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Abstract: La produccién enzimatica de CMCasas, avicelasas, xilanasas, amilasas y lacasa un co-cultivo de Trametes maxima CU1 y
Pycnoporus sanguineus CS2 fue evaluada en medios de cultivo sumergidos a base de residuos agroindustriales. Los resultados mos-
traron una sinergia en la produccién de diversas enzimas, incluyendo CMCasas, avicelasas, xilanasas, amilasas y lacasas, cuando se
utilizaron diferentes combinaciones de sustratos y suplementos. Si bien, se esperaba encontrar una solo condicién para la maxima
produccién enzimaética, en el tratamiento 4 se cuantificaron los mayores titulos de amilasas (445 Ul") y B-D-glicosidasa (1249 Ul").
Los mayores titulos de CMCasas (1983 Ul!) se presentaron en el medio Tx 5, mientras que los maximos niveles de avicelasas se
detectaron en en medio Tx1(890 Ul"). En el tratamiento Tx8 se presentd la mejor produccién de xilanasas (837 Ul!). Con respecto a
la produccién de lacasa, el mejor medio fue Tx9 con 142 Ul-\. Todas las hidrolasas mostraron una maxima actividad a 70 °C, que
retienen a los 90 °C. Estos resultados nos permiten concluir que el co-cultivo de Trametes maxima CU1 y Pycnoporus sanguineus CS2
es una alternativa en la obtencién de adyuvantes enzimaticos de bajo costo, con aplicaciones prometedoras en diversas industrias.
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1. Introduccion

Los co-cultivos de basidiomicetos han emergido como una estrategia prometedora para la valorizacion de resi-
duos agricolas, tal como lo evidencian diversos estudios (Sarris et al., 2020). Bajo estas condiciones de crecimiento, la
degradacion y metabolizaciéon de los sustratos se ven potenciadas por la actividad metabdlica conjunta de diferentes
microorganismos dentro del mismo cultivo (Bader et al., 2010). A diferencia de los mono-cultivos, los co-cultivos de
hongos de distintas especies se consideran una alternativa para potenciar la produccién de metabolitos y enzimas,
estimandose que pueden aumentar el rendimiento y la eficacia en la obtencién de enzimas (Brijwani, et al., 2010).

El cultivo conjunto de dos especies de hongos en un entorno con limitaciéon de nutrientes y condiciones ambien-
tales especificas favorece su interaccion, la cual puede ser de tipo antagonista o sinergista dependiendo de su natura-
leza. En el antagonismo, los hongos producen metabolitos que inhiben el crecimiento de la otra especie presente en el
co-cultivo. En contraste, el sinergismo se caracteriza por una interaccién positiva en la que ambos hongos se benefi-
cian mutuamente (Intasit et al., 2021).

Las evidencias sobre la efectividad de los co-cultivos destacan su simplicidad y eficiencia, ya que no requieren
de manipulaciones genéticas complejas ni del uso de reactivos quimicos inductores costosos (Reyes et al., 2020). Ade-
mas, el uso de diversas especies de hongos en un tnico cultivo permite la obtencion de extractos enzimaticos ricos en

diferentes tipos de enzimas, tales como celulasas, xilanasas y enzimas modificadoras de lignina (da Silva et al., 2022).
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Las fermentaciones con cultivos mixtos también permiten aprovechar sustratos econémicos e impuros. En la
practica industrial, se opta por el sustrato econdmico, que frecuentemente es una mezcla de varios materiales lignoce-
lulésicos. En el procesamiento de biomasa, un cultivo mixto que degrade tanto la celulosa como el almidén y el azticar
es mas eficiente. La combinaciéon de hongos celuloliticos y levaduras que consumen almidén y azticar conlleva a un
proceso mas efectivo, produciendo una mayor cantidad de producto en menos tiempo (Harrison et al., 1978).

