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    RESUMEN


    Introducción: La utilización de enzimas lignolíticas en el campo de la producción animal es un tema que aún no se ha desarrollado. Objetivo: Obtener y evaluar lacasas fúngicas para su uso en la producción animal. Métodos: Se aislaron 50 cepas de hongos y se seleccionó la cepa de mayor potencial lignocelulolítico. Se evaluó su producción de lacasas con y sin inducción biológica. Las lacasas se purificaron mediante partición trifásica y se caracterizaron en cuanto a pH y temperatura de máxima actividad, estabilidad y termorresistencia. Las lacasas nativas e inducidas se evaluaron como método de pretratamiento de la paja de trigo cruda y del bagazo de caña de azúcar. La modificación de la fibra se monitoreó mediante espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier. Se analizó el efecto del pretratamiento enzimático en el mejoramiento de la calidad nutritiva y la digestibilidad invitro e in vivo (conejo y pollo de ceba) del bagazo de caña. Resultados: La cepa Curvularia kusanoi L7 fue la de mayor producción enzimática. Sus lacasas tanto nativas como inducidas se purificaron con rendimientos superiores al 100% y con factores de purificacion de 20. Las enzimas inducidas resultaron diferentes a la nativa en cuanto a su actividad, pH y termorresistencia. Ambos tipos fueron capaces de modificar la estructura de la lignina, mejorar la calidad nutritiva y la digestibilidad in vitro e in vivo del bagazo de caña de azúcar en las especies de interés productivo evaluadas. Conclusiones: Las lacasas fúngicas de C. kusanoi L7, constituyen una nueva variante de pretratamiento de fuentes fibrosas detinadas a la producción animal, a la vez que resultan interesantes para su utilización en la rama agropecuaria y biotecnológica.
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    Obtention of fungal laccases for the improvement of the fibrous sources for animal feed


    ABSTRACT


    Introduction: The use of lignolytic enzymes in the field of animal production is an issue that has not yet been developed. Objective: To obtain and evaluate fungal laccases for use in animal production. Methods: It was selected the strain with the highest lignocellulolytic potential from several isolates of fungi. It was evaluated their laccase production with and without biological induction. Laccases were purified by triphasic partitioning and characterized in terms of pH and temperature of maximum activity, stability and heat resistance. They were evaluated native and induced laccases as a pretreatment method for raw wheat straw and sugarcane bagasse. It was monitored fiber modification by Fourier Transformed Infrared Spectroscopy. It was analyzed the effect of enzymatic pretreatment in improving the nutritional quality and digestibility in vitro and in vivo (rabbit and broiler) of sugarcane bagasse. Results: The Curvularia kusanoi L7 strain was selected as the one with the highest enzyme production. They were purified both native and induced laccases with yields greater than 100% and with purification factors of 20. The induced enzymes were different from the native in terms of activity, pH and heat resistance. Both types were able to modify the structure of lignin, improve the nutritional quality and the in vitro and in vivo digestibility of the sugarcane bagasse. Conclusions: Fungal laccases constitute a new variant of pretreatment of fibrous sources for animal production, and it is also interesting to agricultural and biotechnological field.
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    INTRODUCCIÓN


    El crecimiento acelerado de la población mundial trae como consecuencia el agotamiento de muchos recursos y empeora la situación alimentaria internacional. Por estas razones el desarrollo de la producción animal se hace indispensable como una de las vías fundamentales para reducir el impacto negativo del déficit de alimentos. Numerosos estudios se conducen con la finalidad de lograr producciones más sostenibles, capaces de suplir la demanda internacional e impulsar la búsqueda y el estudio de fuentes alternativas de alimento animal que no compitan con la alimentación humana. En este sentido el empleo de la biotecnología presenta gran potencial para mejorar la competitividad de la producción agrícola especialmente en países subdesarrollados.


    La revalorización de la biomasa lignocelulósica resulta una de las soluciones más alentadoras en la búsqueda de fuentes de alimento alternativas. (1) Sin embargo, la complejidad estructural de la pared vegetal y la baja digestibilidad de este tipo de fuentes, disminuyen su aprovechamiento por parte del animal. En casos así, el pretratamiento de la fibra es una de las soluciones más acertadas para mejorar la calidad nutritiva. (2) Dentro de los diferentes procesos de pretratamiento, el biológico, se destaca por presentar menor consumo de energía, no emplear productos químicos agresivos, operar en condiciones cercanas al ambiente, además de permitir la reducción de inhibidores y productos tóxicos en el medio de reacción. (3) Este tipo de pretratamiento incluye el uso de microorganismos y sus productos enzimáticos.


