Figura 1) juega un papel importante dentro de la biologia donde
estudios de muchos eucariotas promueven una innovacion evolutiva de este linaje
(Goodenough & Heitman 2014; Maia et al., 2015). En este grupo se denomina
basidiocarpo y se caracteriza por ser una célula terminal en forma de clavo en la que se
produce cariogamia y meiosis, produciendo generalmente 4 esporas exogenas
(basiodiosporas). Todos los Basidiomicetos tienen micelios compuestos por hifas tabicadas,
uni-, bi- o multinucleadas, con tabiques perforados por poros compuestos denominados
doliporos. Ademas, se caracterizan por presentar una intercalacion de una fase dicaridtica
entre la plasmogamia y la cariogamia, paredes celulares compuestas por quitina y glucanos
y ausencia de células flageladas (Lindorf et al., 1991). En los casos de los hongos
basidiomicetos tiene un ciclo o0 modelo sexual donde podemos describir que tienen dos
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modelos sexuales donde el primero es el homotalismo y el segundo es heterotalismo. Para
el primer caso el homotalismo de los hongos va a ser cuando son auto compatibles,
haciendo una referencia a la union sexual que se realiza entre dos elementos de un mismo
micelio. Para segundo caso en el heterotalismo se necesitan dos micelios para asi poder
llevar acabo su reproduccion. A continuacion se explica el ciclo de vida de un
Basidiomiceto tipico. A partir de basididsporas haploides de distinta polaridad liberadas de
un basidio maduro, en un medio adecuado, germinan y originan un micelio con células
uninucleadas denominado micelio primario haploide o monocariético (1). Estos micelios
crecen y al encontrar otro compatible se ponen en contacto, que por plasmogamia
(somatogamia) dan como resultado una célula con dos nucleos no fusionados, que seguiran
dividiendo de manera conjugada para extender el micelio y formar el micelio secundario o
dicaridtico (n+n) (2). Este tipo de divisién conjugada que permite mantener la condicion
dicaridtica se da mediante las fibulas o asas anastomosicas, bucles o ganchos (ver
explicacién en el siguiente apartado). EI micelio secundario se desarrolla y forma el cuerpo
fructifero llamado basiodiocarpo (micelio terciario) (3). Este cuerpo fructifero se encuentra
constituido por un pie o estipite, un pileo y un himenio, el cual se encuentra formado por
basidios (hifas estériles). Los basidios son estructuras reproductivas con dos ndcleos (uno
de cada micelio monocaridtico de apareamiento) (4). Como resultado de la cariogamia se
observa el Unico momento, muy breve, de un estadio diploide (2n) (5). Luego de que ocurre
meiosis se obtiene como resultado la formacion de cuatro nucleos. Cada uno de estos
nucleos desarrolla una basiodiospora (n), las que después de liberadas, el basiodiocarpo se
desintegra (6) (Curtis & Barnes 2004).
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Fig. 1. Ciclo de vida de basidiomiceto.

2.2. Formacion de fibulas

Las fibulas (Figura 2) son ramas cortas en forma de gancho que se producen en la célula
terminal (1). En el gancho se ubica uno de los nucleos y el otro permanece en la célula
terminal (2). Luego ambos nulcleos se dividen simultaneamente (3), y se forman dos
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tabiques, uno en el punto de origen de la fibula y otro transversalmente debajo del arco
formado por ella. Como resultado de esta tabicacion se forma una nueva célula terminal
con dos nucleos hijos de distinta polaridad, mientras que la célula subterminal porta un
nacleo hijo interno y el otro contenido en la fibula (4). Cuando la parte terminal de esta
ultima se contacta con la pared de la célula subterminal, se disuelve y deja pasar el nucleo
que contiene, quedando la célula subterminal con dos nucleos hijos distintos (5). Asi, se
originan dos células hijas cada una con un par de nucleos homdlogos al par original
(dicario) (Sanchez & Royse 2002).

@
NI

2
EhO\
-
c3)-CcH>
-— X - g
_f?\;‘%
oo b a
- o - ~

Fig. 2. Formacion de fibulas.