El uso de diferentes especies fungicas en co-cultivos puede potenciar la actividad de diversas enzimas lignocelu-
l6sicas, resultando en una mayor produccion. Gutiérrez et al. (1999) demostraron que la combinacién de especies de
Trichoderma y Aspergillus incrementa la velocidad y el grado de hidrdlisis de los sustratos en los que se cultivan, mejo-
rando asi la capacidad celulolitica. Hongos como Pleurotus ostreatus han demostrado tener buen sinergismo con otros
hongos basidiomicetos aumentando la produccién de lacasas en el co-cultivo (Velma y Madamwar, 2002; Baldrian,
2004; Dwivedi et al., 2011).

Con base en lo anterior, la presente investigacion evalta el efecto del co-cultivo de Trametes maxima CI 1y
Pycnoporus sanguineus CS2 en la produccion enzimatica utilizando residuos agroindustriales, asi como el efecto de la

temperatura sobre la actividad enzimatica.

2. Materiales y Métodos

2.1. Reactivos
Todos los reactivos y sustratos empleados en la presente investigacion fueron adquiridos a la empresa Sigma-
Aldrich (USA). Los medios de cultivo utilizados fueron de la marca MC de Lab (México).

2.2. Material biolégico e inoculo

Las cepas fangicas utilizadas en este estudio fueron Trametes maxima CU1 y Pycnoporus sanguineus CS2. Estas ce-
pas son conservadas mediante resiembras periddicas en medio papa dextrosa agar (PDA) en el laboratorio de Ciencias
Naturales de la Facultad de Agronomia.

Para la preparacion del indculo, se cultivaron las cepas en 100 ml de medio caldo papa dextrosa a 28 °C durante
siete dias. La siembra se realizé con dos discos de 0.5 cm de didmetro provenientes de un cultivo de 5 dias de creci-
miento. En el caso de los tratamientos con co-cultivo, se adiciond un disco de cada cepa. Los cultivos se homogeniza-
ron utilizando una licuadora Oster® (México) durante tres ciclos de 30 segundos.

2.3. Material vegetal y medio de producciéon

Los residuos agroindustriales utilizados fueron obtenidos de comercios e industrias del drea metropolitana de
Monterrey. Los tratamientos se establecieron en 100 ml de una solucién amortiguadora de fosfato de potasio 60 mM a
pH 6.0, suplementada con un mililitro de solucién de elementos traza 100x (FeSO4 1.0 g/l, ZnSO4 2.8 g/ly CaClz 3.3
g/1). Los sustratos agroindustriales o combinaciones de ellos (Tabla 1) fueron agregados a la soluciéon amortiguadora.
Los medios se esterilizaron a 121 °C durante 30 minutos durante tres dias consecutivos. Finalmente, fueron inocula-
dos con 1 ml del in6culo homogeneizado obtenido de un cultivo de 5 dias, como se describe en la seccién 2.2.

2.4. Actividades enzimaticas

2.4.1. Actividad lacasa fue determinada siguiendo el método de Abadulla et al. (2000), utilizando 2,6-
dimetoxifenol (DMP) como sustrato. La mezcla de reaccidén consistié en 2 mM de DMP en acetato de sodio 200 mM
ajustado a pH 3.5. La absorbancia fue medida a 468 nm en un espectrofotdémetro UV-Vis Shimadzu 1800 (Japdn).

2.4.2. Actividad carbohidrolasa

La actividad de las carbohidrolasas se determind mediante el método de azticares reductores reportado por Mi-
ller (1959). La mezcla de reaccion consistié en 500 ul de buffer citrato de sodio 50 mM ajustado a pH 5.0, 300 pl del
sustrato correspondiente al 1% (p/v) y 200 ul de la muestra. Los sustratos utilizados fueron almidén, Avicel®, carbo-
ximetilcelulosa (CMC), D-(+)-celobiosa, xilano y pectina para determinar las actividades enzimaticas amilasas, avice-
lasas, carboximetilcelulasas (CMCasas), B-D-glucosidasas, xilanasas y pectinasas, respectivamente. La mezcla de reac-
cion se incub6 a 60 °C durante 15 minutos.