    La utilización de enzimas, presenta grandes beneficios económicos al disminuir el tiempo global del proceso, por lo que los estudios actuales se encaminan a la búsqueda de nuevas cepas con alta productividad enzimática, con la finalidad de purificar sus enzimas. (4) Dentro de los microorganismos que sobresalen por su alta producción enzimática se encuentran los hongos, que son capaces de producir, enzimas celulolíticas y aquellas que permiten la modificación de la lignina como las lacasas. (5) Estas últimas, claves en el proceso de acceso a la matriz polisacarídica. (6) Por todos los antecedentes expuestos, la presente investigación tuvo como objetivo obtener y evaluar lacasas fúngicas para su uso en la producción animal.


    



    MÉTODOS


    Aislamiento y selección de hongos productores de enzimas lignocelulolíticas


    Se empleó como material vegetal para el aislamiento de los hongos la madera del árbol de la naranja (Citrus aurantium), del limón (Citrus aurantifolia), de la güira (Crescentia cujete), del cedro (Cedrus), del mamey (Manilkara zapota) y de la leucaena (Leucaena leucocephala) que presentaban signos de infestación. La selección de hongos productores de enzimas lignocelulolíticas se realizó mediante estudios cualitativos y cuantitativos que permitieron escoger las cepas de mayor potencial, las que posteriormente se identificaron mediante el aislamiento de ADN genómico. (7)


    Caracterización de la cepa de mayor potencial lignocelulolítico


    La caracterización de la cepa de mejor potencial lignocelulolítico se determinó mediante fermentación sólida sumergida del bagazo de caña de azúcar, (8) determinación de su capacidad de crecimiento en cocultivos, (7) mineralización del carbono de la paja de trigo crudo y monitoreo de la modificación de la estructura de la pared celular mediante espectroscopía infrarroja de reflexión total atenuada por transformada de Fourier (FTIR).(9)


    Obtención, purificación y caracterización de enzimas lacasas


    La obtención de los crudos enzimáticos se realizó a partir del sobrenadante de la fermentación sólido sumergida de la cepa de mayor potencial según los estudios de actividad lignocelulolítica. La purificación de lacasa a partir de los crudos enzimáticos se realizó mediante sistema de partición trifásica. (10) Los cultivos de la cepa de mayor potencial se indujeron para obtener mayores concentraciones de lacasas, en sistema de fermentación sólida sumergida del salvado de trigo mediante interacciones biológicas con Trichoderma viride M5-2 y Trichoderma. pleuroticola. Los crudos enzimáticos que se obtuvieron, luego de la inducción de lacasas, se purificaron de igual forma en sistema de partición trifásica. (10) Se calculó el factor de purificación y el rendimiento de la enzima. La lacasa purificada se caracterizó mediante el estudio del efecto de diferentes pH (3,5; 4,5; 6,5 y 8) y sistemas de amortiguadores (citrato, fosfato y acetato) en la actividad enzimática. Se evaluó, además, el efecto de la temperatura sobre la actividad, estabilidad y termorresistencia de la enzima (30, 40, 50, 70 y 80) ºC.


    Análisis estadísticos


    Para evaluar el efecto del pH y del tipo de amortiguador en la actividad lacasa se utilizó un diseño completamente aleatorizado con arreglo factorial (3 x 4) dispuesto en 3 sistemas de amortiguadores (fosfato, citrato y acetato) y 4 valores de pH (3,5; 4,5; 6,5 y 8) para cada enzima (nativa e inducida por interacciones biológicas). Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de la enzima se realizó análisis de varianza simple, dispuesto en 4 tratamientos (lacasa nativa y lacasas inducidas en C. kusanoi L7 mediante interacciones biológicas con T. viride M5-2 y T. pleuroticola) con 3 repeticiones cada uno. Todos los resultados experimentales se analizaron con el paquete estadístico InfoStat. (11) La dócima de Duncan se empleó en los casos necesarios, para discriminar diferencias entre las medias. (12)


