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RESUMEN

Efecto de la enzima lacasa proveniente de hongos de pudriciéon blanca de la
madera sobre la estabilidad oxidativa de aceites vegetales y el procesado de
jugos de fruta.

Los hongos causantes de pudricion blanca son capaces de degradar hasta su
completa mineralizacién la lignina de la madera, un polimero altamente
recalcitrante. Esto ocurre gracias a las enzimas ligninoliticas presentes en estos
organismos, entre ellas la lacasa. La lacasa oxida la lignina que contiene grupos
fendlicos libres, con la consecuente reduccion de oxigeno molecular a agua. Muchas
revisiones discuten las aplicaciones potenciales de la lacasa en la industria
alimentaria. En aceites vegetales, la lacasa despeja el Oz que, de lo contrario,
reaccionaria con los acidos grasos, proteinas y alcoholes para formar precursores de
mal sabor. En los jugos de fruta, la lacasa reduce el contenido de polifenoles,
responsables de la turbidez, intensificacion del color y aroma en estos alimentos. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de lacasas fungicas en la oxidacion de
aceites vegetales y en la clarificacion de jugos de frutas. Para la obtencién de los
extractos enzimaticos se seleccionaron tres cepas del género Trametes (T. trogii, T.
villosa y T. versicolor) y una cepa de Coriolus versicolor f. antdrcticus. Se determind la
concentracion de lacasa en todos los extractos, usando un reactivo indicador de
actividad de la enzima (Dimetoxifenol), y se midid la capacidad de estos extractos
para degradar colorantes de estructura quimica similar a la lignina. Para el analisis
de la oxidacion de aceites vegetales, se seleccion6 el extracto con mayor
concetracion de lacasa (T. versicolor). Los aceites analizados fueron obtenidos por
prensado en frio de semillas de girasol, mani, sésamo y chia. Se midio6 el valor de
perodxidos, dienos y trienos conjugados. Para el estudio de los jugos de frutas, se
utilizé el segundo extracto con mayor unidades de lacasa (T. villosa). Los jugos
fueron de manzana, naranja y pera y se analizé la variaciéon en el contenido de
polifenoles totales, color y turbidez. Los resultados relacionados con la degradacién
de colorantes, mostraron que las cepas seleccionadas tienen gran capacidad para

degradar colorantes con diversas estructuras aromaticas con porcentajes de



decoloracion entre 50 y 99%, sin diferencia entre las cepas. En cuanto al efecto de
la lacasa sobre la oxidacion de aceites vegetales, los resultados fueron contrarios a lo
esperado. Los aceites tratados con la enzima mostraron mayor contenido de
productos primarios de oxidaciéon (perdxidos, dienos y trienos). Estos hallazgos
pueden deberse a la generacién de radicales fenoxilo provenientes de la oxidacion
de los fenoles del aceite mediante la lacasa. En relacién al procesado de jugos de
frutas (manzana, pera y naranja) con lacasa, la enzima logré reducir el contenido de
fenoles totales, en un 50% promedio de los tres jugos. El color y la turbidez
aumentaron en el jugo de manzana y naranja y disminuyeron levemente en el jugo
de pera. Los resultados son positivos para el caso del jugo de naranja, ya que el
consumidor busca el efecto contrario a la clarificacién (jugo con pulpa estable). En el
caso del jugo de manzana, el aumento del color y turbidez puede deberse a la
formacién de quinonas insolubles, producto de la polimerizacién de los fenoles
oxidados (quinonas), lo cual podria solucionarse mediante ultrafiltracién con
presidn hidraulica, segln la bibliografia. Se concluye que la enzima lacasa fingica,
no es apta para prevenir la oxidaciéon de aceites vegetales ya que aumenta los
indicadores de oxidacion. Por otro lado, se concluye que la enzima lacasa es capaz de
interrumpir uno de los procesos reconocidos como responsables de la turbidez y

oscureciendo de jugos de fruta, gracias a la disminucion del contenido fendlico.

Palabras claves: lacasa flngica, aceites vegetales, rancidez, jugos de fruta, turbidez.
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SUMMARY

Effect of the enzyme laccase from fungi of white wood rot on the oxidative
stability of vegetable oils and the processing of fruit juices.

White rot fungi are capable of degrading wood lignin, a highly recalcitrant polymer, to
its complete mineralization. This occurs thanks to the ligninolytic enzymes present in
these organisms, including laccase. Laccase oxidizes lignin that contains free phenolic
groups, with the consequent reduction of molecular oxygen to water. Many reviews
discuss the potential applications of laccase in the food industry. In vegetable oils,
laccase clears 02, which would otherwise react with fatty acids, proteins, and alcohols
to form bad-tasting precursors. In fruit juices, laccase reduces the content of
polyphenols, responsible for the turbidity, intensification of color and aroma in these
foods. The objective of this work was to evaluate the effect of fungal laccases on the
oxidation of vegetable oils and on the clarification of fruit juices. To obtain the
enzymatic extracts, three strains of the genus Trametes (7. trogii, T. villosa and T.
versicolor) and a strain of Coriolus versicolor f. antarcticus. The concentration of
laccase in all the extracts was determined, using a reagent indicating the activity of the
enzyme (Dimethoxyphenol) and the ability of these to measure dyes with a chemical
structure similar to lignin was measured. For the analysis of the oxidation of vegetable
oils, the extract with the highest concentration of laccase (T. versicolor) was selected.
The analyzed oils were obtained by cold pressing sunflower, peanut, sesame and chia
seeds. The value of peroxides, dienes and conjugated trienes was measured. For the
study of fruit juices, the second extract with the highest laccase units (T. villosa) was
used. The juices were apple, orange and pear, and the variation in total polyphenol
content, color and turbidity was analyzed. The results related to the degradation of
dyes, showed that the selected strains have great capacity to degrade dyes with
various aromatic structures with percentages of discoloration between 50 and 99%,
no difference between the strains. Regarding the effect of laccase on the oxidation of
vegetable oils, the results were contrary to expectations. The oils treated with the
enzyme showed a higher content of primary oxidation products (peroxides, dienes

and triene). These findings may be due to the generation of phenoxy radicals from the
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oxidation of oil phenols by laccase. In relation to the processing of fruit juices (apple,
pear and orange) with laccase, the enzyme managed to reduce the content of total
phenols, by an average 50% of the three juices. Color and turbidity increased in apple
and orange juice and decreased slightly in pear juice. The results are positive in the
case of orange juice, since the consumer seeks the opposite effect of clarification (juice
with stable pulp). In the case of apple juice, the increase in color and turbidity may be
due to the formation of insoluble quinones, a product of polymerization of oxidized
phenols (quinones), which could be solved by ultrafiltration with hydraulic pressure,
according to the bibliography. It is concluded that the enzyme fungal laccase is not
suitable to prevent the oxidation of vegetable oils since it increases oxidation
indicators. On the other hand, it is concluded that the laccase enzyme is capable of
interrupting one of the processes recognized as responsible for turbidity and

darkening of fruit juices, thanks to the decrease in phenolic content.

Keywords: fungal laccase, vegetable oils, rancidity, fruit juices, turbidity.
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INTRODUCCION GENERAL

Hongos degradadores de madera- Rol Ecologico

Los hongos de pudricién son aquellos que atacan la pared celular de la madera
provocando su rotura y descomposicion, para acceder al material celulésico del cual
se alimentan. Un gran numero de organismos dependen de ellos para obtener sus
nutrientes, por ejemplo las larvas de insectos utilizan la madera degradada para llevar
a cabo parte de su ciclo de vida (Grove, 2002; Kadowaki et al., 2011). Teniendo en
cuenta esto, se considera que el principal rol de los hongos degradadores de la madera
en los ecosistemas se centra en el reciclado del carbono y otros elementos, utilizando
su capacidad enzimdtica hidrolitica (celulasas, xilanasas, ligninasas, pectinasas y
lipasas), para transformar esta madera en alimento y compuestos simples que vuelven

al ecosistema (Filotas et al., 2014).

Clasificacion de los hongos degradadores de madera

Tradicionalmente se ha clasificado a los hongos degradadores de la madera en dos
grandes grupos segun el tipo de pudricién que ocasionan: “hongos causantes de
pudricidn blanca” aquellos con mayor capacidad degradativa de lignina, y “hongos de
pudricidn castafia o cubica” aquellos que degradan y mineralizan la celulosa dejando a
la lignina como residuo. Posteriormente surgié el grupo “hongos causantes de
pudricidon blanda” que producen cavidades conicas dentro de la madera y poca
solubilizacidén de la lignina (Martinez et al., 2005). Estas categorias abarcan cientos de
especies de Basidiomycota y algunos Ascomycota.

Los hongos causantes de pudricién blanca son capaces de degradar hasta su completa
mineralizacidn la lignina, celulosa y hemicelulosa de la madera (Figura 1-A).

La pudriciéon castafia o cubica produce un tipo de degradacién que disminuye

notablemente la integridad estructural (Figura 1-B).
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Figura 1: Tipos de degradaciéon: (A) Pudricién blanca causada por Polyporus
tricholoma en madera de dicotiledénea; (B) Pudricion castafia o cibica causada por

Laetiporus sulphureus en madera de Eucalyptus sp.

Pared vegetal

La pared vegetal proporciona rigidez y tensidén mecanica para soportar la columna de
agua, ademas de funcionar como una barrera de proteccion contra patogenos. Los
organismos que pueden superar esta barrera obtendran alimento de los
constituyentes de las paredes, llamados materiales lignoceluldsicos. Todas las células
vegetales estan rodeadas por una pared primaria compuesta de celulosa y
hemicelulosas y una pared secundaria que se lignifica durante el proceso de

maduracion de algunos tipos celulares (Figura 2) (Taiz et al., 2015).
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Célula vegetal

Pared celular

Microfibrilla
de
Celulosa

Molécula \
de
Glucosa \ Glucosa

Figura 2: Esquema de la constituciéon de la pared de una célula vegetal donde se
observa la interconexién entre las microfibrillas de celulosa constituidas por
monoémeros de glucosa y la matriz de hemicelulosa adherida a moléculas de lignina,

(modificado de Santos et al.,, 2012).

Las tres principales macromoléculas complejas que son degradadas por los

organismos xil6fagos (que se alimentan de madera) son:

Celulosa

La celulosa constituye el 40-50% del peso seco de la madera. Esta conformada por

cadenas de mondmeros de glucosa unidos por enlaces £3-1,4. Cada monémero de
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glucosa presenta una rotacién de 180° respecto de los residuos contiguos (Figura 3).
Esta conformacion lineal con ausencias de cadenas laterales permite la formacién de
agregados moleculares (microfibrillas) estabilizados por puentes de hidrégeno entre

cadenas paralelas.

OH
HO Q

% OH
OH

Figura 3: Esquema de una cadena lineal de celulosa formada por mondémeros de
glucosa.

Con fines experimentales se consideran dos tipos de celulosa: a) “celulosa nativa” o
“cristalina”, la cual posee un alto grado de cristalinidad y polimerizacion y es, por lo
tanto, insoluble (ej.: papel de filtro) y b) “celulosa modificada”, la cual se define como
una celulosa amorfa, de bajo grado de polimerizaciéon y ordenamiento que resulta

soluble en agua (ej.: carboximetilcelulosa) (Joseleau y Ruel, 1994).

Hemicelulosa

Las hemicelulosas constituyen el 25-40% del peso seco de la madera y son una
porcidn facilmente hidrolizable de la pared celular. Estan conformadas por polimeros
de diversas hexosas como D-manosa, D-glucosa, D-galactosa y acido D-glucuroénico, y
pentosas como D-xilosa y L-arabinosa. La mayoria de las hemicelulosas poseen una
columna vertebral formada por una cadena plana de azucares unidos por enlaces 3-
1,4 de la que pueden o no salir ramificaciones muy cortas. (Joseleau y Ruel, 1994)

(Figura 4).
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HO,C

H,CO
Xilosa

Figura 4: Representacidon esquematica de una hemicelulosa.

Las hemicelulosas recubren y cohesionan a las microfibrillas de celulosa en una
matriz comun. Su posicién expuesta y su bajo grado de polimerizaciéon que incrementa
su solubilidad explicarian porqué son los primeros componentes de la madera en ser

atacados por los microorganismos (Zabel y Morrell, 2012).

Lignina

La lignina es un polimero aromatico insoluble en agua y amorfo, extremadamente
recalcitrante a la degradacion. Se encuentra entrecruzada entre los otros materiales
de la pared celular y constituye una barrera que dificulta el ataque de los organismos
a los polisacaridos de la pared (Figura 2). Su estructura compleja, es producto de la
unién oxidativa de distintos monolignoles (unidades p-hidroxifenilo, guayacilo y
siringilo) que se diferencian en las sustituciones del anillo aromatico. Estos
mondémeros se unen por uniones C-C y C-0-C formando una red compleja y de
estructura variable en la cual la proporciéon de los mismos varia de acuerdo a la
especie vegetal y su edad (Ralph et al,, 2004) (Figura 5).

Las uniones C-C y C-O-C son catalizadas por enzimas lacasas y peroxidasas que
generan radicales libres sobre estos mondmeros provocando su activacién y

permitiendo que se polimericen de forma azarosa (Vanholme et al, 2008).
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Figura 5: Estructura esquematica de una molécula de lignina, los niimeros indican los

monoémeros que la constituyen.

Enzimas ligninoliticas

Las enzimas ligninoliticas difieren significativamente de acuerdo al tipo de madera
que el hongo utiliza como sustrato y también varian los patrones de deterioro de la
madera, demostrando que existen varias estrategias en la naturaleza para degradar al

complejo polimero de la lignina (Hatakka, 1994; Papinutti et al., 2003).

Lignino peroxidasa (LiP)

La LiP (EC 1.11.1.14) es una hemoproteina (contiene 1 mol de protoporfirina IX de
hierro por mol de proteina) que posee la capacidad de oxidar la lignina y otros
compuestos fendlicos a expensas de la reducciéon de H202. Por su alto poder oxidativo,
pH oOptimo bajo y baja especificidad de sustrato es capaz de actuar sobre sustratos
fenolicos y no fendlicos (Lalwani et al., 2014). Fue la primera enzima ligninolitica
estudiada a principios de los afios 80. Si bien la metodologia para la medicién de esta

actividad enzimatica no es compleja, no es facil su deteccién en cultivos de hongos de
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pudricién blanca (Hatakka, 1994; Tekere et al, 2001; Levin et al, 2004). Esta
controversia puede deberse a que producen una proteina inactiva o debido a que

poseen un mecanismo de regulacion atin desconocido (Rajakumar et al.,, 1996).

Mn-peroxidasa (MnP)

La enzima MnP (EC 1.11.1.13) es una hemoproteina, que ademas de depender de H202
necesita de Mn+*2 (catalizando la oxidaciéon de Mn*2 a Mn*3) (Ikehata et al., 2004).
Oxida compuestos fendlicos, aunque también puede actuar sobre compuestos no
fendlicos (Ziegenhagen y Hofrichter, 2000). La MnP se caracteriz6 bioquimicamente a
partir de sobrenadantes de Phanerochaete chrysosporium (Glenn y Gold, 1985).

Solo ha sido hallada en ciertos 6rdenes de Basidiomycota (Agaricales, Corticiales,
Polyporales, Hymenochaetales) y hasta ahora, no se han reportado otros organismos
que expresen y secreten MnP, o que contengan sus genes (Hilden et al, 2008;
Morgenstern et al., 2010). Desde su descubrimiento, el interés en la MnP ha ido en
aumento principalmente debido a su potencial aplicacién en biopulpado, bioblanqueo
y biorremediacidon. Su peso molecular oscila en un rango de entre 38 a 62,5 kDa
(Hofrichter et al, 2010). La producciéon de MnP también puede ser inducida por
compuestos aromaticos (Gill y Arora, 2003). A diferencia de la LiP, la MnP es muy

comun en hongos causantes de pudricion blanca (Hofrichter, 2002).

Lacasa (Lac)

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son polifenoloxidasas con atomos de cobre en su sitio activo,
catalizan la oxidacion de sustratos fenolicos y aromaticos y la reduccidon de oxigeno
molecular a agua (Augustine et al.,, 2008; Kjaergaard et al,, 2012; Majeau et al.,, 2010).
Segun analisis filogenéticos la mayoria de lacasas se encuentran en los Basidiomycota
(Lettera et al,, 2010). Se han reportado altos niveles de produccion en cultivos de esta
familia, como por ejemplo Pleurotus ostreatus (Hou et al. 2004); Ganoderma
adspersum (Songulashvili et al. 2007), Pycnoporus sanguineus (Pointing y Vrijmoed,

2000) y Trametes trogii (Levin et al., 2004; Grassi et al., 2011)
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También es producida por plantas superiores y bacterias (Mayer y Staples, 2002;
Brijwani et al,, 2010; Santhanam al., 2011).

Ademas de su rol en la ligninolisis, las lacasas cumplen diversas funciones en los
hongos, incluyendo sintesis de melanina y otros pigmentos, y la formaciéon de
estructuras reproductivas como cuerpos fructiferos y conidios (Kiies y Liu, 2000;
Chen et al.,, 2004; Baldrian, 2006; Giardina et al., 2010). Por otro lado, las enzimas
implicadas en la escisién de la lignina producen especies altamente reactivas (y por lo
tanto muy tdxicas) de las cuales el micelio fingico debe ser protegido. Se cree que una
de las funciones de la lacasa es compactar estos compuestos mediante la promocion
de polimerizacion antes de que puedan entrar en la hifa (Alcalde 2007).

La selectividad de las lacasas hacia la lignina y sus derivados, se atribuye al sustrato
en el medio de cultivo y/o a factores ambientales que regulan las actividades
lignoceluloliticas (Blanchette, 1995; Martinez et al, 2005). La concentraciéon y
naturaleza de las fuentes de carbono y nitrégeno en el medio de cultivo son
importantes reguladores de la produccién de lacasas (Kang et al., 2009).

Las lacasas oxidan los compuestos de lignina que contienen grupos fendlicos libres,
sin embargo, en presencia de mediadores también pueden oxidar ciertos compuestos

no fendlicos (Eggert et al., 1996; Collins y Dobson, 1997).

Propiedades bioquimicas de las lacasas

Las lacasas son proteinas muy estables, con temperaturas 6ptimas de actividad entre
50 y 70 °C (Morozova et al, 2007a), aunque se pueden encontrar enzimas muy
termoestables como la lacasa de Pycnoporus sanguineus, con un tiempo de
inactivaciéon de 3 horas a 75 °C (Litthauer et al., 2007). Smirnov et al., (2001) hacen
referencia que en Trametes sp. la vida media a 50° C es de 50 a 70 horas como
maximo.