Para el calculo de las unidades de enzima, fueron tomados 100 ul de la mezcla de reaccién al tiempo 0 y al final
de la incubacioén. Estas alicuotas se colocaron en tubos con 100 pl del reactivo de acido dinitrosalicilico (DNS) para la
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determinacién de aztcares reductores. Las mezclas fueron hervidas durante 5 minutos y luego se colocaron en un
bano de hielo durante 5 minutos. Fue agregado 1 ml de agua bidestilada antes de la lectura espectrofotométrica a 517
nm. Las curvas de calibracion utilizadas fueron de glucosa, xilosa y acido D-galacturénico en un rango de 0 a 1 mg.
Una unidad de enzima (U) fue definida como la cantidad de enzima requerida para liberar 1 pmol de glucosa, xilano
o0 acido D-galacturénico por minuto. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado a 25 °C.

Tabla 1. Sustratos utilizados en mono y co-cultivo

Tratamiento Sustrato(s)

Tx1 Paja de trigo (0.5%)

Tx2 Paja de trigo (0.5 %) + Cascara de Naranja (5 %)
Tx3 Cascara de Naranja (5 %)

Tx4 Paja de trigo (0.5 %) + Cascara de Toronja (5 %)
Tx5 Cascara de Toronja (5 %)

Tx6 Paja de trigo (0.5 %) + Cascara de Mandarina (5 %)
Tx7 Cascara de Mandarina (5 %)

Tx8 Paja de trigo (0.5 %) + Cascara de Cacahuate (5 %)
Tx9 Cascara de Cacahuate (5 %)

2.5 Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica.

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad de las carbohidrolasas fue utilizada la reaccion de azu-
cares reductores descrita en la seccion 2.2, la cual fue incubada a 25, 50, 60, 70 y 80 °C. Todos los ensayos fueron reali-
zados por triplicado. Los sobrenadantes utilizados aquellos que mostraron el mayor nimero de actividades enzimati-
cas.

2.6 Analisis estadistico

Se utilizd la prueba de ANOVA para evaluar las diferencias estadisticas en la producciéon de enzimas al dia 18 de
crecimiento, con un nivel de confianza del 5%, utilizando el paquete estadistico SPSS Statistics. La prueba de compa-
racién de medias se aplicd mediante el método de Tukey con una probabilidad del 5%.

3. Resultados

3.1. Producciéon enzimatica

Las curvas de produccion enzimatica para el co-cultivo de Trametes maxima CU1 y Pycnoporus sanguineus CS2 y el
mono-cultivo de Trametes maxima CU1 se muestran en la Figura 1. El co-cultivo exhibi6 la mayor actividad amilolitica
en los mediosTx1, Tx2, Tx3, Tx4, Tx45 al dia 18, alcanzando valores cercanos a las 400 U/l. En contraste, el mono-
cultivo de Trametes maxima CU1 alcanzd su maxima produccion en el medio Tx4 al dia 20, con niveles inferiores a los
300 U/l (Figura 1A y 1B).
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Figure 1. Produccion enzimatica en residuos agroindustriales. Donde A) corresponde a amilasas, C) Avicelasas,

E) CM cases, G) B-D-glucosidasas, I) xilanasas y K) pectinasas bajo condiciones de co-cultivo, mientras que B)

corresponde a amilasas, D) Avicelasas, F) CM Casas, H) B-D-glucosidasas, ]) xilanasas y L) pectinasas de Trametes

maxima CU1 en mono-cultivo. Los ensayos fueron realizados por triplicado y la desviacion estandar fue menor al 5%

entre las replicar.
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En cuanto a la actividad celuldsica, las avicelasas presentaron sus mayores titulos en el co-cultivo en el medio
Tx1 al dia 18, mientras que el mono-cultivo alcanzé su maximo en el medio Tx4 al dia 20 (Figura 1C y 1D). Las
CMCasas mostraron la mayor actividad en el co-cultivo en el medio Tx1, mientras que el medio Tx2 fue el mejor para
el mono-cultivo (Figura 1E y 1F). La f-D-glucosidasa presenté un comportamiento similar al de las otras celulasas, con
el co-cultivo alcanzando su maximo al dia 18 y el mono-cultivo al dia 20, ambos en el medio Tx4 (Figura 1G y 1H). Las
xilanasas en el co-cultivo se detectaron principalmente en los medios Tx6 y Tx8 a los dias 10 y 20, respectivamente.
Por su parte, el mono-cultivo exhibié la mayor actividad en los medios Tx1, Tx3, Tx4 y T9 a los dias 16, 20 y 24,
respectivamente (Figura 1I y 1J). Los medios Tx4 y Tx3 mostraron las mayores actividades de pectinasas en el co-
cultivo y el mono-cultivo a los dias 18 y 20, respectivamente (Figura 1K y 1L).