    Evaluación de actividad lacasa en sustratos fibrosos


    La actividad ligninolítica de las lacasas purificadas se evaluó en paja de trigo cruda, mediante espectroscopía infrarroja de reflexión total atenuada con transformada de Fourier (ATR-FT-IR). Se realizó un experimento en bagazo de caña de azúcar para determinar el tiempo de incubación efectivo y la mejor dosis de aplicación de las lacasas purificadas sobre la degradación de la lignina. Además, se evaluó el fraccionamiento fibroso y la digestibilidad in vitro del bagazo de caña de azúcar pretratado con lacasas purificadas. (13)


    Evaluación in vivo de la digestibilidad del bagazo de caña de azúcar pretratado con enzimas lacasas


    Estudio en pollos de ceba


    El trabajo se desarrolló en la unidad experimental avícola del Instituto de Ciencia Animal, Mayabeque, Cuba. A los 21 d de edad se seleccionaron al azar 32 pollos de ceba (HEEB55) con peso vivo promedio de 470 g ± 50 Los animales se distribuyeron individualmente en jaulas para metabolismo según diseño completamente aleatorizado con 8 repeticiones por tratamiento: a) tratamiento control (maíz/soya); b) inclusión de bagazo de caña sin tratamiento enzimático; c) bagazo de caña tratado con lacasa purificada de Curvularia kusanoi L7 y d) bagazo de caña tratado con lacasa inducida en C. kusanoi L7 por interacciones biológicas con Trichoderma pleuroticola. Se empleó el método de colecta total de excretas. Se determinaron los contenidos de materia seca (MS), y cenizas totales. (14) Para la extracción de fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente ácido (FDA), lignina, celulosa y hemicelulosa se utilizó el método de fraccionamiento de Van Soest. (15) Cada análisis se realizó por triplicado al alimento y las excretas. Se determinó la retención fecal aparente de nutrientes como (1):


    Estudio en Conejos


    Se utilizaron 15 conejos machos pardo cubano de 60 d de edad, con peso vivo promedio de 1,4 kg ± 2 kg. Se distribuyeron aleatoriamente en jaulas individuales en 3 tratamientos y 6 repeticiones, donde cada animal constituía una unidad experimental. Los tratamientos consistieron en: a) tratamiento control (20 % de bagazo sin tratar) y tratamientos b y c con la inclusión de 20 % de bagazo de caña tratado con lacasa purificada de Curvularia kusanoi L7 y 20 % de bagazo de caña tratado con lacasa inducida en C. kusanoi L7 por interacciones biológicas con Trichoderma pleuroticola, respectivamente. Las dietas se elaboraron acorde con las recomendaciones de Machado et al. (16)


    El estudio tuvo una duración de 10 d, 7 de adaptación al consumo de las dietas y 3 para la colecta total de excretas. El agua de bebida se ofertó ad libitum y el alimento a razón de 100 g diarios distribuidos en 2 raciones: mañana y tarde. Durante la fase experimental, se controló el peso del alimento ofertado, así como del rechazo para determinar el consumo diario de alimento. Se recolectaron las heces de los animales individuales, se conformó un pool de las excretas por tratamiento y se tomó el 10 %, que se conservó en congelación a -20 ºC hasta el momento de su análisis. (17) Se determinaron los contenidos de materia seca (MS) y cenizas totales. (14) Para la extracción de fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente ácido (FDA), lignina, celulosa y hemicelulosa se utilizó el método de fraccionamiento de Van Soest. (15) Cada análisis se realizó por triplicado al alimento y las excretas. Se determinó la retención fecal aparente de los nutrientes. (17)


    Análisis estadístico


    En ambos experimentos in vivo se utilizó un diseño completamente aleatorizado. En el caso de las aves se utilizaron 4 tratamientos y 8 repeticiones cada uno, y en el estudio en conejos se utilizaron 3 tratamientos con 6 repeticiones cada uno. Cada animal representó una unidad experimental. Los resultados se analizaron con ayuda del paquete estadístico computadorizado InfoStat. (11) Los valores medios se compararon mediante la dócima de Duncan (12) en los casos necesarios.


    



    RESULTADOS


    Aislamiento y selección de hongos productores de enzimas lignocelulolíticas


    Se obtuvieron 50 aislados con características celulolíticas. De ellas, la cepa identificada como C. kusanoi L7 presentó además de una alta producción de enzimas celulolíticas, una producción significativa de enzimas lacasa, por lo que se seleccionó para posteriores estudios (7) (figura 1). Es necesario señalar que la producción de lacasa que se obtuvo con la cepa L7, se encuentra en el rango de las que se reportan para hongos basidiomicetos altos productores de esta enzima. (18)


    Caracterización de la actividad lignocelulolítica de Curvularia kusanoi L7


    La cepa C. kusanoi L7 presentó alta actividad celulolítica en salvado de trigo y en bagazo de caña de azúcar como sustratos sólidos sumergidos (9) (tabla 1).