Su actividad varia en un amplio rango de pH, entre 2,0 y 8,5, aunque el maximo se
encuentra entre 3,0 y 5,0 (Thurston 1994; Leonowicz et al., 2001; Morozova et al,,
2007b). El peso molecular de la mayoria de las lacasas fungicas reportadas oscila

entre los 43 y los 110 kDa (Gutiérrez-Soto et al., 2011; Martinez-Morales et al,, 2015).
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Las lacasas pueden oxidar sustratos con potenciales redox menores a 1 V, ricos en
electrones tales como fenoles y anilinas, acoplado a la reduccién de oxigeno a agua.
Dado que estas oxidaciones ocurren en el agua a una temperatura ambiente (20-
40°C), podrian considerarse como un método de oxidaciéon ecolégico para las

moléculas xenobidticas (Morozova et al., 2007a).

Mecanismo Catalitico de las lacasas

La lacasa cataliza la reducciéon de Oz a H20 utilizando compuestos fendlicos como
donantes de hidrogeno (Palmer et al, 2001; Augustine et al., 2008; Wong, 2009;
Kjaergaard et al,, 2012; Majumdar et al., 2014). Para la actividad catalitica, la unidad
de proteina activa son cuatro atomos de Cu distribuidos en tres sitios de union
diferentes (Figura 6). El Cu Tipo 1 en su estado de reposo oxidado transfiere el
electron que gana al oxidar al sustrato fenélico, hacia el Cu Tipo 2y Tipo 3, para luego
reducir el oxigeno molecular en agua. Los productos iniciales de oxidacién son
bastante inestables, pudiendo sufrir reacciones espontdneas de hidratacién y
desprotonacidn, dando lugar a compuestos insolubles de tipo melanina o produciendo
radicales que pueden reaccionar entre si originando dimeros, oligdmeros o polimeros

unidos covalentemente mediante enlaces C-C, C-O y C-N (Claus, 2004).
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Figura 6: Ilustracion del sitio activo de la lacasa mostrando la orientacion relativa de
los atomos de cobre (Enguita et al. 2003)

APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LOS HONGOS DE PUDRICION BLANCA Y

SUS ENZIMAS

La baja especificidad de los mecanismos que usan los hongos de podredumbre blanca

para transformar y mineralizar el polimero de lignina y otros compuestos aromaticos

sustenta la base de la aplicabilidad biotecnolégica de este tipo de hongos y de las

enzimas del sistema ligninolitico.
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Biorremediacion

Los basidiomicetes de la pudricién blanca de la madera son organismos promisorios
para ser aplicados en procesos de biorremediacién, ya que producen exoenzimas
oxidativas que pueden degradar compuestos xenobiéticos (Pozdnyakova et al, 2004).
Pertenecen a este grupo de enzimas las peroxidasas ligninoliticas con alto potencial
redox (lignino peroxidasa, manganeso peroxidasa y peroxidasa versatil) y las oxidasas
como la lacasa (Martinez et al, 2005). La capacidad degradativa de estos hongos ha
sido ampliamente estudiada, tanto actuando sobre hidrocarburos aromaticos, algunos
altamente tdéxicos o cancerigenos y de prolongada persistencia en el medio ambiente,
tales como nitrobenceno o antraceno, bifenilos policlorados (PCBs) e hidrocarburos
aromaticos policiclicos (APHs) (Mori y Kondo, 2002; Levin et al.,, 2003; Rao et al,,
2014; Kies, 2015), colorantes industriales como verde de malaquita (Papinutti y
Forchiassin, 2004), y en la reduccion de contaminantes derivados de la industria del
papel (Ali y Sreekrishnan, 2001; Raghukumar, 2004). Los hongos causantes de
pudricién blanca de la madera presentan una serie de ventajas no asociadas a otros
sistemas de biorremediacion:

a- Secretan extracelularmente sus enzimas ligninoliticas, no siendo necesario el
contacto entre la hifa y el compuesto contaminante.

b- Actdan sobre un amplio rango de xenobioticos.

c- Pueden tolerar ambientes que contengan metales tdxicos y adsorberlos
contribuyendo a la detoxificacidon (Baldrian y Gabriel, 2003).

La presencia de compuestos fenolicos en el agua potable y de riego representa un
riesgo significativo para la salud y/o el medio ambiente. Strong y Burges (2008)
encontraron que el cultivo del hongo Trametes pubescens, productor de lacasa, logré
reducir los niveles de fenoles totales y el color de diferentes aguas residuales de
destileria. Jaouani et al. (2005) encontraron que el tratamiento del alpechin con lacasa
de Pycnoporus coccineus mostroé resultados similares a los reportados con el hongo, lo
que indica que la lacasa desempefia un importante papel en el proceso de
degradacién. Loto (2017) informé acerca de la capacidad de varias cepas de hongos

de pudricién blanca de la madera para degradar el alpechin.

11
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Quaratino et al. (2007) informaron que los fenoles fueron los principales
determinantes para fitotoxicidad del alpechin y mostraron que el uso de una
preparacion de lacasa comercial (DenibLite, Novo Nordisk, Dinamarca) podria ser
muy prometedor para un seguro uso agrondémico de las aguas residuales.

La degradacion de pesticidas utilizados en agricultura mediante enzimas ligninoliticas,
ha sido estudiado con el fin de mitigar sus efectos adversos, entre los cuales se destaca
la marcada disminucién en la diversidad de peces, aves, reptiles y mamiferos de la
comunidad lindante (Gibbons et al., 2015; Wolfand et al., 2016).

La utilizaciéon de hongos en la degradacion derivados de la industria farmacéutica
como ibuprofeno, es un tema adin poco conocido, pero de interés puntual en zonas
donde estos contaminantes se encuentran acumulados en suelos o rios (Anasonye et
al., 2015; Caracciolo et al., 2015).

La eliminacién de colorantes industriales utilizando hongos ligninoliticos, resulta de
gran interés y ha sido objeto de numerosas investigaciones (Levin et al., 2005;
Mechichi et al., 2006; Grassi et al., 2011; Zucca et al., 2014; Deveci et al,, 2016). Las
enzimas ligninoliticas son capaces de decolorar y en muchos casos degradar el

contaminante generando compuestos menos toxicos (Levin et al., 2012).

Propiedades funcionales para fines medicinales

Trametes versicolor destaca su contenido en dos polisacaridos: la cresina y el
trametano que parecen ser los que le confieren sus propiedades medicinales. Un
suplemento dietético patentado preparado a partir de extractos de Trametes
versicolor fue evaluado para reducir el crecimiento de células promotoras del cancer
de prostata (Hsieh y Wu, 2001; Grube et al,, 2001).

Actualmente, se cultivan comercialmente mas de 15 especies de hongos comestibles, a
través de procesos biotecnolégicos altamente eficientes. El cultivo en medios liquidos
del micelio, como parte de esta tecnologia ha permitido una reduccion del tiempo y
aumento en la produccion de sus metabolitos, lo que ha impulsado atin mas el estudio
de estos compuestos (Suarez-Arango y Nieto, 2013).

En Japdn, los oncologos creen que la inmunoterapia micolégica ayuda al sistema

inmunolégico del propio paciente a destruir las células cancerigenas (Llauradé et al,
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2011). Estudios efectuados en la Universidad de Hong Kongy en el Instituto Xijing de
Xi’an, China, postularon que distintos extractos del Coriolus Versicolor fueron capaces
de inhibir la proliferacion de hepatomas celulares humanos en un 50 % (Cai et al.,
2010). Los efectos inmunomoduladores de extractos acuosos obtenidos a partir del
micelio de Pleurotus spp. han sido demostrados en biomodelos de inmunodeficiencias
secundarias (Morris et al., 2007).

Maitake (Grifola frondosa), es un hongo japonés estrechamente relacionado con el
hongo Polyporus utilizado en la medicina tradicional china. Gracias a su contenido en
beta-glucanos, tiene la habilidad de desintoxicar carcindgenos del cuerpo de forma

natural (Kodama et al., 2004).

Industria papelera

El principal problema de la fabricacion de papel es la eliminacién de la lignina de la
madera, mas conocido como proceso Kraft, en el cual se utilizan grandes cantidades
de sustancias quimicas cloradas (Polaina y MacCabe, 2007). Los efluentes por lo tanto
son toéxicos y altamente coloreados. Se ha comprobado que el tratamiento de estos
efluentes con hongos ligninoliticos tales como T. versicolor y P. chrysosporium, no sélo
produce la decoloraciéon (hasta el 80%) sino también la detoxificacion de los
clorofenoles (Nilsson et al., 2006; Blanquez et al., 2008; Da Re et al, 2010; Kaur et al,,
2016).

En el pulpado mecanico se ha demostrado que el uso de enzimas provenientes de
algunos hongos de pudricion blanca eliminan parte de la lignina, reduciendo el
consumo de energia hasta un 30-50% como asi también el uso de compuestos
clorados, con considerables mejoras en las propiedades de resistencia de la pulpa
(Valls et al., 2009; Giles y Dixon, 2014).

Sin embargo, el método enzimatico mas promisorio en bioblanqueo lo constituye el
sistema lacasa-mediador, junto a la utilizacion de crudos enzimaticos (Silva, 2006).

La inclusion de lacasa antes del blanqueo quimico podria reducir el uso de productos
quimicos a base de cloro en las industrias de papel (Singh et al.,, 2010; Virk et al,

2012).
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Un menor uso de productos quimicos de blanqueo significa una menor necesidad de
agua fresca para lavar los productos quimicos de la pulpa blanqueada. La bisqueda de
nuevos sistemas lacasa-mediador ha centrado su atencién en que sea rentable,
tolerante a pH alcalinos y de alta estabilidad térmica debido a que varias etapas de la
fabricaciéon de papel pasan por condiciones de altas temperaturas en condiciones

alcalinas (Singh et al., 2015).

Bioetanol

La conversion de biomasa vegetal en azucares fermentables, mediante
microorganismos para la produccién de etanol, es una alternativa prometedora para
satisfacer la demanda mundial de biocombustibles. Esta biomasa representa la fuente
mas abundante de materia organica en la tierra, es biodegradable y renovable
(Gongalves et al, 2011). Los biocombustibles producidos a partir de sustratos
lignoceluldsicos, que incluyen residuos agricolas y cultivos no alimenticios, se
denominan de segunda generacion. Las enzimas lignoceluloliticas liberan los aztcares
que son fermentados posteriormente por levaduras a etanol (Hori y Cullen, 2016).
Existen diversos procesos (fisicos, quimicos y/o biolégicos) para el pre tratamiento de
materiales lignoceluldsicos. El pre-tratamiento de hidroélisis convencional es rapido,
sin embargo incluye la utilizacion de acidos diluidos a altas temperaturas, y genera
inhibidores téxicos de la sacarificaciéon y/o fermentacion, como por ejemplo: acido
acético proveniente de las hemicelulosas, furfurales a partir de xilosa,
hidroximetilfurfural de las hexosas y fenoles provenientes de la lignina. Estos
compuestos tdxicos tienen un efecto negativo en el metabolismo de las levaduras
encargadas del proceso de fermentacion, y consecuentemente en la produccion de
bioetanol.

El pre-tratamiento biolégico de lignocelulosas con hongos causantes de pudricion
blanca aplica para disminuir el contenido de lignina y es un paso crucial en la
conversiéon de biomasa lignoceluldsica en azicares fermentables y combustibles; esto
se utiliza hace décadas para el alimento de rumiantes (Millati et al., 2011; Salvachuda et

al, 2013).
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El pre-tratamiento biolégico con microorganismos ofrece numerosas ventajas
respecto de los tratamientos fisico-quimicos: bajas inversiones de capital y bajo

requerimiento de energia y de productos quimicos (Wan y Li, 2012).

Industria Textil

Una de las aplicaciones con mayor proyeccién a escala industrial de las enzimas
ligninoliticas es su empleo en el blanqueo de fibras de algoddn y colorantes textiles
como el indigo en prendas vaqueras (Riva, 2006), existiendo preparaciones
comerciales de lacasa y mediador como DeniLite® (Novozymes, Dinamarca).

Las lacasas han reemplazado el blanqueo con per6xido para mejorar la blancura del
algoddn. Los productos con lacasa son comercializados en todo el mundo y solicitados

para blanqueo denim (Rodriguez-Couto et al., 2012; Iracheta-Cardenas et al., 2016;).

Nanobiotecnologia

Se han desarrollado biosensores basados en lacasas para el analisis de diferentes
compuestos fenolicos (Freire et al., 2001), oxigeno, azidas, narcéticos (Bauer et al.,
1999), pesticidas (Zherdev et al., 1999) o para electroinmunoensayos (Kuznetsov et
al.,, 2001).

Di Fusco et al. (2010) informaron el desarrollo de un biosensor amperomeétrico
basado en lacasas de Trametes versicolor y Trametes hirsuta para la determinacion del
indice de polifenoles en vinos.

Ibarra-Escutia et al. (2010) han desarrollado y optimizado un biosensor
amperométrico basado en lacasa de T. versicolor para monitorear el contenido de

compuestos fenodlicos en infusiones de té.

INDUSTRIA ALIMENTARIA

La lacasa se ha investigado para el procesamiento de bebidas (vinos, jugos de frutas y
cerveza), en panaderia, en la gelificacion de pectina, para mejorar los atributos

sensoriales de algunos alimentos y como biosensor, entre otros (Witayakran y
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Ragauskas, 2009; Majeau et al, 2010; Kudanga et al, 2011; Bezerra et al, 2015; Lettera
et al, 2016). Ademas, se ha demostrado que las enzimas reductoras de oxigeno, como
la glucosa oxidasa y la lacasa, tienen el potencial de catalizar la eliminacién de oxigeno
en envases activos de alimentos (Nestorsson et al., 2008; Johansson et al., 2011;

Chatterjee et al., 2011).

Estabilizacion del vino

La estabilizaciéon del vino es una de las principales aplicaciones de lacasa en la
industria alimentaria como alternativa a adsorbentes fisico-quimicos. Mediante la
eliminacién de ciertos fenoles, se reduce la interaccién de estos con proteinas,
causante de la formaciéon de sedimentos en los vinos (Minussi et al 2002).

Las propiedades organolépticas del vino pueden mantenerse eliminando los
compuestos fenolicos no deseados. Estos estdn presentes en alta concentracion y
afectan sabor, color y sensaciones gustativas del vino. La lacasa se ha propuesto como
alternativa para reducir estos compuestos (Tanri et Eks, 2005; Main y Morris, 2007;
Osma et al., 2010; Ducasse et al,, 2011).

Ademas, el tratamiento de tapones de corcho para botellas de vino, comercializado
por Novozymes, utiliza lacasa producida por el hongo Myceliophthora thermophila. La
enzima reduce oxidativamente el caracteristico olor a corcho y/o astringencia, que es

frecuentemente impartido al vino envejecido (Javed et al, 2017).

Estabilizacion de Cerveza

La vida util de la cerveza depende de diferentes factores tales como la formaciéon de
turbidez, el contenido de oxigeno y la temperatura. El primero es producido por
pequefias cantidades de proantocianidinas de origen natural, polifenoles que generan
precipitacion de proteinas y, por lo tanto, la formacion de neblina (Ray y Rosell, 2017).
Este tipo de complejo aparece durante los procesos de enfriamiento pero puede
volver a presentarse a temperatura ambiente o superior (Minussi et al, 2002). A su
vez, productos que son libres de turbidez en el momento del embalaje pueden

desarrollar este complejo durante el almacenamiento a largo plazo. Asi, la formacién
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de sedimentos ha sido un problema persistente en la industria cervecera
(McMurrough et al, 1999).

La compafiia Novozymes desarroll6 una preparacion comercial basada en la lacasa de
Myceliophthora thermophila "Flavourstar"”, para prevenir la formacién de compuestos
de mal sabor (por ejemplo, trans-2-nonenal) mediante el barrido del oxigeno, que de
otro modo reaccionaria con acidos grasos, aminodacidos, proteinas y alcohol para

formar precursores de sabor desagradable (Mate y Alcalde, 2016).

Horneado

Las lacasas son actualmente de interés en la coccién debido a su capacidad para
reticular biopolimeros. Renzetti et al. (2010) demostraron que una lacasa comercial
mejord significativamente el rendimiento de la harina de avena en panificacién y la
calidad de textura de pan de avena mediante el aumento de volumen especifico y la
reduccidn de la dureza de la miga. Las actuaciones de panificacién mejoradas podrian
estar relacionadas con el aumento de la suavidad y elasticidad de las masas de avena

con la suplementacion de lacasa (Labat et al., 2000; Renzetti et al., 2010).

Mejora de los parametros sensoriales de alimentos

Takemori et al (1992) utilizaron un extracto crudo de lacasa de Coriolus versicolor
para mejorar el sabor de la semilla de cacao y sus productos. El amargor y otros
sabores desagradables fueron retirados por el tratamiento con lacasa, y el chocolate
fabricado a partir de la masa de cacao sabia mejor que el control.

Bouwens et al (1997; 1999) informaron que el color de los productos a base de té
mejoraron cuando se trataron con lacasa de Pleurotus sp. De la misma manera,
aceitunas picadas en una mezcla de agua y aceite oliva se trataron con lacasa de
Trametes villosa, en este caso, el amargor fue considerablemente reducido mientras
que el color se volvié mas oscuro en comparacién con el control (Novo Nordisk A/S,

1995).
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HIPOTESIS GENERALES

- Las cepas de Coriolus versicolor f. antarcticus BAFC 266, Trametes villosa BAFC
2755, Trametes trogii BAFC 463 y Trametes versicolor BACF 2234 producen enzimas

lacasas.

- Los extractos enzimaticos con lacasa de las cepas evaluadas son capaces de

degradar colorantes industriales de distinta naturaleza quimica.

- Las enzimas lacasas contenidas en los extractos de las cepas seleccionadas

permiten mejorar la estabilidad oxidativa de los aceites vegetales.

- Las enzimas lacasas contenidas en los extractos de las cepas seleccionadas

contribuyen al proceso de clarificacion de jugos de fruta natural.

18



INTRODUCCION Gisela K. Guerberoff

OBJETIVOS GENERALES

1- Valorar la capacidad de produccién de lacasa por diferentes cepas de hongos de
pudricién blanca y analizar el efecto de estas enzimas para degradar colorantes de

distinta naturaleza quimica.