En general, el co-cultivo de Trametes maxima CU1 y Pycnoporus sanguineus CS2 presentd mayores niveles de
actividad enzimatica, principalmente a los 18 dias de crecimiento, mientras que el mono-cultivo alcanzé sus picos de
produccion al dia 20 en la mayoria de las actividades. Sin embargo, no se observo un medio en particular donde se
expresaran todas las actividades enzimaticas tanto en condiciones de mono-cultivo como en el co-cultivo. Ademas, el
comportamiento de la cinética fue diferente en todos los medios para cada actividad.

Al analizar los niveles maximos de las enzimas determinadas en el co-cultivo y el mono-cultivo, fueron
onservadas diferencias entre ambos tratamientos en los diferentes medios de cultivo. En el caso de la amilasa, los
medios Tx1, Tx3 y Tx5 mostraron titulos superiores a las 400 U/l en el co-cultivo, mientras que el mono-cultivo no
super6 las 300 U/l (Figura 2A). Esta diferencia en la produccién enzimatica representa un incremento significativo en
el co-cultivo en comparacién con el mono-cultivo.

La mayor actividad celulasica del co-cultivo se observé con la CMCasa, alcanzando 1938 U/l en el medio Tx5.
Le siguieron la B-D-glucosidasa en el medio Tx5 (1294 U/l) y las avicelasas en el medio Tx1 (890 U/l). Estos niveles
representaron un incremento en el co-cultivo en comparacién con el mono-cultivo: 36 veces para la CMCasa (niveles
maximos en Tx6), 2.5 veces para la B-D-glucosidasa (Tx4) y 2.3 veces para las avicelasas (Tx2) (Figura 2B-D).

A diferencia de las actividades amilasica y celulasica, la actividad xilanasa mostré mayores niveles en el mono-
cultivo en comparacion con el co-cultivo. Los medios Tx1, Tx3, Tx4 y Tx9 del mono-cultivo exhibieron una produccién
promedio de 830 U/I (Figura 2E), similar a los niveles promedios en ambos medios del co-cultivo (802 U/l). La mayor
actividad pectinolitica se observé en el medio Tx4 del co-cultivo, con 1082 U/], en comparacién con las 705 U/1 del
medio Tx3 del mono-cultivo (Figura 2F). Esta diferencia también representa aumento en la produccién enzimatica del

co-cultivo.
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Figura 2. Produccién enzimatica.
glucosidasas, E) xilanasas y F) pectinasas.

Tx9

Tratamientos

Donde A) corresponde amilasas, B) Avicelasas, C) CM cases, D) B-D-

La Figura 3 muestra las cinéticas de produccion de lacasa en el co-cultivo de Trametes maxima CU1 y Pycnoporus
sanguineus CS2 y el mono-cultivo de Trametes maxima CU1. Durante los primeros 16 dias fue observado un comporta-
miento similar en ambos tratamientos, aunque los niveles de produccién fueron mayores en el co-cultivo. A partir del
dia 18, los tratamientos de mono-cultivo experimentaron un descenso gradual en la actividad lacasa, mientras que el
co-cultivo continud produciendo la enzima a un ritmo constante. En ambos casos, la produccién de lacasa se mantuvo
después del dia 20 y no se observaron cambios significativos al final del experimento.

Tiempo (dia)

un

Tiempo (dia)

Figura 3. Cinética de produccion de lacasa en co-cultivo (A) y en mono-cultivo (B).
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3.2. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de carbohidrolasas.