    Crecimiento de Curvularia kusanoi L7 en cocultivo


    En cuanto a la capacidad de crecimiento en cocultivo se encontró que C. kusanoi puede crecer en presencia de diferentes microorganismos, resultados que pueden generar consorcios microbianos que permitan una biodegradación más completa de los sustratos lignocelulósicos. En el caso específico del cocultivo entre C. kusanoi L7 y las diferentes especies de Trichoderma se debe resaltar el alcance de los resultados, puesto que son combinaciones de grandes potencialidades debido al alto potencial degradativo de estas cepas. (7,9)


    Obtención, purificación y caracterización de las lacasas de Curvularia kusanoi L7


    Los extractos crudos de la cepa C. kusanoi L7 se obtuvieron a las 168 h de fermentación (pico de mayor producción de lacasas). Con el uso de este sistema propuesto se concentró la proteína de interés y aumentó la actividad enzimática lacasa. (9) Se obtuvo un extracto enriquecido en lacasa con rendimiento superior al 100 % y 20 veces más puro que el preparado inicial, aspecto de suma importancia para los futuros estudios de escalado del producto. Se encontró en la mayoría de los casos que las lacasas nativas del hongo C. kusanoi L7 presentan mejor actividad a pH alcalinos que a pH ácidos. En cuanto al efecto de la temperatura sobre la actividad lacasa se encontró el intervalo de 30 ºC a 40 ºC como el de máxima actividad para la enzima. En cuanto a su estabilidad, se observó que las lacasas del hongo C. kusanoi L7 mantienen su actividad entre 30 ºC y 40ºC, encontrándose una pérdida gradual a partir de los ٥٠ ºC y hasta los ٧٠ ºC. Con temperaturas superiores a los ٨٠ ºC ocurre un rápido descenso en su actividad, con pérdida total de esta a los ٣٠ min de reacción. (7)


    Inducción enzimática mediante interacciones biológicas


    En los estudios de inducción realizados con las cepas T. viride M5-2 y T. pleuroticola se observó un aumento en la inducción de lacasa cuando se inoculan las diferentes especies de Trichoderma después de un determinado tiempo de crecimiento en el cultivo de C. kusanoi L7. (13) El mejor efecto inductor de lacasas se obtuvo tras la inoculación de Trichoderma luego de las primeras 48 h de crecimiento de C. kusanoi L7. En ambas interacciones biológicas (con T. viride M5-2 y con T. pleuroticola) se observó un comportamiento similar y coincidió la máxima producción de la enzima en ambos casos con el noveno día de fermentación de los cultivos.


    Los preparados enriquecidos con lacasa, procedentes de los cultivos inducidos por interacciones biológicas con las 2 especies de Trichoderma, se purificaron de igual forma que lo descrito para la enzima nativa. (10) Estos crudos presentaron actividades enzimáticas de 3,1 U/mL para el extracto inducido por interacción con T. viride M5-2 y 3,8 U/mL para el extracto inducido por interacción con T. pleuroticola. Ambos con un factor de purificación de 25 y con rendimientos superiores al 100 % (257 % y 305 %, respectivamente).


    Respecto al efecto del pH, del tipo de amortiguador y de la temperatura en la actividad de las lacasas inducidas en Curvularia kusanoi L7, tanto las inducidas por T. viride M5-2 como las inducidas por T. pleuroticola presentaron un comportamiento totalmente diferente a la enzima nativa. Estas enzimas inducidas mostraron mejor actividad a pH ácidos que a pH alcalinos. En cuanto al efecto de la temperatura, difirieron de la enzima nativa. Ambas lacasas inducidas presentaron un comportamiento similar y la mayor actividad se encontró en el intervalo de 60 ºC-70 ºC (figura ٢ A). En cuanto a la termorresistencia de las lacasas de C. kusanoi L7, el proceso de inducción enzimática aumentó la termorresistencia de la enzima. La lacasa nativa pierde totalmente su actividad luego de los primeros 20 min, en cambio las enzimas inducidas mantienen su actividad residual (figura 2 B)