2.3. Desarrollo del cuerpo fructifero de un basidimicetos

Cuando las condiciones ambientales son las adecuadas, el micelio dicari6tico produce una
masa de hifas que se diferencian en una parte basal abultada, un pedinculo semejante a un
tallo (estipite) y un sombrero o pileo que contiene septos o laminillas, o poros (Kobold et
al., 2000). Todas estas formas se encuentran en o por debajo del nivel del suelo y pueden
estar rodeadas por una delgada cubierta de micelio que se llama velo universal. La seta se
hace evidente cuando el peddnculo se alarga y hace que pileo surja del suelo en la misma
forma en la que se abre un paraguas. Las laminillas o poros se alinean en la superficie
inferior del pileo; es ahi donde se forman las esporas (basiodiosporas) en los basidios. Las
esporas maduras se descargan y por el viento pueden ser arrastradas por varios metros,
incluso kilometros. Cuando esto ocurre, el pileo, el pedinculo y el pie comienzan a
degenerar. En algunas especies se transforman en un liquido semejante a la tinta, pero en la
mayor parte de los casos se descomponen o secan (Jensen & Salisbury 1988).

3. IMPORTANCIA DE LAS ENZIMAS LACASAS

Lacasas son enzimas comunes en la naturaleza y se encuentran ampliamente en las plantas
y hongos, asi como en algunas bacterias e insectos (Minussi et al., 2007). Las funciones
fisiologicas de estos biocatalizadores, que pueden ser extracelulares o intracelulares, son
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diferentes en los diversos organismos, pero todos ellos catalizan procesos de polimerizacion
o despolimerizacion (Rivas, 2006). Como se menciond anteriormente, la primera lacasa se
reportd en 1883 de Rhus vernicifera, el arbol de laca japonesa del que se derivo la
designacion de lacasa, y la enzima se caracterizd6 como un metal que contenia oxidasa
(Bertrand, 1985). Esto lo convierte en una de las primeras enzimas jamas descritas. Lacasas
se han descubierto posteriormente de otras numerosas plantas (Ranocha et al., 1999), pero
la deteccion y purificacion de lacasas vegetales son a menudo dificiles, porque los extractos
de plantas crudas contienen un gran numero de enzimas oxidativas con amplias
especificidades de sustrato (Ranocha et al., 1999), que es probablemente la razon por la
informacion detallada sobre las propiedades bioquimicas de la lacasa vegetal son limitadas.
Sin embargo, la lacasa de Rhus vernicifera es una excepcion y ha sido ampliamente
estudiado, especialmente en lo que respecta a sus propiedades espectroscdpicas (Woolery et
al.. 1984). R. vernicifera lacasa también se ha utilizado ampliamente en las investigaciones
del mecanismo de reaccion general de lacasas (Battistuzzi et al., 2003; Johnson et al.,
2003). Lacasas vegetales se encuentran en el xilema, donde presumiblemente se oxidan
monolignoles en las primeras etapas de la lignificacion (Gavnholt & Larsen 2002), y
también participar en los mecanismos radicales de la formacion de polimeros de lignina
(Hoopes & Dean 2004). Ademas, lacasas se ha demostrado que estan involucrados en los
primeros pasos de la curaciéon en las hojas heridas (DeMarco & Roubelakis-Angelakis
1997). Sin embargo, la aparicién de lacasas en las plantas superiores parece ser mucho mas
limitado que en los hongos (Mayer & Staples 2002; Moin & Omar 2013). So6lo unas pocas
lacasas bacterianas han sido descritas hasta ahora. La primera lacasa bacteriana se detectd
en la raiz de la planta asociada a la bacteria "Azospirillum lipoferum" (Givaudan et al.,
1993), donde se demostrd que participan en la formacion de melanina (Faure et al., 1994).
Se descubrio una lacasa atipica que contenia seis putativos sitios de union a cobre de
Marinomonas mediterranea, pero no se ha asignado actividad funcional a esta enzima
(Sanchez-Amat et al., 2001). Bacillus subtilis produce una lacasa de CotA termoestable que
participa en la produccion de pigmentos en el endosporas capa (Martins et al., 2002).
Lacasas también se han encontrado de Streptomyces cyaneus (Arias et al., 2003) y
Streptomyces lavendulae (Suzuki et al., 2003). Aunque también hay otros informes sobre la
actividad de la lacasa en las bacterias, no parece probable que las lacasas son enzimas
comunes de ciertos grupos procariotas (Claus, 2003). Las proteinas bacterianas como la
lacasa son proteinas intracelulares o peri plasmaticas (Dalfard et al., 2006). A continuacion
se dan las lacasas que producen bacterias de diferentes fuentes ambientales con sus posibles
funciones fisiologicas de la lacasa. B. licheniformis es una nueva bacteria melanogénica
aislada del suelo, que protege la cepa de la luz UV y los oxidantes (Koschorreck et al.,
2008). Esta implicado en la dimerizacion de los acidos fendlicos (Naclerio et al., 2010).
Bacillus endosporas que producen lacasa se aislaron del suelo y la enzima implicada en la
degradacion del fenol (Kiiskinen et al., 2002) La actividad de la lacasa se ha demostrado en
muchas especies de hongos pertenecientes a ascomicetes y basidiomicetes, y la enzima ya
ha sido purificada de muchas especies. Hay numerosos registros de la produccion de
lacasas por ascomicetos. Entre los grupos fisioldgicos de hongos, las lacasas son tipicas de
los basidiomicetos podridos de madera, que causan la pudricion blanca y un grupo
relacionado de hongos saprotréfitos que descomponen la basura, es decir, las especies que
causan la degradacion de la lignina. Casi todas las especies de hongos de pudricion blanca
se informaron que producen lacasa en grados variables y la enzima ha sido purificada de
muchas especies (Mander et al., 2006). La mayoria de las lacasas caracterizadas hasta ahora
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se han derivado de hongos de pudricion blanca que son eficientes degradadores de lignina.
Muchos hongos contienen varios genes que codifican la lacasa, pero sus papeles bioldgicos
en su mayoria no son bien conocidos. Agaricus bisporus (Marbach et al., 1984), Botrytis
cinerea (Schneider et al., 1999), Coprinus cinereus (Niku-Paavola et al., 1988), Phlebia
radiata (Sannia et al., 1986), Pleurotus ostreatus (Rogalski et al., 1991) y Trametes
versicolor (Dittmer et al., 2004) son basidiomicetos que producen lacasas. Recientemente,
las lacasas se han representado como enzimas de modificacion de la lignina. En la Tabla 2
se muestran algunas lacasas purificadas y su peso molecular.