2- Evaluar el efecto de un extracto de lacasa de Trametes versicolor sobre la

estabilidad oxidativa de aceites vegetales

3- Estudiar el efecto de un extracto de lacasa de Trametes villosa en el proceso de

clarificacion de jugos de fruta.
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CAPITULO 1

“Produccion de lacasa por especies del genero
Trametes y Coriolus ver. f. antarcticus y analisis
del efecto de la enzima sobre la degradacion de

colorantes de diferente naturaleza quimica”
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INTRODUCCION

La produccion de lacasa depende de una serie de factores, que incluyen la cepa del
microorganismo y la manipulacién del mismo, la composicién del medio de cultivo
(compuestos que proporcionan una fuente de nitrégeno y carbono o que actiian como
inductores), el método de cultivo (sustrato soélido o sumergido/liquido), y las
condiciones de cultivo (disponibilidad de oxigeno, oscuridad, pH, temperatura) (Wong
2009).

Los cultivos de hongos producen aumento de la biomasa y de la concentraciéon
enzimatica en el medio cuando se adecua la provisiéon de nutrientes ofreciendo el
suficiente aporte de carbono y el inductor adecuado, por ejemplo CuSO4 (Saparrat,
2004).

Muchas enzimas importantes de produccién industrial, incluida la lacasa, son
obtenidas utilizando fermentacion. De manera general, este proceso se puede definir
como una operacion unitaria que consiste en la transformacion biolégica de materias
primas a productos a través de microorganismos. La fermentacion sumergida es uno
de los procesos mas utilizados en la obtencidn de enzimas extracelulares debido a que
es sencillo, pueden controlarse muchas variables y el producto final es facil de
recuperar. En ella los microorganismos se desarrollan flotando en el medio de cultivo
y en el caso de los hongos miceliales, estos forman pequefias esferas de micelio
denominadas «pellets». El desarrollo del microorganismo se presenta de una forma
tipica, dando origen a una fase de latencia, una de crecimiento (fase logaritmica), una
fase estacionaria y, la ultima, la fase de muerte (Fazenda et al, 2008)

Existen evidencias que indican la incidencia de la luz sobre la actividad ligninolitica.
En Pygnoporus sanguineus, se observo una disminucion de la actividad lacasa por
exposicion a la luz, particularmente esta actividad disminuy¢ el 85,2% al exponerse el
cultivo a la longitud de onda correspondiente al verde (Hernandez et al, 2016). Esto
podria explicarse como un mecanismo ecolégico de reconocimiento ambiental, dado
que el micelio se desarrolla dentro de sustratos lignoceluldsicos (ejemplo madera en

descomposiciéon) en condiciones de oscuridad, la presencia de luz le indicaria al
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organismo que se encuentra en el exterior, sin lignina, y por lo tanto la sintesis de
enzimas ligninoliticas no seria necesaria (Hernandez et al., 2016)

Se ha demostrado ademas que la produccién de la enzima lacasa puede ser inducida
por numerosos y diferentes compuestos, como colorantes industriales (Levin et al.,
2005; Revankar y Lele, 2006; Minussi et al., 2007a; Quaratino et al., 2008; Elisashvili
et al,, 2010), acido ferulico (Chen et al., 2003), 2,6-dimetoxifenol (Myasoedova et al,,
2008), pirogalol (Elisashvili et al., 2010), determinados aminoacidos y vitaminas
(Dhawan y Kuhad, 2002), compuestos aromaticos (principalmente vainillina), metales
como cobre, manganeso y plata (De la Rubia et al, 2002; Galhaup et al, 2002;
Baldrian, 2006; Zhuo et al,, 2011; Grassi et al., 2011; Kuhar y Papinutti, 2014; Yan et
al., 2014), etanol (Lomascolo et al., 2003), compuestos fenoélicos (Levin et al., 2005; Lo
et al.,, 2001), shock térmico o stress oxidativo (Janusz et al., 2013). De todos ellos, el
cobre ha sido el inductor mas potente para la mayoria de los hongos causantes de
pudricién blanca.

El Cu*2, necesario para la biosintesis de lacasa, la cual contiene cobre en su estructura
(Kumar et al.,, 2011), incrementé la producciéon de lacasa en hongos de pudriciéon
blanca tales como Trametes trogii (Levin et al., 2002), Trametes pubescens (Galhaup et
al., 2002), Lentinus tigrinus (Shutova et al., 2008) y otras especies del género Lentinus,
grupo hermano de Polyporellus (Khammuang et al., 2013).

La investigacion acerca de las variables que afectan diversos aspectos de la fisiologia
fungica tales como el crecimiento y la produccion enzimatica lignocelulolitica, en
especies de hongos degradadores de madera, constituye un aporte tendiente a
incrementar la producciéon de dichas enzimas, para su aplicacion en diferentes

procesos biotecnoldgicos (Flores et al., 2009).

Antecedentes en decoloracion de colorantes industriales

Alrededor del 10-15% de los colorantes que se utilizan en la industria de los plasticos,
papelera, alimenticia y textil, se derraman en los efluentes. Suelen ser de origen

sintético y poseen complejas estructuras moleculares aromaticas, que los
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hacen mas estables y muy resistentes al ataque microbiano. El color es uno de los
factores mas importantes en el andlisis de contaminantes, por muchas razones:

1) es visible incluso en cantidades pequenas de colorante (= 0,005 mg/L)

2) el color puede interferir en la trasmision de luz solar dentro de corrientes naturales
3) muchos de los colorantes y sus productos intermediarios como aminas aromaticas
son téxicos para la vida acudtica, carcinogénicos y mutagénicos en los humanos
(Figueroa, et al.,, 2009).

Las principales aplicaciones de colorantes se encuentran en el sector textil. La
presencia de concentraciones muy bajas de colorantes en el efluente es altamente
visible e indeseable (Nigam et al., 2000). Kirby (1999) ha demostrado que
Phanerochaete chrysosporium tiene la capacidad de decolorar el efluente textil hasta
un 99% en 7 dias. Los colorantes azoicos, son la clase mas grande de colorantes
producidos comercialmente y no se degradan facilmente por los microorganismos,
pero puede ser degradado por Phanerochaete chrysosporium (Paszczynski y Crawford,
1995).

Los hongos de la pudricién blanca, como Trametes versicolor, son capaces de degradar
los colorantes utilizando las mismas enzimas empleadas para la degradacion de la
lignina, como la peroxidasa de lignina (LiP), peroxidasa dependiente de manganeso
(MnP) y la lacasa (Thurston, 1994; Schliephake y Lonergan, 1996; Robinson et al,
2001).

Trametes hirsuta y una lacasa purificada de este organismo pudieron degradar los
colorantes indigoides, azoicos y antraquinoénicos. Las velocidades iniciales de
decoloracion dependieron de los sustituyentes en los anillos fendlicos de los
colorantes (Abadulla et al., 2000).

La similitud existente entre la estructura quimica de los monémeros de la lignina y de
algunos colorantes industriales hace posible la aplicacién de las enzimas
extracelulares de los hongos de la pudricién blanca de la madera en la degradacién de
dichos colorantes (Robinson et al, 2001; Jarosz-Wilkolazka et al, 2002; Yang et al,
2003).
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Obtener extractos enzimaticos con actividad lacasa, utilizando diferentes cepas
de hongos de pudricién blanca de la madera crecidos en distintos medios
liquidos.

— Evaluar el porcentaje de decoloracidon de colorantes quimicos utilizando los

extractos de lacasa obtenidos.
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MATERIALES Y METODOS

1.1. Organismos seleccionados:

Los hongos de pudricion blanca fueron aportados y caracterizados por el Dr. Emanuel
M. Grassi, director del Instituto Misionero de Biodiversidad (IMiBio), Puerto Iguaz,
Misiones. Estos hongos fueron obtenidos en distintas campafas de recoleccion y
aislamiento (12/2011; 06/2012; 08/2013) en la Provincia de Misiones. Los hongos
del género Trametes de interés fueron aislados a partir de secciones del cuerpo
fructifero (pie), los cuales fueron inoculados en tubos éppendorf o placas de petri con
medio de cultivo para aislamiento, extracto de malta y agar, suplementado con
cloranfenicol (200 mg/mL) para inhibir el crecimiento de bacterias, y benomil (1%
v/v) para inhibir el crecimiento de otros hongos. Luego los aislamientos fueron
incubados a 28°C, observados y repicados durante un mes para obtener cultivos
puros. El material colectado fue depositado en la coleccién de hongos de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad Nacional de Buenos Aires (BAFC).
Los aislamientos puros son considerados cepas segtn la definicion del diccionario de
los hongos, que indica que una cepa es un grupo de individuos o células clonadas (Kirk
etal.,, 2008).

Las cepas fueron: Coriolus versicolor f. antarcticus BAFC 266, Trametes villosa BAFC

2755, Trametes trogii BAFC 463 y Trametes versicolor BACF 2234.

1.2. Cultivos de mantenimiento:

Placas de Petri fueron inoculadas en el centro, utilizando un inéculo de
aproximadamente 0,5 cm? retirado del borde de una colonia de un cultivo puro. Se
realizaron tres réplicas de cada cepa y como control negativo de contaminaciéon se
utilizaron placas con medio de cultivo sin inocular. Las placas se cubrieron de micelio

en 8 dias promedio.

1.3. Medios de cultivo liquido para la expresion de lacasa:

Los medios de cultivo se seleccionaron buscando variedad en sus componentes, en
relacidn a la fuente de nitrégeno y compuestos promotores de la produccion de lacasa,
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con estructura similar a la lignina. La fuente carbonada fue glucosa en todos los casos.
La composicion y las condiciones de cultivo se seleccionaron mediante una revision
critica de estudios previos que consideraron multiples factores para lograr una
produccion eficiente de lacasas fungicas (Galhaup et al., 2002; Papinutti et al., 2003;
Levin et al.,, 2004; Sathishkumar et al., 2010; Piscitelli et al., 2011; Grassi et al, 2011;
Chan Cupul et al., 2014).

Se evaluaron dos medios sintéticos (con medio basal) y tres medios naturales. Dos de
los medios naturales ensayados fueron elaborados para éste estudio, ellos son el
medio YPG y el medio GAP. La composicidn de los cinco medios analizados se detalla
en la Tabla 1.

Todos los medios se suplementaron con sulfato de cobre 0.4 mg L1 para inducir la
expresion de la enzima. El cobre es un reconocido inductor de la actividad lacasa que
forma parte del sitio activo de la enzima (Kuhar y Papinutti, 2014; Ling et al, 2015). En

todos los casos el medio se esterilizé en autoclave a 121°C por 20 min.
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Tabla 1. Medios de cultivo liquido utilizados para la expresion de lacasa.

Medios Naturales

Medios Sintéticos

GALHAUP (autor del medio)
Glucosa40 g
Extracto de levadura 5 g
Peptona de carne 5 g
S0+Mg.7H201¢g
Agua destilada hasta 1000 mL
(Galhalup, 2002)

+ CuS04 0.4 mg L1

YPG (yeast extract, peptone, glucose)
Extracto de Levadura 10 g

Peptona de caseina 20 g

Glucosa 20 g

Agua destilada, hasta 1000 mL

+ CuSO4 0.4 mgL1

GA (Glucosa/Asparagina)
Glucosa10 g
Asparagina 4 g
Medio Basal:
MgS04.7H20: 0,5 g
HK2PO4: 06g
H2KPO4: 05g
Agua destilada hasta 1000 mL
Solucién de micronutrientes A*: 2 mL
Solucién de micronutrientes B*: 2 mL
Tiamina**: 100 mL
Biotina**: 50 mL

* Micronutrientes:

Soluciones madre en 1L:

A: CuS04.5H20 200 mg
MnCI2.4H20 45 mg
H3BO3 35mg
NaMo04.2H20 10 mg
ZnCI2.H20 1.75g

B: FeCl3 500 mg

** Vitaminas:

Soluciones madre en 1L:

Hidrocloruro de tiamina:1 mg/mL
Biotina: 100 ug/mL

(Galvagno, 1976)
+ CuSO4+ 0.4 mg L1

GAP (Glucosa, Aserrin, Peptona)
Glucosa 15g

peptona de carne 5g

Aserrin de pino 5g

Salvado de trigo 5g

Agua destilada hasta 1000 mL

+ CuSO4+ 0.4 mgL1

CZAPEK (autor del medio)

NaNO3 2 g

HK2PO4+ 1g

KCl0,5¢g

MgS04.7H20 0,5g

FeS04.7H20 0,01 g

Sacarosa30g

Agua destilada hasta 1000 mL

(The Merck Index. 12° Edition. 1996).
+ CuSO4+ 0.4 mgL1
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1.4. Obtencion de los extractos enzimaticos

La inoculacion se realiz6é en camara de flujo laminar. El pH inicial del medio en todos
los tratamientos fue de aprox. 6,35 £0,4. Se incub6 en frascos Erlenmeyers de 250 mL
con 25 mL de medio en condiciones estaticas y de oscuridad, a 28°C en estufa, por 21
dias.

El micelio fue separado por filtracién a presion reducida, a través de un papel de filtro
Whatman utilizando un embudo Biichner. Los sobrenadantes de cultivo se reservaron

hasta ser concentrados y ultrafiltrados.

1.5. Determinacion de la actividad lacasa:

Fue determinada usando 2,6-DMP (Dimetoxifenol) 5 mM (77.1 mg/ 100 mL buffer
acetato, pH 3.6) como sustrato. La reaccion se llevo a cabo en tubos con 2,5 mL de
sustrato, incubados en bafio maria a 30°C por 10 min. Luego se adicioné una alicuota
(10 a 50 pL) del sobrenadante de cultivo y se incub6 unos pocos segundos hasta la
aparicion del color anaranjado (cerulignona). Inmediatamente se coloca en el
espectrofotometro, midiendo la absorbancia a 469 nm. (Paszczynski y Crawford,
1991). Una unidad enzimatica (UE) se definié como la cantidad de enzima requerida

para oxidar 1 pmoL de sustrato en 1 min.

1.6. Concentracion de los extractos enzimaticos:

Las proteinas presentes en el liquido de cultivo se concentraron mediante dialisis
frente a sacarosa utilizando tubos de dialisis de celulosa de 25 mm x 16 mm, de Sigma-
Aldrich (Walker, 2009).

El producto obtenido se filtr6 mediante un filtro de jeringa con poro de 0,45 pm y area
efectiva de filtracion de 25 mm, de difluoruro de polivinilideno (PVDF) de Biopure.
Estos extractos concentrados se tomaron como fuente de lacasa y se conservaron en
freezer a -18°C hasta su utilizaciéon, permaneciendo las enzimas estables durante

meses.
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Figura 7: Estructura quimica de colorantes industriales (Grassi et al, 2011).

1.7. Colorantes seleccionados:

Se seleccionaron colorantes de distinta naturaleza quimica para ampliar los
conocimientos acerca de la afinidad enzima-sustrato por parte de las lacasas en
estudio. En la figura 7 se muestran las estructuras quimicas de los colorantes.

La concetracion de cada colorante fue la adecuada para permitir su lectura en el
espectro visible, segin la bibliografica, y se detallan en la tabla 2. La soluciéon madre
de cada colorante se preparo en buffer acetato de sodio a pH 4.6, para beneficiar la
accion enzimatica. Por otro lado, la longitud de onda para medir a cada colorante se
corroboré determinando las curvas de absorbancia espectral y los maximos obtenidos
se registraron también en la tabla 2.

Las figuras 8, 9, 10, 11 y 12 muestran los espectros de absorbancia vs tiempo de los
cinco colorantes frente al extracto del hongo Trametes versicolor, a modo de ejemplo.

Con los extractos enzimaticos de los demas hongos se obtuvieron figuras similares.
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Tabla 2. Colorantes de distinta naturaleza quimica seleccionados para el ensayo de
decoloracion con las enzimas lacasas.

Colorante Abrev. Nat. quimica Concentracién | Abs Max.
Remazol Brillant Blue R | RBBR antraquinonico 1, 50 mg/L 609 nm
Verde de Malaquita VM trifenilmetanoico ], 6 mg/L 618 nm
Indigo Carmin IC indigoico 23 mg/L 608 nm
Anaranjado de Metilo AM azoico 10 mg/L 455 nm
Azure B AzB heterociclico 4 mg/L 650 nm
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Figura 8: Espectro de absorbancia del colorante Remazol Brillant Blue R, durante la
decoloracion causada por la enzima lacasa (0,5 U/ml) proveniente del hongo Trametes
versicolor, medido durante 25 min, correspondiente con la desaparicion del color. El
maximo de absorcidn re registr6 a los 609 nm.
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Figura 9: Espectro de absorbancia del colorante Verde de Malaquita, durante la
decoloracién causada por la enzima lacasa (0,5 U/ml) proveniente del hongo Trametes
versicolor, medido durante 48 h correspondiente con la desaparicion del color. El
maximo de absorcién se registré a los 618 nm.
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Figura 10: Espectro de absorbancia del colorante Indigo Carmin, durante la
decoloracion causada por la enzima lacasa (0,5 U/ml) proveniente del hongo Trametes
versicolor, medido durante 48 h correspondiente con la desaparicion del color. El
maximo de absorcidn se registrd a los 608 nm.
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Figura 11: Espectro de absorbancia del colorante Anaranjado de Metilo, durante la
decoloracion causada por la enzima lacasa (0,5 U/ml) proveniente del hongo Trametes
versicolor, medido durante 48 h. El maximo de absorcidn se registré en la longitud de

onda de 455 nm.

bR c] o o
©
‘S
c
£  ome
5 |:||]1-:-|.1:
2 =] 1hora
< I Iﬂﬂh-\.-u:

] 4&horas
i _'_ - _-__--'I—
i1 0 o
L] B Bl i T i

Figura 12: Espectro de absorbancia del colorante Remazol Brillant Blue R, durante la
decoloracién causada por la enzima lacasa (0,5 U/ml) proveniente del hongo Trametes
versicolor, medido durante 48 h. El maximo de absorcion se registr6 a los 650 nm.
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1.8. Ensayo de decoloracion:

La mezcla de reaccién estuvo constituida por 3 mL de la solucién colorante/buffer y
extracto enzimatico suficiente para alcanzar 0,5 U de lacasa por mL de la solucién. Las
muestras se incubaron a 45°C en estufa, durante 48 horas, y se tomaron muestras a
distintos tiempos teniendo en cuenta los espectros de decoloracién de cada colorante.
La temperatura 6ptima suele ubicarse entre 40-60°C para la oxidacién de compuestos
fenolicos (Stoilova et al., 2010). Particularmente, en cepas del género Trametes las
temperaturas Optimas de accidn enzimatica oscilan entre 45 y 50°C (Hoegger et al,
2006; Stoilova et al., 2010; Gutiérrez Soto et al., 2011). Con relacion al pH, la mayoria
de las lacasas fungicas muestran un rango de actividad 6ptimo a pH acido, entre 3,0-
4,0; pero esto depende mucho del sustrato fendlico con el cual se valora la actividad.
Por ejemplo, el pH O6ptimo para la oxidacibn de ABTS (2,2'-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) es generalmente inferior a 4,0, en cambio,
compuestos fenolicos como el DMP, guayacol y siringaldazina presentan éptimos mas
altos de entre 4,0 y 7,0 (Shleev et al., 2004).