    Evaluación de la capacidad ligninolítica de lacasas C. kusanoi L7 en paja de trigo crudo mediante espectroscopía de reflexión total atenuada con tranformada de Fourier


    Los tratamientos con lacasas, tanto inducidas como nativas, lograron marcada reducción de las intensidades de las señales asociadas a la lignina. El tratamiento con las lacasas inducidas por T. pleuroticola logró la mayor reducción de estas señales, aunque solo hubo pequeñas diferencias con el resto. En todos los casos, las mayores reducciones se localizaron en el triplete característico atribuido a las vibraciones del anillo aromático de la lignina. (13)


    Tiempo de incubación efectivo del bagazo de caña de azúcar y estudio de dosis de aplicación de las lacasas


    El análisis de los resultados no encontró diferencias entre los tratamientos enzimáticos, tampoco se encontraron interacciones entre los factores, solo el tiempo de incubación y la dosis de enzima, influyeron en la concentración de fenoles solubles como medida indirecta del grado de degradación de lignina. (13)


    Las lacasas de C. kusanoi L7, tanto las nativas como las inducidas, presentaron un comportamiento similar en cuanto a su actividad degradativa del bagazo de caña de azúcar. Estos resultados se encuentran en correspondencia con los que se obtuvieron anteriormente por ATR-FT-IR, donde todos los tratamientos enzimáticos mostraron un comportamiento similar en la degradación de la paja de trigo cruda.


    A partir de estos resultados se empleó la dosis de mayor actividad ligninolítica (4UI/g) y el tiempo de incubación que produjo mejor degradación del sustrato (72h), como las condiciones de pretratamiento del bagazo de caña de azúcar para evaluar su digestibilidad. Al respecto, se evidenció que el proceso de pretratamiento enzimático permitió una disminución de los componentes fibrosos, especialmente de la fibra detergente ácido y de los niveles de lignina y celulosa mejorando la digestibilidad in vitro de la fibra del bagazo de la caña de azúcar. (13)


    Evaluación in vivo de la digestibilidad del bagazo de caña de azúcar pretratado con enzimas lacasas de Curvularia kusanoi L7


    La evaluación de la digestibilidad in vivo del bagazo de caña de azúcar pretratado con las enzimas lacasas de Curvularia kusanoi L7, tanto en sus condiciones nativas como inducidas por interacciones biológicas con Trichoderma, se valuaron en 2 especies de interés productivo, en pollos de ceba (tabla 2) y conejos (tabla 3).


    Según se observa en la tabla 2, no se encontraron diferencias en cuanto a la digestibilidad in vivo de la dieta control con maíz-soya y las dietas con bagazo pretratado con las lacasas de C. kusanoi L7. Por otra parte, es necesario señalar como el proceso de pretratamiento logró aumentar el peso vivo de los animales al finalizar el experimento, estos valores si bien están por debajo de los que se alcanzaron para el control con maíz-soya, si se encuentran por encima de los valores del tratamiento control con bagazo sin tratar.


    En cuanto a las diferencias entre los tratamientos enzimáticos, se observa que se obtuvo resultados similares tanto en el pretratamiento con la lacasa nativa como la inducida por interacciones biológicas, por lo que ambas pueden utilizarse para estos fines.


    Los resultados que se obtuvieron en conejos son similares a lo que se encontraron en el pollo de ceba. Como se observa en la tabla 3, los tratamientos que incluyeron el bagazo pretratado enzimáticamente, presentaron valores de digestibilidad in vivo mayores que el tratamiento control. Por otra parte, tampoco se encontraron diferencias entre los pretratamientos enzimáticos, obteniéndose resultados similares tanto en el pretratamiento con la lacasa nativa como en el pretratamiento con la inducida por interacciones biológicas, por lo que ambas enzimas pudieran utilizarse indistintamente para estos fines.


    



    DISCUSIÓN


    El proceso de selección del microorganismo con mayor capacidad degradativa resultó en el ascomiceto identificado como Curvularia kusanoi L7. Este microorganismo presentó además de una alta capacidad celulolítica, una alta producción de enzimas que modifican la lignina como las lacasas. Los reportes del género Curvularia respecto a la producción de este tipo de enzimas son escasos. (19,20) Sin embargo, los resultados de la presente investigación, son una medida del alto potencial que puede tener este género en la degradación de compuestos recalcitrantes como la lignina.