Tabla 2. Propiedades de lacasas fungicas purificadas.

Organismos Numero de Peso Referencias
isoenzymas molecular
Pleurotus ostreatus 1 59 Sannia et al. 1986
Podospora anserine 3 70 Thurston 1994
80
390
Trametes multicolor 5 63 Leither et al. 2002
Trichodema 1 71 Assavanig et al. 1992
Coriolus hirsutus 1 55 Koroljova-
Skorobogat’kp et al.
1998
Trametes trogii 2 70 Garzillo et al., 1998
Neurospora crassa 1 65 Froehner & Eriksson
1976
Trametes sanguinea M85-2 1 62 Nishizawa et al., 1995
Chalara paradoxa CH 32 1 67 Robles et al., 2002
Ganoderma lucidum 3 65-68 Ko et al., 2001
Monocillium indicum 1 72 Thakker et al., 1992
Chaetomium thermophilum 1 77 Chefetz et al., 1998
Botrytis cinerae 61-34 1 74 Slomczynski et al.
1995
Ceriporiopsis subvermispora 2 68-71 Fukushima & Kirk
1995
Coriolus Hirsutus 1 73 Shin & Lee 2000
Polyporus versicolor 2 60-65 Mosbach 1963
Pycnoporus Cina¢nabarinus 1 81 Eggert et al., 1996

Modificado (Madhavi & Lele 2009).