La decoloracion se siguio espectrofotométricamente midiendo la disminucion de la
absorcion del colorante en su longitud de onda visible maxima a distintos intervalos

de tiempo. Los resultados fueron expresados como porcentaje de decoloracion.

Abs tog—Abs ty
Abs t,;

Ecuacioén 1: % de decoloracion =

Donde: Abs to: Absorbancia a tiempo cero; Abs tn: Absorbancia de a tiempo n.

9-Velocidad de decoloracion:
Mediante el diferencial de absorbancia entre control y tratamiento y segun el tiempo
transcurrido (ecuacion 2), se calculd la velocidad inicial para una cinética de primero

orden (ecuacién 3).

Abs (control ty)—Abs (tratamiento ty)
TTL

Ecuacién 2:  Velocidad de decoloracién a=

Ecuacién 3:  Velocidad de decoloracion, = y =a.x + b
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RESULTADOS Y DISCUSION

1.1. Efecto de los diferentes medios y condiciones de cultivo en la produccion de

lacasa por las cepas seleccionadas.

La actividad lacasa (U/mL) de las cuatro cepas crecidas cada una en los cinco medios
de cultivo ensayados, se detallan en la Tabla 3.

Todas las cepas ensayadas en este trabajo mostraron los valores mas altos de
actividad lacasa cuando fueron cultivadas en los medios Galhaup y GA. Los medios
naturales GAP e YPG permitieron un buen crecimiento del hongo, sin embargo ellos
mostraron baja actividad lacasa. Otros autores informaron resultados similares
utilizando sustratos naturales lignoceluldsicos como aserrin de pino en el medio de
cultivo, con el objetivo de estimular la produccién de lacasa (Hatakka 1994; Papinutti
et al., 2003;). En el medio Czapek so6lo se desarrollé T. villosa pero con baja
productividad de enzima lacasa. Levin y Forchiassin (2001) encontraron que los
medios de cultivo conteniendo limitada cantidad de nitrégeno como el medio Czapec,
permitieron producir bajas concentraciones de lacasa comparado con el medio GA; en
cultivos del hongo Trametes trogii.

La técnica de dialisis con sacarosa permitio triplicar la concetracion de lacasa de los

extractos.

Tabla 3: Concentraciéon de lacasa expresada en U/mL, en los distintos extractos

enzimaticos luego de 21 dias de incubacién y posterior dialisis con sacarosa.

Medios de Cultivo
Extractos/ Uml. GA | GALHAUP | YPG GAP | CZAPEC
Trametes versicolor (UmL!) | 22+0,4 | 32+1,1 1+0,1 -- --
Trametes villosa ( UmL-1) 25+1,2 | 14+0,5 -- -- 0,5+0,1
Trametes trogii (UmL1) 9+0,9 05+0,1 (3+05 |0,3+0,2 | --
Coriolus antarcticus (UmL!) | 4,1+0,6 | 7+0,5 05+0,1(0,1+0,1 | --

*Los datos corresponden al promedio de tres repeticiones.

*..: sin actividad.
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1.2. Efecto de los extractos enzimaticos en la decoloracion de los colorantes

seleccionados.

Remazol Brillant Blue R (RBBR)

RBBR es un colorante de la familia de las antraquinonas, es uno de los mas utilizados
en las industrias textiles y también es téxico y recalcitrante (Palmieri, et al., 2005;
Sumandono et al,, 2015).

Mediante el registro de la absorbancia a 609 nm se observéd que el tratamiento con
lacasa de las cepas T. versicolor, T. villosa y Coriolus ver. antarcticus lograron decolorar
mas del 80% y hasta un 98% del colorante RBBR en solo 15 minutos (0,25h) (fig. 13-
A). El extracto de T. trogii no tuvo efecto en la decoloraciéon de RBBR. Debido a la
rapidez de la degradacion, las muestras se tomaron cada cinco minutos, durante 15
minutos (0,25 h).

Las velocidades de decoloracion durante el tiempo ensayado, fueron diferentes para
los tres extractos, y se representan en la figura 13-B. Ademas, se muestran las
diferencias cuantitavas de las velocidades iniciales, para cada hongo en la Tabla 4.
Resultados similares informaron Deveci et al (2004), quienes evaluaron la
decoloracion del RBBR utilizando un cultivo filtrado de Funalia trogii, atribuyendo la

decoloracion a la actividad de la enzima lacasa presente en el medio.
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Tabla 4: Velocidades iniciales de decoloracién, expresadas mediante la ecuacién de la

recta de los diferentes colorantes con las cuatro cepas de hongos ensayadas.

Trametes Trametes villosa Coriolus ver. | Trametes
versicolor antatcticus trogii
RBBR | -50,62x+ 13,44 -17,8x+ 6,70 -24,37x + 8,10
R2=0,90 R2=0,97 R2=0,94
VM -6,4x+ 0,01 -4,0x+ 0,03 -2,3x+0.11 -1,1x+ 0,05
R2=0,89 R2=0.97 R2= 0,88 R2=0,89
IC -8,2x+ 0,05 -2,7x+0,12 -3,3x+0,10 -0,01 x+ 0,55
R2=0,90 R2=0,90 R2=0,85 R2=0,97
AN -2,7x+0,12 0,01x+0,28 -1,2x+ 0,06
R2=(,86 R2=10,80 R2= 10,82
AzB | -4,4x+0,02 -2,8x0,12
R2=10,79 R2=10,79

Remazol Brillant blue (RBBR), Verde de malaquita (VM), Indigo carmin (IC),
Anaranjado de metilo (AM) y Azure B (AzBR), (---) sin efecto.

36




CAPITULO 1 Gisela K. Guerberoff

Remazol Brillant Blue R Remazol Brillant Blue R
100 159
90 14 4
1 © 13 Coriolus
o s
80+ ,_—Cﬁ 124 [ T Versicolor
_ 70 2 :[11 — - — TVillosa
WO S 7
g 60 § 94
S 50 s B
8 s
0 407 Coriolus & 6
‘6\ @«
11 A R T Versicolor 3z 31
. @ 4
204 — - — T\Vilosa h=]
o 34
E=!
101 g 3_
0-y T r r r ] oA
000 005 0710 015 020 025 000 005 010 015 020  0.25
Tiempo(h) Tiempo(h)

Figura 13: A-Porcentaje de decoloracion de RBBR en funciéon del tiempo con lacasa
proveniente de tres extractos enzimaticos (Coriuolus ver. antarticus, Trametes
versicolor y Trametes Villosa). B- Velocidades de decoloracién para cada tiempo, del
RBBR con lacasa de tres extractos enzimaticos (Coriuolus ver. antarticus, Trametes
versicolor y Trametes Villosa). Cada experiencia contiene 0,5 U/mL de lacasa. Los
datos representan la media de tres réplicas.

Verde de Malaquita (VM)

El VM, de estructura quimica trifenilmetanoica, se degrada de la misma forma que lo
hace la lignina, mediante enzimas ligninoliticas (Papinutti y Forchiassin, 2004).

En nuestro ensayo, el extracto enzimatico de Trametes versicolor logré decolorar 93%
en 24 horas (Fig. 14-A). Ling et al,, (2015) utilizando también 0,5 U/mL de lacasa de
la cepa Trametes sp. informaron un 70% de degradacion a las 24 horas de reaccion.
Coriolus ver. antarcticus y Trametes villosa pudieron decolorar el 80% del VM a las 48
horas del ensayo; Trametes trogii en cambio, degrad6 hasta un 50% en este tiempo.
(Fig. 14-A).

Las velocidades de decoloracidn en el tiempo de reaccién, se muestran en la figura 14-
B. La velocidad inicial mostré mayor pendiente utilizando el extracto de T. Versicolor
luego con menor velocidad le siguié T. Villosa. Las cepas de Coriolus ver. ant. y T. trogii

mostraron velocidades mucho menores (Tabla 4).
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En otros reportes de actividad decolorante sobre VM se necesitaron concentraciones
mayores de enzima. Con extractos crudos de Pleurotus ostreatus se requirieron 30

U/mL de lacasa para obtener degradacion (Hou et al, 2004).

Verde Malaquita Verde Malaquita
100 0187
904 w
80 £ o0124%
L] . .
g Coriolus
- 70 = . — —T.Trogii
2 k=] .
o 60 o 0,09 O R T.Versicolor
® o 5 :
_g 504 _g —-— TVillosa
s |\ S o —— " ]
a 401 Coriolus o 0,064
= S .. S
30 y / — —T.Trogii °
90 R PEREEE T Versicolor =
_ o 0,03{~._
— - — TVillosa % — D= T
101 = IR )
0 . . . . 0,00, : . .
0 12 24 36 48 0 12 24 36 48
Tiempo(h) Tiempo(h)

Figura 14 A- Porcentaje de decoloracién de VM en funcion de tiempo con lacasa de
cuatro extractos enzimaticos (Coriuolus antarticus, Trametes trogii, Trametes
versicolor'y Trametes Villosa). B- : Velocidades de decoloraciéon del VM en funcion del
tiempo con lacasa de cuatro extractos enzimaticos (Coriuolus antarticus, Trametes
trogii, Trametes versicolor y Trametes Villosa). Cada experiencia contiene 0,5 U/mL
de lacasa. Los datos representan la media de tres réplicas.

Indigo Carmin (IC)

Indigo carmin es un colorante aniénico de la familia de los indigoides. Trametes
versicolor logré degradar el 99% (Fig. 15-A), le siguié Coriolus ver. antarcticus y
Trametes trogii con 90% y luego Trametes villosa con 75 % de decoloracién en 48
horas (Fig. 15-A).

Las diferencias en las velocidades se muestran en la figura 15-B. La velocidad inicial
mostré una alta pendiente en T. versicolor, le siguié Coriolus ver. ant. y T. villosa.

Trametes trogii mostré velocidad mas constante (Tabla 4).
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Resultados similares se observaron en un estudio donde evaluaron la degradacion de
este colorante con lacasa proveniente de Trametes Hirsuta y Sclerotium
rolfsii (Campos et al, 2001; Camarero et al, 2005).

La decoloracién enzimatica de Indigo Carmin (50 mg/L) fue evaluada utilizando
lacasa inmovilizada proveniente de Trametes modesta, mostrando una degradacion

del 88% en las primeras 2 h (Kandelbauer et al, 2004).
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Figura 15: A- Porcentaje de decoloracion de IC en funcién de tiempo con lacasa de
cuatro extractos enzimaticos (Coriuolus antarticus, Trametes trogii, Trametes
versicolor y Trametes Villosa). B- Velocidades de decoloracion del IC en funcién del
tiempo con lacasa de cuatro extractos enzimaticos (Coriuolus antarticus, Trametes
trogii, Trametes versicolor y Trametes Villosa). Cada experiencia contiene 0,5 U/mL
de lacasa. Los datos representan la media de tres réplicas.

Anaranjado de Metilo (AM)

Los compuestos azo constituyen el grupo mdas grande y madas diverso de tintes
sintéticos y son ampliamente utilizados en varias industrias tales como textiles,
alimentos, cosméticos e impresion en papel. Generalmente son muy recalcitrantes
(Pandey, et al,, 2007).

AM fue decolorado parcialmente (entre 52 y 79%) por todos los sobrenadantes de
cultivo. La lacasa de Trametes versicolor produjo mayor decoloracion, la cual fue de
79%. Los extractos de Coriolus antarticus y Trametes villosa degradaron alrededor de
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un 65% del colorante azoico. Trametes trogii consiguié un 52% de decoloracion final
(Fig. 16-A).

En cuanto a la velocidad, los extractos Trametes versicolor y de Coriolus ver. ant.
mostraron una importante pendiente hasta las 24 h. (Fig. 16-B). La velocidad inicial
corroboro estas conclusiones (Tabla 4).

La lacasa de Trametes trogii present6 una velocidad de decoloracién baja y se estim6
que con mayor tiempo de reaccion lograria igualar las decoloraciones de las otras cepas
aqui analizadas. Otros trabajos encontraron también que los colorantes azoicos se
decoloran menos y mas lentamente por los hongos que los colorantes antraquinonicos

(Jarosz-Wilkolazka et al, 2002).
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Figura 16: A- Porcentaje de decoloracion de AM en funcién de tiempo con cuatro
extractos enzimaticos (Coriuolus antarcticus, Trametes trogii, Trametes versicolor y
Trametes Villosa). B- Velocidades de decoloracion del AM en funcién del tiempo con lacasa
de cuatro extractos enzimaticos (Coriuolus antarticus, Trametes trogii, Trametes versicolor y
Trametes Villosa). Cada experiencia contiene 0,5 U/mLde lacasa. Los datos representan la
media de tres réplicas.
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Azure B (AzB)

La decoloraciéon obtenida fue alrededor del 10% para todos los extractos, con
excepcién del Trametes trogii que no logré decoloracion (Fig. 17-A). Las velocidades
se ilustran en la Fig.17-B y los calculos de las velocidades iniciales se muestran en la
Tabla 4. Estudios previos, informaron que utilizando mediadores fenolicos de
estructura similar a la lignina, el AzB alcanzé una decoloracién casi completa (80 a

100%) (Camarero, et al., 2005).
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Figura 17: A- Porcentaje de decoloracidon de AzB en funcién de tiempo con cuatro
extractos enzimaticos (Coriuolus antarcticus, Trametes trogii, Trametes versicolor y
Trametes Villosa). B- Velocidades de decoloracion del AzB en funcion del tiempo
con lacasa de cuatro extractos enzimaticos (Coriuolus antarticus, Trametes trogii,
Trametes versicolor y Trametes Villosa). Cada experiencia contiene 0,5 U/mlL de
lacasa. Los datos representan la media de tres réplicas.
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Analisis comparativo

La Figura 18 muestra las decoloraciones finales logradas por las tres cepas mas
sobresalientes de las estudiadas, sobre cada colorante. Se observé que las diferencias
entre cepas, no son estadisticamente significativas, en cambio se hallaron diferencias
en el efecto sobre el colorante tratado. Se observé una degradacién mayor al 70% en

todos los colorantes, excepto Azure B que solo decoloro un 10%.
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Figura 18: Porcentajes de decoloracién final alcanzados por cada colorante (AzB,
AM, IC, VM y RBBR) con los diferentes extractos enzimaticos (Coriolus ver.
antarcticus BAFC 266, Trametes villosa BAFC 2755 y Trametes versicolor BACF 2234).
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p< 0,05) segun
Test de Fisher. Las barras representan la media mas el error estandar.
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CONCLUSIONES PARCIALES

El presente estudio demostré que los hongos de pudricién blanca, tales como T.
versicolor, T. villosa, T. trogii y C. ver. f. antarcticus, producen lacasa extracelular, en
concentraciones que varian segun la cepa y el medio de cultivo.

Los medios de cultivo GA y Galhalup obtuvieron los mayores titulos de lacasa para
todas las cepas, destacandose la cepa T. versicolor en el medio Galhaup con 32 U/mLy
T. villosa en el medio GA con 25 U/mL.

En relacion al proceso de concentrado de proteinas mediante didlisis con sacarosa, se
concluye que es una técnica adecuada para aumentar la concentracién de enzimas.
Mediante el ensayo de decoloracion, llevado a cabo durante 48 horas a 45 °C, se
observd que las enzimas lacasas pudieron degradar mas del 80% (y hasta 98%) a
todos los colorantes, excepto Azure B que decoloré solo un 10%. Las diferencias entre
cepas no fueron significativas sobre el mismo colorante, en cambio si hubo diferencias
entre los colorantes. Los colorantes de estructura antraquinénica (quinonas
triciclicas), indigoica (heterocilos) y trifenilmetanoica (tres anillos fenilos) mostraron
los porcentajes mas alto de degradaciéon (mayor al 90%), posiblemente por tener
mayor similitud con la estrucutra de la lignina. En cambio el colorante azoico (con un
grupo funcional azo) mostro valores mas bajos de degradacién (70%).

Los maximos observados fueron a las 48 horas para los colorantes Verde de
Malaquita, Indigo Carmin y Anaranjado de Metilo, y a los 15 min para el colorante
Remazol Blue R. La velocidad de la decoloracién demostré que la cepa de T. versicolor
decolora mas rapido que las demas, en todos los colorantes.

Las diferencias halladas en el efecto sobre cada colorante podrian deberse a la
afinidad enzima-sustrato, ya que hay variacién en sus estructuras.

A partir de este estudio se encontré que las cepas de Trametes villosa BAFC 2755 y
Trametes versicolor BACF 2234 producen mayores titulos de lacasa, en comparacion
con T. trogii BAFC 463 y Coriolus ver.f. antarcticus BAFC 266, en el mismo medio y

condiciones de cultivo.
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CAPITULO 2

“Evaluacion de la estabilidad oxidativa de
aceites vegetales tratados con lacasa de

Trametes versicolor”
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INTRODUCCION

Los desafios en la prevenciéon de la rancidez han aumentado en los dltimos afios
debido a la presencia de mas acidos grasos poliinsaturados en los productos
alimentarios. Muchos alimentos se preparan con aceites vegetales los cuales
contienen una gran cantidad de acidos grasos insaturados que reaccionan con el
oxigeno disuelto generando olores y sabores extrafios, disminuyendo la vida util,
alterando la textura y el color y disminuyendo el valor nutricional (Pignitter y Somoza,
2012). Estos productos degradados tienen efectos nocivos en la salud humana
(Simopoulos, 1999; Lee et al, 2008). Ademas, la demanda de los consumidores por los
alimentos naturales ha limitado el uso de métodos tradicionales para controlar la
oxidacion de los lipidos, como los antioxidantes sintéticos y la hidrogenacion.

El proceso de oxidacién de los lipidos en los alimentos ocurre a través de una serie de
reacciones en cadena de radicales libres. La ruta clasica de autooxidacién incluye
reacciones de iniciaciéon (produccién de radicales libres de lipidos), propagacién y
terminaciéon (producciéon de productos no radicales). Este proceso comienza con
pequefias cantidades de oxigeno, que es dificil de evitar; sin embargo, se puede
controlar o retrasar usando adecuadamente las diferentes técnicas de conservacion,
combinadas con el uso de antioxidantes (Alamed et al., 2009).

Las practicas como el envasado al vacio y atmoésfera controlada de nitrégeno han sido
parcialmente efectivas en la reduccién del contenido de oxigeno en los alimentos.