    La capacidad lignocelulolítica de Curvularia kusanoi L7, y su producción de celulasas frente a sustratos complejos (ver tabla 1), puede ser una alternativa eficiente en la bioconversión de la biomasa lignocelulósica. Se conoce que el proceso de degradación enzimática de la lignina, puede incrementar el número de poros y aumentar el área superficial disponible. Este proceso permite mejor acceso de las enzimas xilanasas y celulasas, además de que mejora de forma directa los rendimientos totales de la hidrólisis.(21)


    La capacidad de crecimiento en cocultivo que presenta este microorganismo, es otra de sus ventajas como método biológico de pretratamiento de la fibra. Los cocultivos de hongos lignocelulolíticos constituyen una solución efectiva para lograr una degradación mejor y más completa de la pared celular de la planta. (22) Este proceso necesita la acción integrada no solo de las enzimas del complejo celulolítico, sino también aquellas enzimas implicadas en la degradación de la lignina. (23) Sin duda, las técnicas que emplean acertadamente los consorcios microbianos, son potenciales herramientas que mejoran los procesos de degradación de la fibra y de compuestos complejos de estructuras similares. Su aplicación a nivel industrial va en aumento. (24) destacándose su uso desde la obtención de biocombustibles, hasta el tratamiento de residuales y la biorremediación. No obstante, a pesar de todos los resultados positivos de los cocultivos en la degradacion de la fibra, su utilización en el sector ganadero es muy pobre. Se conocen algunas investigaciones como las de Ghorai et al. (2009) (25) y Medina et al. (2016), (26) quienes emplearon satisfactoriamente cocultivos de hongos basidiomicetos en la biodegradación de diferentes fuentes fibrosas para alimentación de rumiantes. La posibilidad de C. kusanoi L7 y T. pleuroticola de crecer en cocultivo, muestra un posible consorcio microbiano de grandes potencialidades en el campo de la producción animal. (9)


    La utilización de las enzimas lacasas de Curvularia kusanoi L7 de forma aislada, es otro de los beneficios que ofrece este microorganismo. Su purificación a través de técnicas poco complejas y que garanticen un alto rendimiento, constituyen aspectos significativos a la hora del escalado del producto. El rendimiento global del proceso de purificación mediante partición trifásica, se corresponde con resultados similares de Gagaoua y Hafid (2016) (27) quienes obtuvieron rendimientos superiores al 100 % con bajos factores de purificación, aspectos que según estos autores se asocian a la presencia de lacasa como proteína predominante en la fase intermedia del sistema de partición del crudo.


    La obtención de las lacasas purificadas evidenciaron diferencias entre la enzima nativa y las que se obtuvieron por inducción en cuanto a pH, temperatura de máxima actividad y termorresistencia. Se conoce que son varios los factores que pueden afectar la estructura y estabilidad de las lacasas. (28)


    Existen oxido-reductasas que a pesar de provenir del mismo género o de la misma especie, presentan un comportamiento totalmente distinto en cada estudio. Estas diferencias se asocian a la secreción de varias isoformas de la enzima, las que pueden ser codificadas por genes diferentes e inclusive por el mismo gen. En un proceso fermentativo se pueden encontrar varios tipos de isoenzimas producidas por el mismo microorganismo, las que pueden mostrar una marcada diferencia en cuanto a estabilidad, condiciones óptimas de reacción y afinidad por diferentes sustratos. (22) Se conoce que la transcripción de genes asociados a la producción de lacasas se regula por diferentes fuentes de carbono y nitrógeno, adición de compuestos fenólicos y no fenólicos, la presencia de iones metálicos y a la interacción con otros organismos. (29) En el caso específico de la inducción enzimática por interacciones biológicas en hongos ligninolíticos, se manifiestan cambios en el patrón de isoenzimas que se producen y excretan al medio. (30)


    Las enzimas oxido-reductasas y especialmante las lacasas, al ser importantes factores de virulencia de hongos patógenos y uno de los principales mecanismos de defensa de hongos lignolíticos, su secreción se corresponde con el tipo de organismo al que se enfrente. (31) El aumento de la secreción de lacasas tras la inducción por interacciones biológicas en el presente estudio se corresponde con reportes similares de otras especies de hongos lignocelulolíticos enfrentados a Trichoderm. (32,33)


    Se puede resumir que la interacción entre Trichoderma y un determinado hongo lignocelulolítico o patógeno, puede desencadenar un ataque lítico, donde se exacerba la producción de enzimas extracelulares que degradan las paredes celulares del hospedero y posibilitan la penetración de las hifas. (34) Estas interacciones resultan productivas desde el punto de vista biotecnológico, principalmente en los casos en que se enfrenten a microorganismos productores de lacasas, pues aumentan de forma significativa la producción de esta enzima.