4. BIORREACTORES

En lo general se puede hablar de un proceso de fermentacion tipico el cual es esencialmente
un proceso que se lleva a cabo en un recipiente llamado fermentador o en general,
biorreactor es un recipiente de vidrio o acero inoxidable, en el caso del uso farmacéutico, o
de material menos noble, como acero al carbono, en el caso de aplicaciones menos

23
Candia-Sanchez et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2017,2(1):15-36



exigentes en pureza (Ruiz-Leza et al., 2007), mediante el cual determinados sustratos que
componen el medio de cultivo y son transformados por accion microbiana en metabolitos y
biomasa (Borja-Padilla et al., 1991). Por lo general, el biorreactor tiene una altura 2.5 a 4
veces superior a su diametro, y en funcion de la aplicacion, su volumen varia entre 1-10
000 L en el caso de un producto farmacéutico, a 1500000 L, y mas en el caso de la
produccion de microorganismos (Noyola, 1994). El disefio de un fermentador, aparte de
asegurar que la operacion se desempefie en forma aséptica, debe responder a tres requisitos
principales: Mezcla adecuada, buena transferencia del oxigeno del aire al microorganismo y
remocion del calor (Pérez et al., 2008). El microorganismo va aumentando en su
concentracion en el transcurso del proceso al mismo tiempo que el medio se va
modificando y se forman productos nuevos como consecuencia de las actividades
catabdlicas y anabdlicas (Ruiz-Leza et al., 2007). Este Gltimo imperativo explica que, a
pesar de las bajas temperaturas a que operan los procesos bioldgicos con respecto a la
catalisis quimica, es necesario considerar superficies importantes de intercambio térmico
dentro del fermentador para mantener la temperatura de crecimiento. Esto explica también
en parte el interés que presentan los microorganismos termofilos, capaces de trabajar a
temperaturas mas elevadas que otros microorganismos, lo cual reduce por una parte los
problemas de remocién de calor durante la fermentacion y, por otra parte, los riesgos de
contaminacion por los microorganismos mesofilos (Noireaux et al., 2004). Los fenémenos
de crecimiento y formacion de producto, tienen lugar durante el desarrollo del proceso
simultaneamente (Rodriguez-Couto, 2011).

4.1. Tipos de biorreactores

El tanque cilindrico, con o sin agitacion, es el reactor mas utilizado en bioprocesos
(Astudillo, 2010). Sin embargo, existe una gran cantidad de configuraciones de
fermentadores en diferentes industrias de bioprocesos (Takayama & Akita 1994).
Continuamente se desarrollan nuevos biorreactores para aplicaciones especificas y nuevas
formas de biocatalizadores como tejidos animales y vegetales, asi como células y enzimas
inmovilizadas (Rokstad et al., 2003). Gran parte del reto que representa el disefio de un
reactor, para la gran parte de fermentaciones que necesitan oxigeno, recae en la provision
de una mezcla y aireacion adecuadas (Nuutila et al., 1994). Los reactores utilizados en
cultivos anaerobios, sin inyeccidn de aire ni agitacion, son generalmente de construccién
mas simple (Bouallagui et al., 2005).

4.1.2. Biorreactor tanque agitado

Estanques aireados agitados, son los maés tradicionales y tuvieron un gran desarrollo
durante los afios 50 y se usan para la produccion de antibioticos como la penicilina a escala
industrial (Astudillo, 2010). El fermentador agitado consiste en un cilindro vertical que
posee varios deflectores para prevenir la formacion de un torbellino durante la agitacion, en
la Figura 3 se muestra un tipico biorreactor agitado (Reuss, 1994). La mezcla y dispersion
de las burbujas se alcanza mediante agitacion mecanica, lo cual requiere una relativa gran
cantidad de energia por unidad de volumen, donde el aire estéril penetra por la base del
reservorio, a través de un distribuidor circular (Betts et al., 2006). El eje vertical lleva una o
varias hélices en funcion de la relacion altura/diametro. Las hélices se utilizan para reducir
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la formacion de vortices. A pesar de que este modelo de fermentador no es el mas
econémico de instalar ni de operar, en los fermentadores altos se instalan varios rodetes
para mejorar la mezcla, existe una amplia variedad de formas y tamafios diferentes de
rodetes que producen diferentes tipos de flujo dentro del recipiente (Astudillo, 2010).
Generalmente, sélo el 70-80% del volumen de los reactores agitados se llena con liquido, lo
que permite que exista un espacio en la parte superior para retirar las gotas que arrastra el
gas de salida y para dar cabida a cualquier espuma que se forme (Ahamed & Vermette
2008). Si la formacion de espuma es un problema, se puede instalar otro rodete denominado
separador de espuma. Otra posibilidad consiste en afiadir agentes antiespumantes dentro del
caldo de cultivo, aunque éstos pueden reducir la transferencia de oxigeno, y tener
afectaciones en la obtencion de los metabolitos de interés o directamente al producto final,
por lo que se suele preferir la opcidn de dispersién mecéanica de la espuma (Marcos et al.,
2004). De lo que cabe resaltar aun sigue siendo uno de los mas utilizado (Reuss, 1994). La
razén de su éxito reside en su gran versatilidad para ser usado a cualquier escala de
produccion y para un gran nimero de procesos sin modificaciones del disefio. Por lo tanto,
los costos relativamente elevados de inversion y operacion se encuentran compensados por
su flexibilidad (Rafiq et al., 20013).