La incorporaciéon de antioxidantes a alimentos es util para prevenir el deterioro
asociado a los lipidos mejorando la estabilidad oxidativa. Entre los antioxidantes
sintéticos mas utilizados en la industria alimentaria se encuentran el Butil-hidroxi
anisol (BHA), Butil-Hidroxi-Tolueno (BHT) y Terc-butil-hidroquinona (TBHQ). El uso
de estos compuestos esta siendo cada vez mas cuestionado dado que se le atribuyen
efectos negativos sobre la salud (Shahidi & Zhong 2005). Por tal motivo, en los ultimos

afios, ha surgido un interés creciente en el estudio y aplicacién de antioxidantes
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naturales o la incorporacion de componentes naturales no téxicos para el
procesamiento de los alimentos (Waraho y Decker, 2011).

Petersen y Mathiasen (1996) demostraron que la lacasa puede mejorar
particularmente los atributos sensoriales de los alimentos con alto contenido de
grasas al reducir el oxigeno disponible. Los aceites de semillas prensadas en frio
contienen fenoles endégenos, que son el sustrato de la lacasa, en un rango de
concentracion de 18 a 99 ppm de equivalentes de acido cafeico (Koski et al., 2003).

El agotamiento de los fenoles intrinsecos en aceites vegetales, catalizados por enzimas
exdgenas en contacto con el aceite, fue también informado (Silva et al, 2010; De
Leonardis y Macciola, 2011).

Para este trabajo se utilizaron aceites de chia, sésamo, girasol y mani, por su alto y
variado contenido de acidos grasos insaturados. La compocision de cada uno se

muestra en la tabla 5.

Tabla 5: Composicién estimada de los principales acidos grasos en los aceites

vegetales, expresados en porcentaje promedio por peso de aceite.

Ac. Graso Nomenclatura | Aceite de | Aceite de | Aceite de | Aceite de
Girasol Mani Sésamo Chia
Miristico C14:0 <0,1 <0,5 <0,1
Palmitico C16:0 6% 5% 8% 7%
Palmitoléico Cl6:1 <0.5 <1 <0.5
Estearico C18:0 4% 5% 5% 3%
Oléico C18:1 35% 65% 35% 10%
Linoléico C18:2 55% 30% 45% 20%
Linolénico C18:3 <0.7 <1 <1 60 %

Van Niekerk y Burger, 1985: Ullah et al, 2015.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Determinar el efecto de la lacasa fungica contenida en el extracto de Trametes
versicolor BACF 2234, sobre la estabilidad oxidativa de aceites frescos de chia,

sésamo, girasol y mani, en condiciones controladas de almacenamiento.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Aceites vegetales seleccionados

Los aceites vegetales se obtuvieron por prensado en frio a partir de semillas de
sésamo, chia, mani y girasol. Se utilizé una prensa hidraulica manual de 20 toneladas.

Los aceites prensados en frio contienen niveles mas altos de antioxidantes naturales
que pueden perderse durante los pasos de refinamiento en el procesado convencional.
Ademas, el prensado en frio no involucra solventes organicos, lo que resulta en un

producto libre de contaminantes quimicos (Singer et al, 2008).

2.2. Extracto enzimatico seleccionado

Se utilizé el extracto de Trametes versicolor BACF 2234 crecido en el medio “Galhalup”

con 32 U mL-! de lacasa.

2.3. Extracto con lacasa inhibida

Se utilizé azida de sodio 0,1 mM para inhibir la actividad lacasa en el extracto de T.
Versicolor, con el fin de ser utilizado en las muestras controles.

Johannes et al (2000), evaluaron numerosos inhibidores sobre un extracto de lacasa
de Trametes versicolor, entre ellos ditiotreitol, acido tioglicolico, cisteina, acido
dietilditiocarbamico, fluoruro de sodio y azida de sodio. Estos autores encontraron
que solo la azida sddica alcanzé la inhibicion total de la actividad lacasa de un extracto

de Trametes versicolor, utilizando 0,1 mM, luego de dos minutos de reaccién.

2.4. Estabilidad oxidativa de los aceites
2.4.1. Valor de peroxidos (VP)

Los peréxidos se forman en la fase primaria de oxidacién. Es el valor utilizado con
mayor frecuencia durante el control de calidad en el proceso de produccion de aceites
vegetales (Farhoosh et al, 2008). El valor de perdxidos (VP) se determind de acuerdo

con el método establecido por la Asociacion de Comunidades Analiticas -AOAC 965.33.
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En este caso, se disolvieron 0,025 g de la muestra del aceite en una mezcla de
cloroformo-metanol (7: 3) y se agregaron 50 uL de NH4SCN y 50 uL de FeClz. La
mezcla de reaccion se incubé a temperatura ambiente durante 5 min. La Absorbancia
del complejo rojo se leyé en un espectrofotometro Shimadzu UV 1800 a 500 nm
contra un blanco que contenia todo el reactivo, excepto la muestra. El procedimiento
ocurrio en condiciones de poca luz y se completé en 10 min. La cuantificacion se
refiere a una curva de calibracién estandar hecha con FeCls. El PV se expresd como

miliequivalentes de perdxidos por kilogramo de aceite (meq Px kg-1).

(As—Ab) xm
55.84x W

Ecuaciéon 1: VP =

Dénde:

As = absorbancia de la muestra; Ab = absorbancia del blanco; m = pendiente de la
curva de calibracion; 55,84 = peso atémico de hierro; W = gramos de aceite en la
muestra. La multiplicacién por el factor 2 es necesaria para expresar el valor de los
perdxidos como miliequivalentes de peréxidos en lugar de miliequivalentes de
oxigeno.

2.4.2. Dienos conjugados (K232) y trienos conjugados (K270)

Ademas de la formaciéon de perodxidos, en la fase primaria de oxidaciéon, el
reordenamiento de los dobles y triples enlaces de los acidos grasos origina los dienos
y trienos conjugados, respectivamente (Hamilton, 1994). En esta experiencia, se
colocé una alicuota (20 pL) de la mezcla en un matraz volumétrico y se pesd con
precision. Se prepard con 10 ml de hexano y se agit6 durante 5 minutos, y luego se
registro el espectro de absorcion (Antolin y Meneses, 2000). Los resultados se
expresaron como coeficientes de extincion especificos, este calculo se realiza a partir
de la siguiente ecuacidn:

A?\
Ecuacién 2: Kh = —
b.c.
Donde:
K= coeficiente de extincion especifica a la longitud de onda de 232 y 270 nm.
Ax= absorbancia leida en el espectrofotémetro a la longitud de onda de 232 y 270 nm.
c= concentracidn de aceite en la disolucién en g/100 mL.
b= espesor en cm de la cubeta.
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2.5. Disefio experimental

Las muestras tratadas con lacasa (LAC) contenian 3 mL de aceite vegetal y 100 pL de
extracto enzimatico de Trametes versicolor BACF 2234 (32 U mL1) con 100 uL de
buffer citrato-fosfato pH 5, para favorecer la actividad de la enzima (Thurston 1994;
Morozova et al., 2007b). Las muestras control (fresco) se prepararon del mismo
modo, excepto que se utilizé el extracto inhibido (punto 2.3).

Segun las condiciones de reaccidn, se plantearon dos tratamientos:

-Tratamiento 1 “condiciones ambientales”: las muestras se incubaron a
temperatura ambiente de 28 °C durante 18 dias; En condiciones estaticas y de
oscuridad, tapadas. Ademas se evaluo6 la presencia/aunsencia de oxigeno atmosférico
(aire) con fines analiticos sobre la accion de la enzima.

-Tratamiento 2 “condiciones aceleradas”: las muestras se mantuvieron en a 60 2C
en horno, durante 72 horas. Hipotéticamente, un dia a 60-65 °C debe corresponder a
un mes de almacenamiento a temperatura ambiente de un aceite vegetal (Abou-

Gharbia et al., 1996).

2.6 Analisis estadistico

El conjunto de determinaciones analiticas se realizé por triplicado. Todos los datos
se presentan como medias = DE y se obtuvieron con el software estadistico Infostat
(Di Rienzo et al., 2017). La diferencia entre medias fue realizada por ANOVA. El nivel

de significancia estadistica fue aceptado en P < 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Valor de peroéxidos (VP)

2.1.1. Tratamiento 1

Los valores de perdéxido observados en los aceites vegetales se recogieron en la Tabla
6. Como se puede observar, el aumento en los valores de peréxidos fue gradual hasta
el dia 11 y fue significativo en el dia 18, para las muestras tratadas y no tratadas.

En cuanto al efecto de la enzima, el valor de per6xidos aument6 sorprendentemente.
Las diferencias entre LAC y Fresco fueron estadisticamente significativas (p < 0,05)
desde el dia 18 de reaccion.

En detalle, en las muestras con lacasa la cantidad de perdxidos estuvo entre 8 y 17
mEqPx Kg1 el dia 18, mientras que en los aceites frescos, los valores estuvieron entre
7y 14 mEqPx Kg1 aprox.

El aceite de chia mostr6 los valores de peroxidos mas altos, estos fueron 13,9 y 16,7
mEqPx Kg1 en Fresco y LAC, respectivamente. Esto puede deberse a su alto contenido
de acido linolénico (C18: 3) (60% de los acidos grasos totales) que confiere
susceptibilidad a la oxidacién (Ullah et al, 2015).

El efecto de la ausencia de oxigeno, mediante aplicacion de vacio, también se
determino en este tratamiento. Las muestras LAC y Fresco no mostraron diferencias
significativas en el valor de peroxidos con respecto a ellas en presencia de oxigeno
(Tabla 6).

Otros autores también encontraron resultados contrarios a los esperados. Ellos
estudiaron la oxidaciéon del acido linoléico en presencia de lacasa y acidos p-
hidroxicindmicos, sinapico, fertlico y p-cumarico, que son sustratos de la enzima y
también antioxidantes potentes, sin embargo, los resultados mostraron que el acido p-
cumarico tiene una alta capacidad para peroxidar lipidos insaturados una vez que es

oxidado por la lacasa (Camarero et al, 2008).
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Tabla 6. Valor de Peroxidos (mEqPx Kg1) en aceites vegetales tratados con lacasa

(LAC) y sus controles correspondientes (Fresco).

Aceites Muestras Dias
0 3 11 18
Chia LAC c/aire (mEqPx Kg'?) 2,1+0.4% | 3,3+0.72 5,4+0.62 16,7 £0.1°
LAC s/aire (mEqPx Kg!) 1,9+0.1° 2,9+0.2° 5,3+0.8°? 15,8 £ 0.5?
Fresco c/aire(mEqPx Kg) 1,9+0.2° 2,3+0.3° 48+0.1° 12,9+0.9°
Fresco s/aire(mEqPx Kg) 1,9+0.2° 2,2+0.3° 42+04° 12,0+0.9°
Girasol | LAC c/aire (mEgPx Kg) 1,5+04° | 1,7+0.1® | 32+0.1° | 81+0.4°2
LAC s/aire (mEqPx Kg) 1,5+0.32 | 1,6+052 | 3,0+032 | 7,8+0.32
Fresco c/aire(mEqPx Kg) 1,2+0.6° 1,4+0.1° 2,7+0.1° 6,8+0.3
Fresco s/aire(mEqPx Kg) 1,2+04° 1,4+0.1° 2,7+0.1° 7,0+0.3"
Mani LAC c/aire (mEqPx Kgt) 354032 | 46+0.1° | 53+052 | 11,1+0.5°2
LAC s/aire (mEqPx Kg) 35+0.1° | 44+0.12% | 52+0.5° | 10,9+0.4°
Fresco c/aire(mEqPx Kg') | 3,3+0.5°2 4,2+0.1° 5,1+0.5° 9,7+0.3"
Fresco s/aire(mEqPx Kg) 3,4+0.4° 40+0.1° 5,0+0.5°2 9,2+0.3"
Sésamo LAC c/aire (mEqPx Kg'l) 4,0+0.4° 6,6+0.1° 8,5+0.42 11,8 +0.6°
LAC s/aire (mEqgPx Kg’l) 3,7+£0.12 6,6 +0.2° 8,1+£0.9° 10,4 £0..2°
Fresco c/aire(mEqPx Kg’l) 3,5+£0.12 6,4+0.3°2 8,1+0.1° 10,0+ 0.2°
Fresco s/aire(mEqPx Kg’l) 3,5+£0.12 59+0.3° 7,8+0.1° 9,5+0.2°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05).

Leyendas: LAC c/aire, aceite con lacasa y con aire; LAC s/aire, aceite con lacasa y sin aire;
Fresco c/aire, aceite sin lacasa con aire; Fresco s/aire, aceite sin lacasa y sin aire.
Cada muestra "LAC" contenia 3,2 U mL™ de lacasa de Trametes versicolor

EI ANOVA fue entre LAC y Fresco (c /aire y s / aire) en cada aceite y cada tiempo.
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2.1.2. Tratamiento 2

Los resultados relativos al valor de peréxidos en las condiciones de oxidaciéon
acelerada llevadas a cabo a 60 ° Cy 72 h se expresan en la Figura 19.

Las muestras con la enzima mostraron valores de peréxidos mas altos, con diferencias
significativas (p < 0,05) a las 72 h, para los aceites de chia, girasol y mani. Los aceites
de chia y girasol mostraron la mayor pendiente de oxidacién en las condiciones de
reaccion acelerada, versus mayor estabilidad en los aceites de mani y sesamo, sin
embargo estos ultimos iniciaron con mayor valor de peréxidos.

De Leonardis et al, informaron en 2013 sobre el efecto de la lacasa en la estabilidad
oxidativa del aceite de oliva y el papel de los fenoles endégenos en el proceso de
oxidacion de estos aceites. Ellos descubrieron que el aceite de oliva con lacasa tenia
una menor resistencia a la oxidaciéon en temperaturas mas altas, como consecuencia
del agotamiento parcial de los polifenoles enddgenos; en comparacién con el mismo
aceite a temepratura ambiente. Sin embargo, la estabilidad oxidativa fue atin menor
en los aceites con lacasa que en los aceites quimicamente desfenolizados. Estos
autores sugirieron que la presencia de radicales fenoxilos recién formados en aceites
tratados con lacasa podria promover un efecto prooxidante, por un mecanismo de
radicales libres. Ademas estos autores cuestionan el papel antioxidante atribuido a los

polifenoles de los alimentos.
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D Control Tratamiento
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Figura 19: Valor de Per6xidos en aceites vegetales tratados con lacasa y sus controles
correspondientes en un periodo de reaccion de 72 hs, a 60 °C. Los datos representan la
media de tres repeticiones y las barras representan el error. Cada muestra tratada
contenia 3,2 U mL-! de lacasa de Trametes versicolor. Diferente letra indica diferencias
significativas (p < 0,05) segun Test de Fisher.
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2.2. Dienos conjugados (K232) y Trienos conjugados (K270)
2.2.1. Tratamiento 1

La evolucién de la oxidacion a 28 °C a través de los coeficientes de extincion

especificos a 232 nm y 270 nm se muestra en la tabla 7 y la tabla 8, respectivamente.

Tabla 7: Evolucién de los dienos conjugados (K232) en aceites vegetales (chia, girasol,
mani, sésamo) tratados con lacasa (LAC) y sus controles correspondientes (fresco),

almacenados durante 18 dias a 28 °C.

Aceites Dias
Muestras
0 3 11 18

chia |LLAC(K232) | 13+04° | 13+05° | 14£06° [ 47+04°
Fresco(K232) | 1,2+0.22 1,3+0.32 1,3+0.12 3,5+0.9°P
Girasol LAC (K232) 0,8+04¢2 1,1+£0.12 22+0.1¢8 43+05%
Fresco (K232) | 0,8+0.6°2 0,9+0.22 1,9+0.22 3,2+0.3P
Man LAC (K232) 15+0.32 16+0.12 20+0.58 27062
Fresco (K232) | 1,4+0.42 15+0.12 1,8+0.52 2,0+0.3P
Sésamo LAC (K232) 1,8+0.22 21+0.1¢2 3,0+04¢8 3,8+0.6°%
Fresco (K232) | 1,7+0.12 1,9+£0.32 28+0.1% 3,1+0.2°P

Letras diferentes en la misma columna, por cada tipo de aceite, indican una diferencia
significativa (p < 0,05) segun test de Fisher. Leyenda: LAC, aceite con lacasa; Fresco, aceite
fresco. Cada muestra "LAC" contenia 3,2 U mL-! de lacasa de Trametes versicolor.
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Tabla 8: Evoluciéon de los trienos conjugados (K270) en aceites vegetales (chia,
girasol, mani, sésamo) tratados con lacasa (LAC) y sus controles correspondientes

(fresco), almacenados durante 18 dias a 28 °C.

Aceites Dias
Muestras
0 3 11 18
Chi LAC (K270) 0,4+0.05* | 0,7+0.072 1,0£0.3% |1,7+0.2%
ia
Fresco (K270) 04+0.04% | 06+006% |09+01% [11+04°
Gi I LAC (K270) 0,2+0.052 | 0,3+0.05° 0,4+0.1° 1,5+0.32
iraso
Fresco (K270) 0,2+0.042|0,2+0.04% |03+0.1% [09+0.2°
Mani LAC (K270) 0,1+0.06%|0,1+0.052 02+0.1* |09=+0.6%
ani
Fresco (K270) 0,1+0.05* | 0,1+0.03? 02+0.1% |04+0.2°
s LAC (K270) 0,1+0.022 | 0,3+0.062 06+0.6* |19+0.4%
€samo
Fresco (K270) 0,1+0.03% | 0,2+0.052 04+052% |1,3+0.2°

Letras diferentes en la misma columna, por cada tipo de aceite, indican una diferencia
significativa (p < 0,05) segun test de Fisher. Leyenda: LAC, aceite con lacasa; Fresco, aceite
fresco. Cada muestra "LAC" contenia 3,2 U mL-! de lacasa de Trametes versicolor

K232 mostré valores mas altos en las muestras con la enzima. Las diferencias fueron
significativas el dia 18, como fue el caso de los perdxidos. Los aceite de chia y girasol,
mostraron la mayor alteracion sobre este coeficiente; en detalle, estos fueron 4,7 y 4,3
respectivamente. Esto podria explicarse por el alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados en estos aceites, que son 90% para el aceite de girasol y 80% para el
aceite de chia, aproximadamente (Chowdhury et al, 2007; Ullah et al, 2015).