Trametes maxima CU1 ha mostrado un potencial significativo en varias aplicaciones biotecnolégicas debido a su
robusto perfil enzimatico. Como se menciond anteriormente, bajo las condiciones de estudio, fue capaz de producir
amilasas, celulasas, xilanasas, pectinasas y lacasas. Esta tltima ha sido reportada como una enzima termotolerante
(Gutiérrez Soto. 2009). Por lo tanto, fue evaluado el efecto de la temperatura sobre las actividades carbohidrolasas
detectadas, dado que la lacasa y carbohidrolasas producida por Pycnoporus sanguineus CS2 son consideradas termoes-
tables (Martinez-Salcedo et al., 2015; Gutiérrez Soto et al., 2015).

Para determinar el efecto de la temperatura sobre las enzimas presentes, fueron seleccionados los sobrenadantes
de los medios Tx1, Tx2 y Tx3, ya que presentaban la mayoria de las enzimas en altos titulos. En la Figura 4 se observa
que los sobrenadantes del co-cultivo mostraron un mayor cambio de absorbancia, lo cual podria explicarse por la ma-
yor concentracion de enzimas. Sin embargo, las xilanasas, aunque mostraron los titulos mas altos en el monocultivo
en comparacion con el co-cultivo, no presentaron un aumento significativo en la absorbancia. Por lo tanto, el incre-
mento de la actividad con el aumento de la temperatura podria atribuirse a la produccion de enzimas termoestables
por Pycnoporus sanguineus CS2.

Cabe destacar que el sobrenadante del co-cultivo Tx2 mostré la mayor actividad enzimatica a 70°C, mientras
que el sobrenadante del mono-cultivo Tx3 presentd el mayor cambio de absorbancia (aunque menor que el co-cultivo)
también a 70°C, demostrando la termotolerancia de las enzimas de Trametes maxima CU1. En consecuencia, la combi-
nacion de estas cepas para la recuperacion de cécteles de amilasas, celulasas, xilanasas, pectinasas y lacasas termoes-
tables tiene un gran potencial para aplicaciones industriales.
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Figura 4. Efecto de la temperatura sobre las carbohidrolasas. Donde A, C, E, G e I corresponden a amilasas,
Avicelasas, CMCasas, B-D-glucosidasas, xilanasas y pectinasas del co-cultivo respectivamente, mientras que B, D, F, H
y ] corresponden a las actividades del mono-cultivo. Todos los tratamientos mostraron diferencias estadisticamente

significativas (p <0,05).
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4. Discusion

La evaluacion del co-cultivo de Trametes maxima CU1 y Pycnoporus sanguineus CS2 frente al mono-cultivo de T.
maxima CU1 para la produccién enzimatica en sustratos agroindustriales de bajo costo reveld resultados prometedo-
res. El co-cultivo indujo una mayor actividad celulolitica en diversos tipos de sustratos, incluyendo cascara de naranja,
paja de trigo y cascara de cacahuate. Este enfoque sinérgico condujo a una mayor produccién de enzimas celulasas,
xilanasas y lacasas. La actividad enzimatica observada en el co-cultivo fue significativamente superior a la del mono-
cultivo en la mayoria de los sustratos evaluados. La sinergia observada en el co-cultivo podria atribuirse a diversos
mecanismos (Zhang et al., 2020b). La interaccion entre las cepas fungicas podria estimular la produccion de enzimas a
través de la secrecion de metabolitos inductores o la competencia por nutrientes (Dullah et al., 2021). Ademas, el co-
cultivo podria favorecer la degradacion de la lignina, un componente recalcitrante de la biomasa, permitiendo un
mayor acceso a la celulosa y hemicelulosa para las enzimas celuloliticas (Asiegbu et al., 1996). Cabe mencionar que, la
produccién enzimatica en el co-cultivo se vio afectada por diversos factores como el tipo de sustrato, la humedad, la
temperatura, el pH, la concentracién de nutrientes adicionales y el tiempo de fermentacion (Borchers et al., 2013; Fang
y Xia, 2013; Abdu et al., 2022). Con respecto a la compatibilidad del co-cultivo también puede depender del tiempo y
la cantidad de indculo, considerados factores criticos (Hibbing et al., 2010). Mientras que, la eleccién del sustrato tuvo
un impacto significativo en la produccion enzimatica. En este sentido, la cdscara de naranja, con su bajo contenido de
lignina, resultd ser un sustrato favorable para la produccion de pectinasas. En contraste, la paja de trigo, con su alto
contenido de celulosa, indujo una mayor produccion de celulasas.