[ Aireacion | | Agitador | | Sensor de pH

Recolector de
muestra

e Creador de
vacio

Recirculacion de

para control de 3
temperatura

Aireacion

Fig. 3. Partes de un biorreactor de tanque agitado.

4.1.2. Biorreactor airlift

Los reactores de tiro de aire (Air-1ift) (Figura 4), se trata de un reactor en forma de torre o
columna, en el cual el aire es introducido en la base del tubo, y la ascension de las burbujas
de aire constituye el Unico tipo de agitacion existente (Familletti, 1987). Se utilizan a
menudo para cultivos de células animales y vegetales, y catalizadores inmovilizados porque
los niveles de metabolitos son bastante inferiores que en los reactores agitados (Lee &
Shuler 2000). El rasgo caracteristico que da la diferencia de los de columna de burbujas es

25
Candia-Sanchez et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2017,2(1):15-36



que las corrientes de flujo de liquido estan mas definidas debido a la separacidn fisica de las
corrientes ascendentes y descendentes, el gas es inyectado Unicamente en una parte de la
seccion del reactor denominado (tubo de subida o recirculado) (Young et al., 1991). El gas
existente en el reactor y la disminucion de densidad producen un movimiento ascendente
del liquido en el tubo de subida. El gas se retira del liquido en la parte superior del reactor
dejando el liquido méas pesado libre de las burbujas y se recircula a través del reactor puente
de aire (Jin-A el at., 2009). El liquido circula en los reactores de tiro de aire como resultado
de la diferencia de densidad entre el tubo de subida (Jin-A el at., 2009). Los reactores de
puente aire proporcionan generalmente mejores mezclas que los de columna de burbujas
excepto cuando se opera a velocidades bajas de liquido (Kahar et al., 2002). Se ha
comprobado que tanto el contenido de gas en el tubo como las velocidades de transferencia
de materia gas-liquido son similares en los reactores de columna de burbujas (Miron et al.,
2002). Sin embargo, en los reactores de bucle externo, la casi completa retirada del gas
aumenta la velocidad del liquido y disminuye el contenido de gas en el tubo, por lo que las
velocidades de transferencia de materia, a igual velocidad, son menores que en los reactores
de columna de burbujas (Miron et al., 2002). EI rendimiento de los reactores de puente de
aire esta fuertemente influenciado por los detalles de construccidn del recipiente (Freitas et
al 2000). Por ejemplo, en los reactores airlift de bucle interno, la variacion de la distancia
entre la parte inferior del tubo de tiro de chimenea y la base del reactor modifica la
diferencia de presion en esta region y afecta a la velocidad del liquido y al contenido de gas
existente en el tubo de tiro (Rao et al., 1997). La profundidad a la que se coloca el tubo de
tiro desde la parte superior del liquido afecta también a las caracteristicas de la mezclay a
la transferencia de materia (Chao et al., 1997). Estos fermentadores son utilizados en la
produccion de cerveza, vinagre y acido citrico (Branyik et al., 2005).
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Fig. 4. Partes de un biorreactor airlift.