Otros autores midieron la relacion entre la composiciéon de los acidos grasos, VP y
K232 durante la oxidacion de varios aceites de girasol y encontraron una pendiente
mas baja para el aceite con un menor grado de insaturaciéon (Marmesat et al, 2009).
K270 también mostré un mayor aumento en las muestras con la enzima, con
diferencias significativas hacia el dia 18 (Tabla 8). El aceite de sésamo obtuvo los

valores mas altos de trienos conjugados en LAC (1,9 £ 0,4).
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2.2.2. Tratamiento 2

Los datos experimentales de la prueba de horno a 60 ° C, relativo a dienos y trienos
conjugados, se analizaron de acuerdo con la ecuacion 2 y se ilustran en la figura 20 y

figura 21 respectivamente.
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Figura 20: Dienos conjugados (K232) en aceites vegetales (chia, girasol, mani,
sésamo) tratados con lacasa y sus controles correspondientes, almacenados durante
72 horas a 60 °C. Las letras diferentes son estadisticamente diferentes (P <0,05) de
acuerdo con la prueba de Fisher. Los resultados se basan en mediciones por triplicado
y las barras representan el error estandar de la media.
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D Control Tratamiento
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Figura 21: Trienos conjugados (K270) en aceites vegetales (chia, girasol, mani,
sésamo) tratados con lacasa y sus controles correspondientes, almacenados durante
72 horas a 60° C. Las letras diferentes son estadisticamente diferentes (P <0,05) de
acuerdo con la prueba de Fisher. Los resultados se basan en mediciones por triplicado
y las barras representan el error estandar de la media.

El aumento de dienos conjugados fue mayor en las muestras tratadas con la enzima y
las diferencias fueron estadisticamente significativas en los aceites de chia y girasol
después de 2 h de reaccion (p < 0,05). Sin embargo, el aceite de sésamo mostroé los
coeficientes mas altos a 232 nm (> 21), lo que sugiere que tiene una baja resistencia al

almacenamiento a altas temperaturas (figura 15).
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La formacion de trienes conjugados (K270) mostré la misma tendencia que para K232
(figura 16). Esto confirm¢ el efecto negativo de la lacasa sobre la estabilidad oxidativa
de los aceites vegetales.

Petersen y Mathiasen (1999) demostraron que la enzima lacasa es efectiva para
extraer el oxigeno disuelto en alimentos con alto contenido de aceites vegetales, sin
embargo, estos autores no midieron el efecto directo sobre la estabilidad oxidativa de

los aceites, es decir los productos de la oxidacidn.
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CONCLUSIONES PARCIALES

Contrariamente a lo esperado, la enzima lacasa fingica aument6 los niveles de los
indicadores de oxidacion en todos los aceites evaluados:

En condiciones ambientales, el valor de per6xidos aumenté en todos los aceites
tratados con lacasa, con diferencias signifcativas a partir del dia 18 de
almacenamiento. En condiciones aceleradas de reaccion (60 °C), las mismas
diferencias se observaron a partir de las 72 h.

La presencia de dienos y trienos fue mayor en las muestras con lacasa, en ambas
condiciones de estudio y para todos los aceites. Las diferencias fueron significativas el
dia 18, como fue el caso de los peréxidos. Los aceite de chia y girasol, mostraron la
mayor alteracion sobre estos coeficientes, posiblemente debido a su alto contenido de
acidos grasos poliinsaturados.

Los resultados del estudio de la presencia/ausencia de oxigeno permiten inferir que la
oxidacion observada podria estar promovida por una ruta distinta al oxigeno del aire
y relacionada con los fenoles oxidados por la enzima.

El estudio con la aplicaciéon de vacio para retirar el oxigeno del aire, afirmé los
resultados obtenidos en este estudio, en relacién a la baja implicancia del oxigeno en
la oxidacion de los aceites vegetales, en comparacidon con el aparente papel de los

radicales libres derivados de la oxidacion de los fenoles por parte de la lacasa.
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CAPITULO 3
“Efecto de lacasa de T. villosa en el procesado

de Jugos de fruta”.
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INTRODUCCION

La tendencia de bienestar en muchos paises ofrece un gran potencial para el aumento
del mercado de los jugos, debido a los beneficios bien conocidos asociados al consumo
de zumos de frutas (Bharate y Bharate, 2014).

La produccion de jugos de frutas a nivel internacional, busca maximizar la
preservacion de las caracteristicas sensoriales y nutricionales mediante un menor uso
de productos quimicos exégenos, temperaturas de procesos mas bajas (reduciendo el
dafio térmico al alimento) y disefio mas simple del proceso. Entre los productos
quimicos utilizados en la industria de jugos de fruta con riesgo para la salud se
encuentran los sulfitos. Los sulfitos incluyen varios aditivos inorganicos que contienen
dioxido de azufre (SOz). Estos conservantes se emplean para controlar la proliferacién
de microbios en bebidas fermentadas y su uso ha sido generalizado durante mas de
2000 anos en vinos, cervezas y productos transformados a base de frutas. En personas
sensibles (asmaticos), los sulfitos pueden provocar asma, que se caracteriza por las
dificultades respiratorias, la respiracion entrecortada, la sibilancia y la tos (Moneret et
al, 2002). También dermatitis, dolor de cabeza, irritacion del tracto gastrointestinal,
urticarias, exacerbaciéon del asma e incluso shock anafilactico, y en el caso del
trastorno metabolico hasta lesiones oculares y dafio cerebral grave (Marenco Arellano
etal, 2011).

Las tendencias actuales indican un uso decreciente de colorantes y sulfitos. Ademas,
las sales de eritorbato (isémero del acido ascérbico) han desplazado en parte a los
nitratos y nitritos; el beta-caroteno ha sustituido a otros carotenoides y la etil-vainilla
ha sustituido a los extractos de vainilla. El uso de aditivos alimentarios artificiales es
un hecho indiscutible pero a su vez controvertido. Ello hace que, en la practica, la
innovacion sea en el campo de los aditivos naturales, esto ademds acompana la
progresiva implantacion de los llamados productos minimamente procesados (Duran,

2001).
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Hay muchos antecedentes respecto del uso de enzimas en la industria alimenticia, las
cuales son componentes naturales consideradas como no téxicos, de alli que son
preferidas por los consumidores en el procesamiento de los alimentos frente a los
tratamientos con reactivos quimicos (Aehle, 2007).

Los preparados enzimaticos se han estudiado desde la década de 1930 para la
clarificacion del jugo (Minussi et al., 2007b). Durante el procesamiento de los jugos,
los tejidos vegetales se desintegran y se liberan cantidades importantes de pectinas,
las cuales son capaces de formar geles viscosos. Las primeras enzimas empleadas en
la industria de jugos de frutas, fueron las pectinasas, las cuales se afiaden con la
finalidad de facilitar el filtrado y la clarificacion del producto, seguido de
ultrafiltracion (Del Moral et al, 2015). Varios estudios han informado acerca del
efectivo aclaramiento de jugos de frutas utilizando el tratamiento enzimético con
pectinasas (Grassin y Fauquembergue, 1996; Alvarez et al., 1998; Vaillant et al., 1999;
Kashyap et al.,, 2001). Sin embargo las pectinasas liberan alcohol metilico; por ello,
quienes los consumen regularmente podrian estar ingiriendo un producto toxico
durante gran parte de su vida. (Camperi et al., 1996).

Por otro lado, los jugos ultrafiltrados no son siempre estables, mas bien tienden a
producir una nueva turbidez durante el almacenamiento, causada por los fenoles
reactivos que no han podido ser retenidos por la membrana filtrante (Stutz, 1999).
Los polifenoles en los jugos de frutas son una fuente natural de antioxidantes, y son
responsables de los beneficios de salud reportados (Pandey y Rizvi, 2009). Sin
embargo, los mismos compuestos son también los principales factores involucrados
en el proceso de maderizacidén causando turbidez, intensificacion del color, aroma y
alteracion del sabor y formacion de neblina o sedimentos, que afectan el producto
final, la vida util y percepcion del consumidor (Agcam et al., 2014).

Los polifenoles en los jugos de frutas se polimerizan, a través de reacciones oxidativas,
en moléculas mas grandes que precipitan de la solucién y dan turbidez, este fenémeno
ocurre mediante una polifenol-oxidasa (PFO) presente naturalmente en las frutas.
Estas reacciones modifican las caracteristicas organolépticas y nutricionales del

alimento depreciando su calidad (McEvily et al., 1992; Friedman, 1996; Sanchez-
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Ferrer et al., 1995). La actividad de la PFO presente en frutas y vegetales, puede ser
inhibida por calentamiento o por remocioén de alguno de sus componentes necesarios:
02, enzima, Cu2+ o sustrato, es decir polifenoles (Guerrero-Beltran et al., 2005).
Alternativamente, los polifenoles también pueden formar complejos con otras
macromoléculas tales como proteinas, almidon e iones metalicos divalentes, que se
traducen a su vez en turbidez o neblina en los productos, por ello es necesario reducir
el contenido fenolico por debajo de cierto nivel para evitar la formacion de turbidez
(Schobinger et al.,, 1995)

La investigacion se ha abocado a encontrar formas efectivas y econdmicas de reducir
este fendmeno; y en este sentido, las enzimas han ganado importancia. Entre las
enzimas utiles en este proceso, distintos autores han propuesto el uso de lacasas como
agentes estabilizadores, debido a su capacidad de oxidar la mayoria de los fenoles
presentes en los jugos, causando su polimerizacion y en consecuencia facilitando su
remocion (Lettera et al, 2016; Bezerra et al, 2015; Gassara-Chatti et al., 2013;
Pezzella et al., 2015; Neifar et al., 2011).

Un pretratamiento enzimatico de hiperoxidacién del jugo crudo con lacasa y pectinasa
ha sido introducido en un paso previo a la ultrafiltracion como una alternativa al
tratamiento con adsorbentes. (Liew Abdullah et al., 2007).

Para este trabajo, se seleccion¢ el extracto enzimatico de Trametes villosa BAFC 2755

crecido en el medio sintético GA, por contener alta concentracion de lacasa (25 Uml-1).
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Valorar el contenido de polifenoles totales en jugos de manzana, pera y naranja
tratados con lacasa contenida en el extracto de Trametes villosa BAFC 2755.
— Determinar el efecto de la lacasa contenida en el extracto de Trametes villosa

BAFC 2755 sobre el color de jugos de manzana, pera y naranja.

— Evaluar el efecto sobre la turbidez de jugos de manzana, pera y naranja

tratados con lacasa de Trametes villosa BAFC 2755.

65



CAPITULO 3 Gisela K. Guerberoff

MATERIALES Y METODOS

3.1. Extracto enzimatico seleccionado

En base a los resultados obtenidos en el capitulo 1, se selecciond para este trabajo el
extracto de Trametes villosa BAFC 2755 crecido en el medio sintético GA que contenia

25 U de lacasa por mL de extracto.

3.2.Jugos de Fruta seleccionados

Los jugos sometidos a tratamiento fueron: jugo de manzana, jugo de pera y jugo de
naranja. Se seleccionaron manzanas var. Red delicius, peras var. Roma y naranjas var.
Citrus cinensis del mercado local, el dia anterior a la elaboracién del jugo. Los criterios
de muestreo fueron: madurez homogénea y sin rastros de deterioro. Las frutas fueron
lavadas y peladas, y el jugo se obtuvo mediante una juguera eléctrica. Posteriormente
se centrifugo a 3000 rpm por 10 min recuperdndose el sobrenadante que luego se

filtr6 utilizando un filtro de nitrato de celulosa 1,2 um.

3.3. Diseiio experimental

Cada muestra estuvo constituida por 4 mL de jugo (de manzana, de pera o de naranja),
diluidos 1:3 con buffer citrato/fosfato pH 4,6 recién preparado, con la cantidad
adecuada de enzima proveniente de la cepa Trametes villosa BAFC 2755. Para la
medicion de fenoles totales, se trabajé con tres concentraciones de lacasa por ml de
Jugo: 0,6 U/ml, 0,9 U/ml y 1,2 U/mL. La medicién de la turbidez y el color se hizo con
las muestras que contenian 1,2 U/mL de la enzima.

Las muestras control se diferenciaron por llevar el extracto enzimatico con lacasa
inhibida mediante el agregado de azida sédico 0,1 mM (Johannes et al., 2000).

Todas las muestras fueron incubadas a 40 °C en bano maria, durante 24 horas. Para
clarificacion de jugos con lacasa, la temperatura 6ptima encontrada por otros autores

fue de 40 °C (Dogor et al., 2004; Gassara-Chatti et al., 2013).
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3.4. Analisis Fisicoquimicos de los Jugos

3.4.1. Fenoles Totales

El contenido total de polifenoles en los jugos con y sin tratamiento con lacasa fue

determinado por el método de Folin-Ciocalteau (FC).

Fundamento del método:

El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene una mezcla de wolframato sédico y molibdato
sédico en acido fosférico y es de color amarillo. El acido fosfomolibdotingstico
(formado por las dos sales en el medio acido) al ser reducido por los grupos fenélicos
(reaccién redox) da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es
indicador del contenido de polifenoles. La oxidacién de los fenoles, presentes en la
muestra, causa la aparicion de la coloraciéon azulada que presenta un maximo de
absorcién a 765 nm y se cuantifica en base a una curva patrén de acido galico. Se trata
de un método preciso y sensible, que puede padecer numerosas variaciones,
fundamentalmente en lo relativo a los volimenes utilizados de la muestra a analizar,

concentracion de reactivos y tiempo de reaccion (Kaur y Kapoor, 2001).

Preparacién de disoluciones patréon de acido galico

En este trabajo se hizo una disolucién de acido galico de 10 mg/100mL (disolucién
concentrada o madre), a partir de esta disoluciéon se prepararon 10 mL de
disoluciones diluidas de concentraciones crecientes de acido galico, segun se detalla

en la siguiente tabla:

Concentracion (mg/L) de la curva patron de acido galico

Acido gélico (mL) | ( 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Agua (mL) 10 | 9,8 9,6 9,4 9,2 9 8,8 8,6 8,4
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Preparacién de cada muestra de jugo para la medicién de los compuestos fendlicos

Para la extraccidn de los compuestos fenodlicos de las muestras de jugos, se siguid la
metodologia propuesta por Tomas-Barberan et al. (2001).

Se tomaron 2 mL de muestra de jugo tratado o control en un tubo y se anadié NaF
2mM para inactivar la enzima lacasa. Luego se agregaron 4 mL de una mezcla de
metanol: agua (20:80), se homogeneiz6 el contenido de los tubos en el vortex y se

centrifugo a 1000 rpm durante 15 minutos.

Reaccidn:

Se tomaron 250 mL del extracto metanodlico de la muestra y se adicionaron 2,5 mL del
reactivo de Folin- Ciocalteau diluido 1:10, se homogenizé en vortex y se incubé 10 min
en oscuridad. Luego se afiadieron 2 mL Solucion de Na2€03.H20 al 7,5%, se
homogenizé en vortex y se dejo incubar 10 min a 45 °C en tubos tapados. Se ley6 en

espectrofotometro, antes de 30 minutos a 765 nm (Kaur y Kapoor, 2001).

Cuantificacion e interpretacién de resultados

A partir de los valores de absorbancia obtenidos de cada concentracion de acido galico
se construyd una recta de calibrado.

Los resultados se expresan en mg de acido galico por 100 mL de jugo, para lo cual se
tuvo en cuenta la cantidad de disolvente empleado en la extraccion y la cantidad de
muestra que se tomod para realizar el andlisis, en el siguiente orden:

Fenoles totales= [mg Acido gdlico/mL jugo ] X [ mL de disolvente/mL de jugo ] X 100.

3.4.2. Turbidez en jugos de fruta

La turbidez en los jugos de fruta fue determinada utilizando un turbidimetro Hach y
los resultados se informaron como unidades de turbidez nefelométrica (NTU) (Sin et
al., 2006). El instrumento mide la intensidad de la luz dispersada a 90 grados cuando

un rayo de luz pasa a través de una muestra acuosa (Tajchakavit et al,, 2001).
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Preparacién y toma de las muestras

La turbidez se midié sobre las muestras de jugo de manzana, pera y naranja que
contenian 1,2 U/mL de lacasa, elaboradas como se detalla en el punto 3.3. Las

muestras control fueron preparadas también como se describe en el punto 3.3.

Condiciones de reaccién

Todas las muestras fueron incubadas a 40 °C en bafio maria durante 24 horas. Previo

a las mediciones, las muestras fueron filtradas utilizando nitrato de celulosa 3 um.

3.4.3. Determinacion de Color

El primer juicio de la calidad de un jugo clarificado es a menudo su color, por lo tanto
es un atributo sensorial muy importante. La absorbancia entre 400 y 450 nm es una
medida del color que esta en la n. Los pigmentos de melanoidina de color amarillo-
marrén corresponden a los fenoles poliméricos oxidados en los jugos de fruta
(Brimelow y Groesbeck, 1993).

Mediante un espectrofotometro (Shimadzu UV 1800) se registré la absorbancia de las
muestras de jugo tratadas y sus controles, en la longitud de onda de 400 nm, la cual
fue corroborada previamente, observando los maximos de absorbancia para cada

jugo.

3.5. Analisis Estadistico de Resultados

Los datos se procesaron con el software Infostat y Sigma Plot, y se realizé un ANOVA;

el p valor fue de <0,05. Los datos representan el promedio de tres repeticiones.

69



CAPITULO 3 Gisela K. Guerberoff

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Efecto de la lacasa en el jugo de manzana

Los fenoles totales, expresados mediante la concetracion de acido galico, mostré un
valor de 910 mg AG/100mL a tiempo cero. La disminucién del contenido de
polifenoles fue significativa (p< 0,05) tanto en las muestras testigo (50% de reduccién)
(Fig.22-sabana superior) como en las tratadas con la enzima (80% de reduccion)
(Fig.22-sabana inferior), mostrando mayor velocidad en estas ultimas (25% de
reduccidn en diez min y 80% a los 80 min).

Otro autores encontraron una reduccién del 40% de fenoles totales durante la
clarificacion de jugo de granada usando lacasa (Neifar et al., 2011).

No se observaron diferencias relacionadas con la concentracién enzimatica, lo cual
podria deberse a que esta actiia como un catalizador, cuyo contenido esta en exceso
(Fig.22-eje z). Gokmen y col (1998) han demostrado que una concentracidn de lacasa

de 500 U/L oxida satisfactoriamente los polifenoles a 50° C medido durante 6 h.
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Fenoles en Jugo de Manzana
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Figura 22: Fenoles Totales (expresado en mg de Acido Gélico por cada 100 mL de
Jugo) en jugo de manzana tratado (sabana inferior) con lacasa proveniente de
Trametes villosa BAFC 2755, en diferentes concentraciones de la enzima (eje z); y
sus correspondientes testigos (sdbana superior); en un periodo de reacciéon de 80
min, a 40 °C. Los resultados se basan en mediciones por triplicado.
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La turbidez del jugo de manzana (Fig. 23) aumenté significativamente (40%) por

accion de la lacasa.
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Figura 23: Turbidez (expresado en NTU) en jugo de manzana tratado con 1,2
U/mL de lacasa por muestra, proveniente de la cepa Trametes villosa BAFC 2755, y
sus correspondientes testigos; en un periodo de reaccién de 24h a 40 °C. Los
resultados se basan en mediciones por triplicado de tres tiempos de muestreo: 0,
2y 24 horas.