En general las cinéticas de producciéon de enzimas revelaron patrones distintivos para cada enzima y tratamien-
to. En el caso de la produccion de amilasas y celulasas alcanzé su maximo durante los primeros 20 dias, seguido de
una disminucién gradual. Este comportamiento se ha atribuido al agotamiento inicial de azticares solubles y a la re-
presion de los genes promotores de la produccion de enzimas (Quintero, 2021; Gutiérrez-Rojas et al.,, 2015; Nazir et al.,
2010). Por otro lado, la produccion de lacasa mostrdé un aumento continuo durante los primeros 16 dias, seguido de
una meseta en el co-cultivo y una ligera disminucion en el mono-cultivo. Este comportamiento podria estar relaciona-
do con la degradaciéon gradual de la lignina y la liberaciéon de compuestos aromaticos que inducen la produccion de
lacasa (Valmaseda et al., 1991; Sharma y Arora, 2010).

Con respecto a la termotoleracia, los resultados observados en el mono-cultivo de Trametes maxima CU1 fueron
consistentes con los hallazgos de otros estudios, donde se ha demostrado que las cepas de Trametes producen enzimas
con alta actividad y estabilidad en un rango de temperaturas y niveles de pH, lo que las hace adecuadas para aplica-
ciones industriales (Ado et al., 20218). Cabe mencionar que, el andlisis del secretoma de Trametes hirsuta ha revelado
una variedad diversa de enzimas extracelulares, incluidas enzimas ligninoliticas, celuloliticas y hemiceluloliticas, que
variaron significativamente con las condiciones de crecimiento, lo que indica la adaptabilidad de las especies de Tra-
metes a diferentes sustratos y entornos (Vasina et al., 2016). Ademas de explicar las diferencias de en los niveles y acti-
vidades presentes en los diferentes medios utilizados. Por otro lado, resultados con otro co-cultivos han demostrado
mayor termoestabilidad que un monocultivo. Por ejemplo, el co-cultivo de las bacterias halodfilas Marinirhabdus sp. y
Marinobacterhydrocarbonoclasticus demostré una actividad de proteasa significativamente mejorada y estabilidad en
un amplio rango de condiciones ambientales, incluyendo temperaturas de 25 °C a 60 °C, en comparacion con los mo-
nocultivos (Anh et al., 2021). Lo que explica la mayor actividad en el co-cultivo Trametes maxima CU1 y Pycnoporus
sanguineus CS2.

Finalmente, los resultados de este estudio demuestran el potencial del co-cultivo de Trametes maxima CU1 y

Pycnoporus sanguineus CS2 para la produccion enzimatica eficiente y econémica a partir de sustratos agroindustriales
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de bajo costo. La sinergia observada en el co-cultivo podria conducir a un desarrollo mas rapido y robusto de procesos

biotecnoloégicos para la degradacion de biomasa y la obtencion de bioproductos de alto valor.

5. Conclusiones

Los resultados de este estudio demuestran el potencial sinérgico del co-cultivo de Trametes maxima CU1 y
Pycnoporus sanguineus CS2 para la produccién de un amplio espectro de enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas. La
combinacion de ambas cepas resulté en un aumento significativo en la actividad enzimatica, especialmente en la de-
gradacion de sustratos lignoceluldsicos complejos. La termotolerancia de las enzimas producidas en co-cultivo, junto
con su capacidad para actuar sobre una variedad de sustratos, sugiere un amplio rango de aplicaciones industriales.
Estos hallazgos resaltan la importancia de explorar estrategias de co-cultivo para optimizar la produccién de enzimas
y promover el desarrollo de procesos biotecnologicos mas eficientes y sostenibles para la conversion de biomasa en
productos de alto valor agregado
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