4.1.3. COLUMNA DE BURBUJAS

Las columnas de burbujas son de estructura muy sencilla. Como se muestra en la Figura 5
consiste generalmente en un recipiente cilindrico con alturas superiores al doble del
diametro (Schigerl et al., 1997). Aparte del difusor para la inyeccion del aire comprimido,
los reactores de columna de burbujas no presentan estructuras internas (Schigerl et al.,
1997). En la produccion de levadura es normal utilizar una relacién altura-diametro de 3:1,
mientras que en otras aplicaciones pueden utilizarse torres con relaciones de 6:1 (Branco et
al., 2006). Algunas veces, en los reactores de columna muy altos se instalan placas
horizontales perforadas para evitar la coalescencia de las burbujas y lograr una mejor
redistribucion del aire (Font et al., 1997). Las ventajas de los reactores de columna de
burbujas incluyen los bajos costos de capital, la ausencia de partes mdviles y un adecuado
rendimiento de la transferencia de materia y de la transmision de calor (Lubbert, 2000) Al
igual que en los reactores agitados, la formacion de espuma puede ser un problema que
necesite una dispersion mecanica o la adicion de agentes antiespumantes al medio (Marcos
et al., 2004). Este tipo de fermentadores ha producido un interés creciente por la reduccién
en los costos de produccion. Sin embargo, no se conocen bien aun los problemas en la
sintesis de un producto que pueden derivar de las fluctuaciones ambientales a las que es
sometido un microorganismo en este tipo de fermentadores por la falta de agitacion. Por lo
tanto, el desarrollo de la investigacion en este sentido es indispensable. La circulacion de
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liquido arrastra a las burbujas y produce cierta retro mezcla del gas (Deckwer, 1992). La
transferencia de materia gas-liquido en reactores depende fuertemente del didmetro de la
burbuja y de la cantidad de gas existente en la columna (Deckwer, 1992). Sin embargo,
como en los reactores de columna de burbujas es imposible predecir con exactitud los
tamanos de las burbujas y las corrientes de circulacion de liquido es dificil calcular con
exactitud el coeficiente de transferencia de materia (Martinez-Salgado el at., 2005).

Recolector de
muenra [ Saldadegas ] [ Sensor de pH J

| Alrencion I

Fig. 5. Partes de un biorreactor de columna de burbuja.
4.2. PRODUCCION DE LACASAS EN BIORREACTOR AIRLIFT

El estudio de las enzimas lacasas con hongos basidiomicetos sean reportado diversos
resultados en cuanto con los resultados que se obtuvieron en el estudio del hongo Trametes
versicolor a diferentes pH se obtuvieron diferente resultados en las cuales el pH mas
optimo fue de 3 en el cual se obtuvo 32.000 U/L, de enzima lacasas (Souza el at., 2010).
Otro estudio se evalud la actividad enzimatica que se obtuvo en el reactor airlift en
amilasa con una actividad en ambos Pleurotus pulmonarius y Pycnoporus cinnabarinus
alcanzaron aproximadamente 2500 U/L a 200 h de la fermentacion (Diaz-Godinez et al.,
2016). En el estudios Actividad de la lacasas del hongo Trametes hirsuta Utilizando un
biorreactor de columna de aire la lacasa donde su actividad maxima se obtuvo al dia 24
con actividad hasta el maximo de 19 394 U/l (Rodriguez-Couto et al., 2006). También en
el estudio Produccion de lacasa por Trametes versicolor en un fermentador de puente aéreo
se obtuvo el valor mas alto en produccion de lacasas donde las actividades se obtuvieron en
presencia de 1 mM 2,5 Xilidina, alcanzando actividades de aproximadamente 1500 U/I
(Rancano et al., 2003).
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5. CONCLUSION

El proceso fermentativo consiste en crecer a un microorganismo en un medio de cultivo que
contiene nutrientes, en un ambiente 6ptimo (fermentador), donde se establecen condiciones
experimentales adecuadas (pH, temperatura, agitacion, etc.) para obtener finalmente el
producto deseado, ya sea biomasa o algin metabolitos. En ese sentido, dentro de la
biotecnologia, los biorreactores han sido muy importantes en el estudio y produccion de
enzimas. El uso de biorreactores es una alternativa potencial para producir lacasas de
hongos basidiomicetos.
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