El color (Fig. 24) por su parte, mostré un aumento aiin mas importante (400% de
aumento en 24 h) en los jugos tratados, sugiriendo que la filtracién posterior realizada
no fue suficiente para retirar los productos coloreados formados en la reaccion con la
enzima. Ademas, cabe mencionar que los productos iniciales de oxidacién de la lacasa,
descriptos en el mecanismo catalitico de la enzima, son bastante inestables pudiendo
sufrir reacciones espontaneas de hidratacion y desprotonacién, dando lugar a

compuestos insolubles de tipo melanina (Thurston, 1994).

72



CAPITULO 3 Gisela K. Guerberoff

25004 R
2000

£ B e

é 1500 fgﬂ ---"--Con Lacasa

~ 14 ——Sin Lacasa

2 |

" 10004

O 1

I=] !

= &
EE}D—EFF_D_,&——D———D/D

D_ T

0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24
Tiempo (h)

Figura 24: Color (expresado en Absorbancia) en jugo de manzana tratado con
1,2 U/mL de lacasa por muestra, proveniente de la cepa Trametes villosa BAFC
2755, y sus correspondientes testigos; en un periodo de reaccién de 24h a 40 °C.
Los resultados se basan en mediciones por triplicado.

Otros autores también encontraron resultados contrarios a los esperados;
Sammartino y col (1998) compararon un tratamiento convencional de zumo de
manzana con el uso de lacasa libre e inmovilizada y observaron que el jugo tratado
enzimaticamente era menos estable.

Gokmen y col (1998) informaron un aumento de la susceptibilidad al “dorado” (color
entre amarillo y marron) durante el almacenamiento en muestras de jugo de manzana
tratadas con lacasa.

Giovanelli y Ravasini (1993) por su parte, concluyeron que la oxidacion de los fenoles
por la lacasa produce una disminucién significativa en el contenido fendlico de los
jugos, asociado con un notable aumento de color en estos alimentos.

Pourcel y col (2006) atribuyen estos efectos al alto contenido de fenoles en estos
jugos los cuales por accién de la lacasa, como asi también de la PFO natural, se oxidan
convirtiéndose en especies reactivas de oxigeno (ROS) y quinonas, las cuales

conducen a polimerizacién espontdanea no enzimatica en agua dando lugar a la
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decoloracion de la superficie debido a la formacién de un polimero marrén y estable
llamado melanina.

Otros autores, analizaron la composiciéon quimica de la turbidez del jugo de manzana
comercial e informaron un contenido entre 3-49 % de proteina y 3-60% de
polifenoles; estos ultimos a su vez, resultaron de la polimerizaciéon de ciertos
polifenoles sencillos tales como catequina (0-20 ug/mL) o epicatequina (20-30
ug/mL) a procianidina B2 (40-600 wug/mL), que pueden acomplejarse
irreversiblemente entre ellos o con proteinas formando complejos insolubles que

causan neblina (Beveridge et al, 1997; Ray y Rosell, 2017).

3.2. Efecto de la lacasa en el jugo de pera

Eljugo de pera tenia 645 mg AG/100 mL a tiempo cero. Las muestras testigo (Fig. 25-
sabana superior) mostraron mayor estabilidad a las condiciones de reaccién que el
jugo de manzana, ya que la reduccion de fenoles fue menor al 10%. Por otro lado, el
jugo de pera con la enzima (Fig. 25-sabana inferior) disminuy6 hasta un 70% su
contenido de polifenoles (190 mgAG/100ml) al final de la reaccién (80 min). Se
observé un descenso rapido (25 % de la reduccién total en los primeros diez
minutos), al igual que en el jugo de manzana (Fig. 25- eje x).

Las diferencias registradas sobre la concentracion de la enzima (Fig. 25 eje z), no

fueron estadisticamente significativas (P >0,05), segin el ANOVA realizado.
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Figura 25. Fenoles Totales (expresado en mg de Acido Galico por cada 100 mL
de Jugo) en jugo de pera tratado (sabana inferior) con extracto concentrado de
lacasa proveniente de la cepa Trametes villosa BAFC 2755, en diferentes
concentraciones de la enzima (expresadas en U de Lac por ml de Jugo); y sus
correspondientes testigos (sabana superior); en un periodo de reaccién de 80

min a 40 °C. Los resultados se basan en mediciones por triplicado y las barras
representan el error estandar de la media.

La turbidez (Fig. 26) del jugo tratado con lacasa disminuyé un 20% mas que la
disminucion del jugo sin la enzima. Este efecto positivo de la lacasa en la turbidez del
jugo de pera puede deberse al tipo de fenoles contenidos en esta fruta, con menor
implicancia en la formacién de neblina. Segiin Spanos y Wrolstad (1992), los
principales compuestos fendlicos encontrados en el jugo de pera son acido

clorogénico (30-70 ug/ml), epicatequina (5-30 mg/ml, procyanidinas (11-74 ug/ml)
y quercetinas (0-30 ug/ml).

75



CAPITULO 3

Gisela K. Guerberoff

Turbidez (NTU)

170+

150+

130+

110+

80

---"--Con lacasa i
—B—5Sin lacasa
6 12 18 24
Tiempo (h)

Figura 26. Turbidez (expresado en NTU) en jugo de pera tratado con 1,2 U/mL de
lacasa por muestra, proveniente de la cepa Trametes villosa BAFC 2755, y sus
correspondientes testigos; en un periodo de reaccion de 24h a 40 °C. Los
resultados se basan en mediciones por triplicado de tres tiempos de muestreo: 0,

2y 24 horas.

El color del jugo de pera sin lacasa (Fig.27) aument6 un 30% en 24 horas, bajo las

condiciones de reaccién analizadas (40 °C). Las muestras tratadas con lacasa

registraron un pico de aproximadamente 30 % de aumento en el color, en los

primeros diez minutos de reaccién, siguiendo una curva menos pronunciada que

alcanzo un aumento del 200% aproximadamente a las 24 h.

Los productos iniciales de oxidaciéon son bastante inestables, pudiendo sufrir

reacciones espontaneas de hidratacién y desprotonacion, dando lugar a compuestos

insolubles de tipo melanina (Thurston, 1994), o produciendo radicales que pueden

reaccionar entre si originando dimeros, oligdbmeros o polimeros covalentemente

unidos mediante enlaces C-C, C-O y C-N (Claus, 2004).
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Figura 27. Color (expresado en Absorbancia) en jugo de pera tratado con 1,2
U/mL de lacasa por muestra, proveniente de la cepa Trametes villosa BAFC 2755,
y sus correspondientes testigos; en un periodo de reaccién de 24h a 40 °C. Los
resultados se basan en mediciones por triplicado.

3.3. Efecto de la lacasa en el jugo de naranja

El jugo de naranja mostré menor contenido de polifenoles totales en tiempo cero que
los demas jugos analizados, siendo el valor promedio de 562 mg AG/100mL (Fig. 28).

En el jugo sin tratamiento (Fig. 28-sabana superior), la reduccion de fenoles con el
paso del tiempo y en las condiciones ensayadas, fue del 15% al final del estudio (480
mgAG/100mL de jugo). Por otra parte, el jugo con lacasa (Fig. 28-sabana inferior),
obtuvo una rapida reducciéon del contenido fendlico llegando a valores de 189
mgAG/100mL (reduccién del 70%) a los 40 min, sin cambios luego de este tiempo.

No se observaron diferencias significativas entre las concentraciones enzimaticas

evaluadas (Fig. 28-eje z).
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Figura 28. Fenoles Totales (expresado en mg de Acido Galico por cada 100 mL
de Jugo) en jugo de naranja tratado (sdbana inferior) con extracto concentrado
de lacasa proveniente de la cepa Trametes villosa BAFC 2755, en diferentes
concentraciones de la enzima (expresadas en U de Lac por mL de Jugo); y sus
correspondientes testigos (sabana superior); en un periodo de reaccidon de 80
min, a 40 °C. Los datos representan la media de tres réplicas.

La turbidez (Fig. 29) aument6 a partir de la primera hora de reaccion en el jugo con
lacasa, y alcanzo un 75% de aumento aproximadamente, a las 24 horas.

Para este jugo, los resultados obtenidos son positivos ya que el mercado de
consumidores de jugo de naranja, prefiere el jugo “turbio”, por lo que se usan las
mismas enzimas que en el jugo de manzana y pera para causar un efecto contrario al

aclaramiento (Camperi et al, 1996).
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Figura 29. Turbidez (expresado en NTU) en jugo de naranja tratado con 1,2
U/mL de lacasa por muestra, proveniente de la cepa Trametes villosa BAFC 2755,
y sus correspondientes testigos; en un periodo de reacciéon de 24h a 40 °C. Los
datos representan la media de tres réplicas de tres tiempos de muestreo: 0, 2 'y 24
horas.

El color (Fig. 30) del jugo de naranja sin tratamiento, mostré una absorbancia de
0,260 en tiempo cero y aument6 un 20% en 24 h. Las muestras tratadas con la enzima
aumentaron gradualmente el color, llegando a 0,410 de Absorbancia a las 24 h,
representando esto un aumento del 70% aprox.

Por otro lado, se informé que la lacasa puede mejorar el perfil sensorial del jugo de
naranja, debido a la reduccién de vinil-guayacol, un fenol responsable del potente

aroma desagradable descripto como picante/especiado (Lettera etal., 2016).
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Figura 30. Color (expresado en Absorbancia a 400 nm) en jugo de naranja
tratado con 1,2 U/mL de lacasa por muestra, proveniente de la cepa Trametes
villosa BAFC 2755, y sus correspondientes testigos; en un periodo de reaccién de
24h a 40 °C. Los datos representan la media de tres réplicas.
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CONCLUSIONES PARCIALES

Los fenoles son compuestos de bajo peso molecular que permanecen en el
sobrenadante de jugos de fruta y conducen a jugos oscuros y turbios durante el
almacenamiento de los mismos. El principal proposito durante el procesado de jugos,
es la reduccion del color y de la astringencia del producto, ambos mediante la
reduccion de compuestos fenolicos.

A través del tratamiento con lacasa se logré disminuir la concentracion de fenoles en
los distintos jugos de fruta ensayados, los cuales por oxidacidén se convierten en
compuestos (o-quinonas) que por polimerizacién o por reaccién con proteinas
podrian ser descartados por centrifugado y ultrafiltracion.

El color y la turbidez aumentaron en el jugo de manzana y naranja y disminuyeron
levemente en el jugo de pera. Los resultados son positivos para el caso del jugo de
naranja, ya que el consumidor busca el efecto contrario a la clarificacién (jugo con
pulpa estable). En cuanto al jugo de manzana, el gran aumento en el color podria
deberse a la necesidad de utilizar equipos de ultrafiltracion, los cuales implican la
utilizaciéon de membranas menores a 100 nm y presion de 1 a 10 Bar, entre otros

procesos de alto costo.
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CONCLUSION GENERAL

A fines de considerar nuevos aditivos naturales para el procesado de alimentos, como
las enzimas provenientes de hongos de pudricion blanca dela madera; en este trabajo
de investigacion se propuso la obtencion de extractos de hongos con presencia de la
enzima lacasa y la evaluacidn del efecto de su aplicacidn en el procesado de aceites

vegetales y jugos de fruta.

Produccion de lacasa

Del total de cepas y medios evaluados, se destacé el medio de cultivo GA
(suplementado con 10 g/L de glucosa, 4g de asparagina y 0.4 mg L1 de CuSO4) con la
cepa Trametes villosa BAFC 2755 y el medio de cultivo Galhalup (40 g de glucosa, 5g
de extracto de levadura, 5 g de peptona de carne, 1 g de SO4+.Mg.7H20 y 0.4 mg L-1 de
CuSO04) con la cepa de Trametes versicolor BACF 2234; luego de una incubacion en
oscuridad durante 21 dias. Se obtuvieron respectivamente maximos de 25y 32 U/mL
de lacasa, luego del proceso final de concentrado mediante dialisis.

Estos resultados corroboran y extienden lo ya expresado por otros autores en cuanto
a los componentes y condiciones 6ptimas para lograr la producciéon de enzima lacasa

extracelular.

Degradacion de colorantes

Los ensayos de decoloracion de algunos colorantes, en medio liquido, por parte de los
extractos con lacasa, demostraron ser eficientes para develar la capacidad degradativa
de los hongos estudiados. En las condiciones evaluadas (45 °C) las diferencias entre
las cepas no fueron estadisticamente significativas (p > 0,05). Sin embargo, sobresali
la cepa de T. versicolor la cual logro decolorar casi totalmente al colorante Remazol
brillant blue (98%) en tan solo 15 min, tambien el Indigo carmin (99%) en 48 h y el

Verde malaquita (93%) en 24 h. Es decir que los colorantes de estructura
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antraquinénica (quinonas triciclicas), indigoica (heterocilos) y trifenilmetanoica (tres
anillos fenilos) parecen tener mayor afinidad por la lacasa, posiblemente por su
similitud con la estrucutura de la lignina.

Estos resultados sugieren que los hongos lignocelulésicos y sus enzimas tienen alto
potencial para ser usados en el tratamiento de biorremediacién de colorantes
recalcitrantes, debido a los altos porcentajes de decoloracion alcanzados, la rapidez

del proceso y el bajo costo implicado.

Oxidacion de aceites vegetales

Nuestros resultados indican que la enzima lacasa perjudica la estabilidad oxidativa de
los aceites vegetales comestibles, debido al aumento de los valores de peroéxidos,
dienos y trienos conjugados, luego de la aplicacién de un extracto enzimatico de
Trametes versicolor que contiene lacasa.

Se puede argumentar que varios subproductos parcialmente oxidados producidos por
la actividad enzimatica podrian ser responsables del comportamiento oxidativo
observado.

Los hallazgos relacionados con el efecto de la lacasa de Trametes versicolor en el
proceso de oxidacidn de aceites vegetales, son especialmente relevantes ya que hay
pocos estudios que informen acerca de los cambios ocurridos sobre los indicadores de
oxidacion de aceites tratados con lacasa.

Se concluye que la aplicacién de polifenol-oxidasas en aceites vegetales puede
explotarse tanto con fines analiticos como para comprender mejor el papel que

desempefian los compuestos fendlicos naturales contenidos en los aceites.

Clarificacion de Jugos de fruta

Un jugo clarificado es un jugo natural que no tiene pulpa y no tiene una apariencia

nubosa. Los polifenoles son los principales factores involucrados en el proceso de
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turbidez, intensificacion del color y alteracion del sabor en los jugos fruta, durante el
almacenamiento, por ello es necesario reducir el contenido fenélico por debajo de
cierto nivel. A través del tratamiento con lacasa de Trametes villosa BAFC 2755 se
logré disminuir el contenido fendlico en un 80% sobre el jugo de manzana y 70% en
jugo de pera y naranja.

El color y la turbidez aumentaron en el jugo de manzana y naranja y disminuyeron
levemente en el jugo de pera. Los resultados son positivos para el caso del jugo de
naranja, ya que el consumidor busca el efecto contrario a la clarificacién (jugo con
pulpa estable). En cuanto al jugo de manzana, el gran aumento en el color podria
deberse a la necesidad de utilizar equipos de ultrafiltracién que retengan mejor la

gran cantidad de fenoles oxidados.

Las implicaciones quimicas de estos hallazgos contribuyen a la comprensién de la
relacion entre las enzimas fungicas y sus aplicaciones en alimentos. Un estudio mas
detallado del mecanismo regulador subyacente de la lacasa actuando sobre diversos
sustratos contribuird a aumentar nuestro conocimiento sobre la accién de esta enzima
y sus potenciales aplicaciones.

El estudio de enzimas fungicas en el procesamiento de alimentos tiene una enorme
importancia debido a que son compuestos estables a altas temperaturas, a diversos
pH y menos dependientes de iones metalicos. Particularmente la lacasa presenta bajo
impacto ambiental en todo su proceso por lo que mediante un sistema adecuado de
aplicacion podria ayudar a cambiar la industria alimentaria hacia procesos

biotecnolégicos en los que se empleen hongos o sus enzimas.
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control the oxidation of lipids, such as synthetic antioxidants and hydrogenation. Besides, it has been
reported that the use of enzymes is efficient to eliminate dissolved oxygen in foods such as vegetable
oils. Laccase is a polyphenol oxidase and the reduction of oxygen to water is accompanied by the oxi-
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dation, typically, of a phenolic substrate. Laccase have become important, industrially relevant enzymes
that can be used for a number of diverse applications such waste detoxification, textile dye transforma-
tion, food technologic uses, biosensor and analytical applications, bioethanol production, among others.
The target of this study was to evaluate the effect of laccase enzyme from Trametes versicolor, on the
oxidative stability of sesame, chia, peanut and sunflower oils, measured through the peroxide value (PV)
and conjugated dienes (K232) and trienes (K270). The samples of oil with laccase showed higher PV,
K232 and K270 than their corresponding controls, under the conditions evaluated (room temperature
and 60 °C). The results suggest that fungal laccase has an unexpected pro-oxidant effect on vegetable oils,

possibly promoted by products derived from the oxidation of phenols by enzymatic action.
© 2019 “Society information”. Production and hosting by Elsevier B.V. on behalf of KeAi
Communications Co., Ltd. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Introduction

Alot of food is prepared with vegetable oils that contain a large
amount of unsaturated fatty acids that react with dissolved oxygen
generating strange odors and flavors, decreasing shelf life and the
nutritional value [1]. These degraded products have harmful effects
on human health [2,3].

The process of oxidation of lipids in food occurs through a series
of chain reactions of free radicals. The classic route of autoxidation
includes initiation (production of lipid free radicals), propagation
and termination (production of non-radical products) reactions.
This process starts with small amounts of oxygen, which is difficult
to avoid; however, it can be controlled or delayed by using properly
the different conservation techniques, combined with the use of
antioxidants [4]. Among the most used synthetic antioxidants in the

* Corresponding author.
E-mail address: gguerberoff@agro.unc.edu.ar (G.K. Guerberoff).
Peer review under responsibility of KeAi Communications Co., Ltd.
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food industry are the BHA (Butylated hydroxyanisole), BHT (Buty-
lated hydroxytoluene) and TBHQ (Tertiary-butyl hydroquinone).
The use of these compounds is being increasingly questioned
because negative effects on health are attributed to them [5]. For
this reason, in recent years, there has been a growing interest in the
study and application of natural antioxidants or the incorporation
of non-toxic natural components for the processing of food [6].