    Los estudios de inducción de lacasas por interacciones biológicas, se informan mayoritariamente en basidiomicetos. En cambio, para los ascomicetos las investigaciones son mínimas. Solo se encuentran algunos informes como los de Copete et al. (2019) (35) quienes evaluaron la capacidad inductora de Aspergillus niger, A. terreus, A. fumigatus, Trichoderma viride, Penicillium sp. y Fusarium sp. sobre la secreción de enzimática (lacasa) del ascomiceto Leptosphaerulina sp. Sin embargo, este tipo de inducción por interacciones biológicas en el género Curvularia no se discute en la literatura científica para ninguna de sus especies. De ahí que la presente investigación constituya el primer informe al respecto y constituya el punto de partida para la evaluación de otras especies pertenecientes a este mismo género.


    La actividad ligninolítica de las lacasas frente a matrices fibrosas y sustratos complejos justifican su utilización creciente en la industria biotecnológica. (36) No obstante, en el campo de la producción animal, estas enzimas no se utilizan en la misma medida que lo hacen las enzimas celulolíticias y xilanolíticas. De hecho, la mayoría de las compañías internacionales que comercializan productos enzimáticos fibrolíticos, presentan formulaciones a base de enzimas celulolíticas y xilanolíticas, como es el caso de Grasszyme®, Alfazyme® y Fibrozyme®. (37) En cambio, en el mercado, la mayoría de estas preparaciones adolecen de enzimas modificadoras de lignina, a pesar de conocerse que estas biomoléculas son fundamentales para permitir el acceso a las fibras de celulosa. La unión de la actividad celulolítica y la actividad ligninolítica es esencial para lograr una degradación más exhaustiva de los sustratos fibrosos. (38) Por estas razones, se pudiera esperar que la inclusión de enzimas lacasas en productos fibrolíticos optimize las formulaciones y consiga tecnologías mucho más eficientes.


    Los resultados de la presente propuesta muestran cómo, a través del tratamiento fibrolítico de la fibra con las lacasas de C. kusanoi L7, se logra una modificación de la pared celular de la planta que permite una mejora en la calidad nutritiva de la fuente. Este resultado influye significativamente en la digestibilidad in vitro de un sustrato tan complejo como el bagazo de caña de azúcar, con implicación positiva sobre la digestibilidad in vivo en especies de interés productivo como el conejo y el pollo de ceba.


    La presente investigación ofrece los elementos necesarios para valorar la incorporación de enzimas como las lacasas que modifiquen la lignina en el pretratamiento de fuentes fibrosas para su uso en la producción animal, a la vez que traza nuevas líneas de pensamiento en la formulación y el estudio de productos fibrolíticos para la ganadería


    Conclusiones


    Las lacasas fúngicas de C. kusanoi L7 constituyen una nueva variante de pretratamiento de fuentes fibrosas destinadas a la producción animal, a la vez que resultan interesantes para su utilización en la rama agropecuaria y biotecnológica.
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    Fig. 1. Cinética de producción de lacasas (EE ± 3,52; p < 0,0001) y peroxidasas (EE±1,18; p<0,0001), de la cepa C. kusanoi L7 en medio sólido sumergido de salvado de trigo. Análisis de varianza simple para cada enzima. Paquete estadístico InfoStat. Fuente: Elaboración propia (11)


    


  


  
    Tabla 1. Actividad celulolítica de la cepa C. kusanoi L7 en salvado de trigo y bagazo de caña de azúcar

  


  
    
      
        
          
            
              
                
                  
                    
                      
                      
                      
                      
                      
                      
                      
                      
                      
                      
                    

                    
                      
                        	
                          Salvado de trigo

                        

                        	
                          Tiempo de fermentación (horas)

                        
                      


                      
                        	
                          Actividad celulolítica (UI/mL)

                        

                        	
                          24

                        

                        	
                          48

                        

                        	
                          72

                        

                        	
                          96

                        

                        	
                          120

                        

                        	
                          144

                        

                        	
                          168

                        

                        	
                          EE y Signf.