Laccase (EC 1.10.3.2, p-diphenol oxidase) catalyze the oxidation
of phenolic substrates and the reduction of molecular oxygen to
water [7-10]. According to phylogenetic analyzes most fungal lac-
case enzymes are found in white rot fungi [11]. It is one of the main
enzymes involved in delignification; furthermore, on occasions, the
presence of laccase has been described as the only ligninolytic activ-
ity in fungi that degrade lignin or other aromatic compounds with
great environmental impact [12].

Many reviews discuss the potential applications of laccase in
different forms in the food industry such as wine stabilization,
beverage processing, sugar beet pectin gelation, baking and as a
biosensor [13-18].

Laccase scavenges O, which would otherwise react with fatty
acids, amino acids, proteins and alcohols to form off-flavour precur-
sors. This application can be found in the commercial preparation
Flavourstar (Novozymes), which was developed for brewing and
based on the laccase from Myceliophthora thermophila [19]. More-

2213-4530/© 2019 “Society information”. Production and hosting by Elsevier B.V. on behalf of KeAi Communications Co., Ltd. This is an open access article under the CC

BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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over, it has been shown that oxygen-reducing enzymes, such as
glucose oxidase and laccase, have the potential to catalyze the elim-
ination of oxygen in active packages of food packages [20-22].

Petersen and Mathiasen [23] demonstrated that laccase can par-
ticularly improve the sensory attributes of foods that are high in
fat and contain endogenous phenolic compounds, by reducing the
available oxygen. Cold pressed seed oils contain phenols at a con-
centration range from 18 to 99 ppm caffeic acid equivalents (CAEs)
[24]. The depletion of intrinsic phenols in vegetables oils, catalyzed
by exogenous enzymes in contact with the oil, was also reported
[25,26].

The objective of this work was to obtain a laccase extract from
one strain of white rot fungi belonging to the Trametes genus and
to analyze the effect of this on the oxidative stability of several
vegetable oils.

2. Materials and methods
2.1. Oil samples

The vegetable oils were obtained by cold pressing from sesame,
chia, peanut and sunflower seeds. These were obtained by a manual
hydraulic press of 20 Tn.

Cold-pressed oils may retain higher levels of natural antiox-
idants that may be removed during the refining steps of a
conventional oil processing procedure. In addition, cold pressing
involves no organic solvent, which results in a product that is chem-
ically contaminant free [27].

2.2. Laccase extract

2.2.1. Organism

The fungal strain and culture media were selected taking into
account previous data from the working group, and other authors,
on the laccase production of some native rot fungi [28]. The fun-
gal strain was Trametes versicolor BACF (Buenos Aires Facultad de
Ciencias) 2234 belonging to the cepary of the Facultad de Cien-
cias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires and
contributed by the Instituto Misionero de Biodiversidad (IMiBio),
Puerto Iguaz(, Misiones-Argentina. The inoculum was maintained
at 4 °C on 2% (m/V) potato agar solid medium, until required.

2.2.2. Media and culture conditions

Laccase was produced in a liquid medium containing (gL~1):
glucose, 40; yeast extract, 5; meat peptone, 5; Mg SO4-7H,0, 1 [29].
It was added with (mgL-!) CuSO4-5H,0, 0.4; to induce even more
laccase activity [30-32]. The pH of the solution was adjusted to
6.3 +0.4. Although the optimal pH for oxidation of phenolic sub-
strates is around 4 but T. versicolor laccase is most stable at pH 6-7
[33,34]. The medium was sterilized by autoclaving at 120°C for
20 min.

The inoculation was done in 300 mL of medium contained in
1000 mLErlenmeyer flasks. Three agar blocks, of 0.5 cm? each, were
removed from edge of a colony grown on solid medium. The cul-
tures were incubated at 28 °C under static and dark conditions for
21 days.

2.2.3. Extract preparation

The culture liquid was separated from the mycelium by gentle
filtration through Whatman filter paper and concentrated by dialy-
sis against sucrose through a semi-permeable regenerated cellulose
membrane of 25 mm x 16 mm of Sigma-Aldrich [35]. The extract
was filtered by syringe filter of 0.45 p.m x 25 mm of polyvinyl diflu-
oride (PVDF) from Biopore. This concentrated extract was taken as
the source of laccase.

The culture liquid was separated from the mycelium by gentle
filtration through Whatman filter paper and concentrated by dialy-

sis against sucrose through a semi-permeable regenerated cellulose
membrane of 25 mm x 16 mm of Sigma-Aldrich [35]. The extract
was filtered by syringe filter of 0.45 pm x 25 mm of polyvinyl diflu-
oride (PVDF) from Biopore. This concentrated extract was taken as
the source of laccase.

2.2.4. Determination of laccase activity

Laccase extract activity assayed wusing 5mmol/L 2,6-
Dimetoxyphenol (DMP) (77.1 mg/100mL acetate buffer pH
3.6) (E469=27,500mol/L-cm) [36]. The enzymatic reaction was
carried out at room temperature (25°C) and one unit of enzyme
activity (U) was defined as the amount of enzyme oxidizing one
pmoL of substrate per min. The laccase activity was triplicate by
the enzymatic concentration process carried out reaching 32 U/mL.

2.3. Oxidative stability analysis

2.3.1. Peroxide value (PV)

Peroxides are formed in the primary phase of oxidation. It is
the measure used most frequently during the production of veg-
etable oils [37]. This was determined using the analytical methods
described by El-Shattory et al. [38]. In this case, the sample (0.025 g)
was mixed in a glass tube with 9.8 mL chloroform-methanol (7:3)
on a vortex for 10s. Then 50 L of NH4SCN 30% m/V solution and
FeCl, 0.2% solution were added, and the sample was mixed on a
vortex for 10s. The reaction mixture was incubated at room tem-
perature for 5 min. Absorbance of the red complex was read in a
Shimadzu UV 1800 spectrophotometer at 500 nm against a blank
containing the whole reagent, except the sample. The procedure
occurred in low light and completed in 10 min. The quantification
was referred to a standard calibration curve made with FeCls. The
PV was expressed as milliequivalents of peroxides per kilogram of
oil (mEq Px/kg).

(As 7Ab) X m

PV="ssgaxw

x 2 (M
Where: As: absorbance of the sample; Ay: absorbance of the tar-
get; m: slope of the calibration curve; 55.84: iron atomic weight;
W: grams of oil in the sample. The factor 2 is necessary to express
the peroxide value as milliequivalents of peroxides instead of mil-
liequivalents of oxygen.

2.3.2. Conjugated dienes (K232) and conjugated trienes (K270)

After peroxides formation, in the primary phase of oxidation,
the rearrangement of the double and triple bonds of the fatty acids
originate the conjugated dienes and trienes [39]. In this experience,
an aliquot (20 L) of the reaction mixture was placed in a volumet-
ric flask and weighed accurately. It was prepared with 10 mL of
hexane and stirred for 5min, and then the absorption spectrum
was recorded [40]. The results was

A\

K\ = he (2)
Where: K, : specific extinction coefficient at the wavelength \; A, :
absorbance read in the spectrophotometer at the wavelength \; b:
thickness in cm of the cuvette c: oil concentration of the solution
in g/100 mL.

2.3.3. Statistical analysis

The set of analytic determinations was carried out in tripli-
cate. All data are presented as means +SD and were derived with
the Infostat statistical software [41]. Difference between means
was performed by ANOVA. The level of statistical significance was
accepted at P <0.05.
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Table 1
Peroxide Value (mEq Px/kg) in vegetable oils treated whit laccase.! Different letters indicate significant difference (P < 0.05)?.
Sample Days
0 3 11 18
LAC w/air 21+04°2 3.3+0.7% 54+0.6? 16.7+0.1°
Chia LAC w/o air 19+01°2 29+0.2° 53+0.8? 15.8+0.5%
Fresh w/air 19+02°? 23+03¢ 48+0.1° 13.9409"
Fresh w/o air 19+02°? 22+03° 42+04°2 12.1+0.9°
LAC w/air 1.5+04°2 1.7+01°2 32+0.1° 8.1+04°
Sunflower LAC w/o air 1.5+£03? 1.6+£05? 3.0+03° 7.8+03?
Fresh w/air 1.2+06° 14+0.1° 2.7+0.1°2 6.840.3P
Fresh w/o air 12+04° 14+01° 2.7+0.1° 7.0+£03P°
LAC w/air 3,5+03¢ 46+0.1° 53+05? 11.1+0.52
Peanut LAC w/o air 3.5+0.1° 44+0.1° 52+052 10.9+04°
Fresh w/air 33+05¢ 42+0.1° 51+05°2 9.74+03°
Fresh w/o air 34+04° 4,0+0.1° 5.0+0.5¢? 9.2+0.3°"
LAC w/air 40+04° 6.6+0.1° 8.5+04° 11.8+0.6°
S LAC w/o air 3.7+0.1° 6.6+0.2° 8.1+09° 104+0.2°
esame Fresh w/air 35+0.12 6.4+032 8.1+0.12 10.0+£0.2"
Fresh w/o air 3.5+0.1° 59+03? 7.8+0.12 9540.2"P

Legend: LAC w/air, oil with laccase and whit atmospheric air; LAC w/o air, oil with laccase and without atmospheric air; Fresh w/air, oil fresh with atmospheric air; Fresh

w/o air, oil fresh without atmospheric air.
“TEach sample “LAC” contained 3.2 U/mL laccase from Trametes versicolor.
"2ANOVA was between LAC and Fresh (w/air and w/o air) in each oil and each time.

Table 2

Conjugated dienes (K232) in vegetable oils treated with laccase! Different letters indicate significant difference (P < 0.05)2.

Time in Days

Vegetable Oil Sample
0 3 11 18

chi LAC 1.3+0.42 13+052 144062 47+01°2

1a Fresh 124022 134032 134012 3.5+£09°
sunfl LAC 0.8+£04°? 1.1+0.12 224012 43+052
untiower Fresh 0.8+0.62 0.9+02? 194022 32403
b LAC 154032 1.6+0.12 20+0.52 274062
eanut Fresh 1.4+042 1.5+0.12 1.8+052 2.0+£03P
s LAC 1.84+0.22 214012 3.0+£042 384062
esame Fresh 1.7+0.12 1.9+032 2.8+0.1? 3.1+02°

Legend: LAC, oil with laccase; Fresh, oil fresh.
“IEach sample “LAC” contained 3.2 U/mL laccase from Trametes versicolor.
2ANOVA was between LAC and Fresh in each oil and each time.

2.4. Experimental design

The samples treated with laccase (LAC) contained 3 mL of veg-
etable oil, 100 p.L of enzymatic extract of Trametes versicolor BACF
2234 (32U/mL) and 100 p.L of citrate-phosphate buffer pH 5. This
corresponds to the optimum pH for the action of the fungal lac-
case, according to the bibliography [9]. The control samples (Fresh)
were prepared the same manner except the enzymatic extract was
inhibited with 0.1 mmol/L sodium azide [42].

According to the reaction conditions, two treatments were
tested:

- Treatment 1: the samples were incubated at room temperature
of 28 °C for 18 days; in static and dark conditions, covered.

- Treatment 2: the samples were kept under accelerated condi-
tions of 60°C in the oven, for 72 h. Hypothetically, one day at
60-65°C should correspond to one month of storage at room
temperature of a vegetable oil [43].

3. Results and discussion

3.1. Peroxide value (PV) in Treatment 1

The peroxide values observed in vegetable oils, were collected
in Table 1.

As can be observed, the increase in the PVs was gradual until day
11 and it was significant on day 18, for the treated and untreated
samples.

As for the effect of the enzyme, the PV was surprisingly
increased. However, the differences between LAC and Fresh were
statistically significant (P <0.05) from day 18 of reaction.

In detail, in LAC, the amount of peroxides was between 8 and 17
mEq Px/kg on day 18, while in Fresh, the values were between 7
and 14 mEq Px/kg approx.

Chia oil showed a higher PV, these were 13.9 and 16.7 mEq Px/kg
in Fresh and LAC, respectively. This may be due to its high con-
tent of linolenic acid (Cyg: 3) (60% of total fatty acids) that confers
susceptibility to oxidation [44].

The effect of the absence of oxygen, by vacuum application, was
also determined in this treatment. The LAC and Fresh showed no
significant differences on the PV with respect to them in the pres-
ence of oxygen (Table 1).

Assuming that laccase treatment is capable of playing the role of
oxygen scavenger, it was expected to be more efficient than pheno-
lic compounds in protecting oils from oxidation. On the contrary,
a pro-oxidant effect was observed, which could be promoted by a
route other than oxygen from the air and related to the phenols
oxidized by the enzyme, under the conditions tested.

Other authors also found contrary results to those expected.
They studied the oxidation of linoleic acid in presence of laccase and
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Fig. 1. Evolution of Peroxide Values (mEqPx/kg Oil), conjugated dienes (K232) and conjugated trienes (K270) in vegetable oils (chia, sunflower, peanut, sesame) treated whit
laccase (LAC) and its corresponding controls (Fresh), stored during 72 h at 60 °C. Columns with different letter are statistically different (P <0.05) according to Fisher’s test.

The bars represent the error. The results are based on triplicate measurements.

p-hydroxycinnamic, sinapic, ferulic and p-coumaric acids, which
are substrates of the enzyme and also powerful antioxidants, how-
ever the results showed that p-coumaric acid has a high capacity
to peroxidate unsaturated lipids once it is oxidized by laccase [45].

3.2. Conjugated Dienes (K232) and Conjugated Trienes (K270) in
Treatment 1

The evolution of oxidation at 28°C through the specific
extinction coefficients at 232 nm and 270nm are shown in the
Tables 2 and 3, respectively.

K232 showed higher values in the samples with the enzyme.
The differences were significant on day 18, as was the case with the
peroxides. Chia oil, followed by sunflower oil, showed the greatest
alteration about this coefficient. In detail, these were 4.7 and 4.3
mEq Px/kg, respectively. This could be explained by the high con-
tent of polyunsaturated fatty acids in these oils, which are 90% for
sunflower oil and 80% for chia oil, approx [47,44].

Other authors measured the relationship between the composi-
tion of the fatty acids, PV and K232 during the oxidation of various
sunflower oils and found a lower slope for the oil with a lower
degree of unsaturation [48].
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Table 3

Conjugated trienes (K270) in vegetable oils treated with laccase' Different letters indicate significant difference (P < 0.05)2.

Time in Days

Vegetable Oil Sample
0 3 11 18

. LAC 0.4+0.05 0.7+0.07 2 1.04+0.32 1740272
Chia Fresh 0.4 +0.04 0.6+0.062 09+0.12 1.1+£045
a LAC 0.2+0.052 0.3+0.05 2 0.4+0.12 154032
Sunflower Fresh 0.2+0.042 02+0.04°2 03+0.12 09+02b
. LAC 0.1+0.062 0.1+£0.052 0.2+0.12 0.9+0.6?
eanut Fresh 0.1+0.052 0.1+£0.03 2 0.2+£0.1°2 04402
s LAC 0.1+£0.022 0.3+0.062 0.6+£0.62 1.9+042
csame Fresh 0.1+£0.032 0.2+0.05 2 0.4+0.52 13+02P

Legend: LAC, oil with laccase; Fresh, oil fresh.
“IEach sample “LAC” contained 3.2 U/mL laccase from Trametes versicolor.
"2ANOVA was between LAC and Fresh in each oil and each time.

K270 also showed greater increase in the samples with the
enzyme, with significant differences towards day 18 (Table 3).
Sesame oil obtained the highest values of conjugated trienes in
LAC(1.9+0.4).

3.3. Peroxide value (PV) in Treatment 2

Results relative to PV in the accelerated oxidation conditions
carried out at 60°C and 72 h were collected in Fig. 1.

The samples with the enzyme showed higher PVs, with signif-
icant differences (P <0.05) at 72 h for chia, sunflower and peanut.
The PVs were higher in this treatment, compared to the treatment
1. At 72 h, these were between 7-12 mEq Px/kg versus 1-6 mEq
Px/kg for the LAC, in treatment 1 and 2 respectively.

De Leonardis et al. [46] reported in 2013, about the effect of
laccase on the oxidative stability of olive oil and the role of endoge-
nous phenols in the oxidation process of these oils. They found that
olive oil with laccase had a lower resistance to oxidation at higher
temperatures, as a consequence of partial depletion of endogenous
polyphenols; however, oxidative stability was significantly lower
than in chemically desfenolized oil analogues. These results sug-
gested that the presence of newly formed compounds in oils treated
with laccase could promote a pro-oxidant effect.

3.4. Conjugated Dienes (K232) and Conjugated Trienes (K270) in
Treatment 2

Experimental data of the oven test in 60 °C have been analyzed
according to the Eq. (2), and are illustrated in Fig. 1.

The increase in conjugated dienes was higher in the treated
samples. The differences was statistically significant (P <0.05) in
chia and sunflower oils after 2 h of reaction. However, sesame oil
showed the highest coefficients at 232 nm (>21 nm), suggesting
that it has low resistance to storage at high temperatures.

The formation of conjugated trienes (K270) showed the same
trend as for K232 (Fig. 1). This confirmed the negative effect of
laccase on the oxidative stability of vegetable oils.

Petersen et al. [49] reported that laccase enzyme is adequate to
prevent the oxidation of foods with a high content of vegetable oils
because to its effective ability to take dissolved oxygen from the
headspace, but those authors did not measure the direct effect on
the oxidative stability of the oils.

4. Conclusions

Oxidative stability of vegetables oils depends on several factors
such as; the unsaturation degree of fatty acids, the amount and type
of antioxidants present, the enzymes action such us polyphenolox-

idases, the availability of oxygen, light and exposure to elevated
temperatures.

Our results indicate that laccase enzyme impairs the oxidative
stability of edible vegetable oils, due to the increase of peroxide
values and conjugated dienes and trienes, after the application of
an enzymatic extract of Trametes versicolor containing laccase.

It may be argued that several partially oxidized by-products
yielded by the enzymatic activity on the phenolic substrates could
be responsible for the observed oxidative behavior.

Nevertheless, the application of polyphenol oxidases directly in
vegetable oils can be exploited both for analytical purposes and to
better understand the antioxidant role played by natural phenolic
compounds.
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