                        

                        	
                      


                      
                        	
                          endo-1,4-β- glucanasa

                        

                        	
                          0,53


                          5 e

                        

                        	
                          0,19


                          7 c

                        

                        	
                          0,981


                          d

                        

                        	
                          0,185


                          c

                        

                        	
                          0,081


                          b

                        

                        	
                          0,035


                          a

                        

                        	
                          0,029


                          a

                        

                        	
                          ± 0,022


                          P = 0,0003

                        

                        	
                      


                      
                        	
                          exo-1,4-β- glucanasa

                        

                        	
                          0,34 c

                        

                        	
                          0,19 b

                        

                        	
                          0,15 b

                        

                        	
                          0,08 a

                        

                        	
                          0,08 a

                        

                        	
                          0,08 a

                        

                        	
                          0,05 a

                        

                        	
                          ± 0,011


                          P = 0,045
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                          Caña

                        

                        	

                        	

                        	
                          Tiempo de fermentación (horas)

                        

                        	

                        	
                      


                      
                        	
                          Actividad celulolítica (UI/mL)
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                          48
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                          144

                        

                        	
                          168
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    a,b,c,d,e Medias con diferentes letras en cada fila difieren a p < 0,05 (12) Fuente: Elaboración propia
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    Fig. 2. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimática (A) y termorresistencia a 80 ºC (B) de las lacasas inducidas en C. kusanoi L7 por interacciones biológicas con T. pleuroticola (EE±0,0197, p < 0,0001) y T. viride M5-2 (EE ± 0,0168, p < 0,0001) Fuente: Elaboración propia.


    


  


  
    Tabla 2. Digestibilidad in vivo del bagazo de caña de azúcar pretratado con enzimas lacasas de Curvularia kusanoi L7. Estudio en pollos de ceba


    
      
        
        
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Dietas Control

          

          	
            Dietas con Bagazo pretratado

          

          	

          	
        


        
          	

          	

          	

          	

          	
            EE ± Sign.


            con lacasa inducida

          

          	
        


        
          	
            Ind. (%)

          

          	
            Maíz/ Soya

          

          	
            10 % de bagazo de caña

          

          	
            con lacasa nativa

          

          	
        


        
          	
            DMS

          

          	
            87,38 b

          

          	
            80,09 a

          

          	
            87,34 b

          

          	
            87,46 b

          

          	
            ± 1,51


            p = 0,0031

          
        


        
          	
            DFA

          

          	
            75,61 b

          

          	
            65,37 a

          

          	
            77,90 b

          

          	
            79,36 b

          

          	
            ± 2.29


            p = 0,0007

          
        


        
          	
            DC

          

          	
            81,82 b

          

          	
            65,78 a

          

          	
            81,22 b

          

          	
            82,08 b

          

          	
            ± 1,78


            p < 0,0001

          
        


        
          	
            PVf

          

          	
            1,79 c

          

          	
            1,51 a

          

          	
            1,71 b

          

          	
            1,68 b

          

          	
            ± 0,03


            p < 0,0001

          
        

      
    


    a,b,c,d,e Medias con diferentes letras en cada fila difieren a P < 0,05. (12) DMS, Digestibilidad de la materia seca; DFA, Digestibilidad de la fibra ácida; DC, Digestibilidad de la celulosa; PVf, Peso vivo al final del estudio. Fuente: Elaboración propia


    


  


  
    Tabla 3. Digestibilidad in vivo del bagazo de caña de azúcar pretratado con enzimas lacasas de Curvularia kusanoi L7. Estudio en Conejos


    
      
        
        
        
        
        
      

      
        
          	
            Dietas con bagazo pretratado
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            Ind. (%)

          

          	
            Control

          

          	
            con lacasa


            nativa

          

          	
            con lacasa


            inducida

          
        


        
          	
            DMS

          

          	
            85,23 a

          

          	
            87,02 b

          

          	
            88,16 b

          

          	
            ± 1,12 p = 0,0016

          
        


        
          	
            DFA

          

          	
            82,56 a

          

          	
            85,22 b

          

          	
            86,19b

          

          	
            ± 1,06 p < 0,0001

          
        


        
          	
            DC

          

          	
            83,91 a

          

          	
            88,03 b

          

          	
            88,65 b

          

          	
            ± 1,78 p = 0,0009

          
        

      
    


    a,b,c,d,e Medias con diferentes letras en cada fila difieren a p < 0,05 (12); DMS, Digestibilidad de la materia seca; DFA, Digestibilidad de la fibra ácida; DC, Digestibilidad de la celulosa. Fuente: Elaboración propia
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