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RESUMEN

Durante el proceso de extraccion de aceite de palma se producen grandes
cantidades de residuos ricos en lignina y hemicelulosa denominados “raquis”, los
cuales fueron un buen sustrato para el crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus
en fase solida durante 10 dias de fermentacion y a una temperatura de 28°C.
Este trabajo se enfoco en evaluar la actividad enzimatica de la lacasa, manganeso
peroxidasa y lignina peroxidasa a partir del cultivo de Pleurotus ostreatus sobre
residuos de palma modificando las condiciones de tamario de particula del sustrato
(2, 3y 4.cm) yla fuente de nitrégeno (NH,Cly KNO,). La actividad de /a lignina
peroxidasa fue casi nula en el sustrato sin suplemento. Por ofro lado, las mejores
condiciones encontradas para la produccion de lacasa (7,42 U/L) fue en cultivo
sin suplemento con tamario de particula de 3cm, y para manganeso peroxidasa
(20,29 U/L) fue en el cultivo suplementado con nitrato de amonio (NH,CI) en una
relacion de carbono/nitrégeno de 20 y un tamafio de particula de 3cm.
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ABSTRACT

Large amounts of waste rich in lignin and hemicelullose named empty
fruit brunch or “raquis” are produced during palm oil extraction process
in Colombia. These waste products were a good substrate for growing of
Pleurotus ostreatus in solid phase during 10 days of fermentation at 28°C. The
aim of this study was to evaluate the enzymatic activity of laccase, manganese
peroxidase and lignin peroxidase from the culture of Pleurotus ostreatus on
the empty fruit brunch of palm oil with different particle size (2, 3 and 4 cm)
and nitrogen source (NH,CI and KNO,). The activity of lignin peroxidase was
not detected in the substrate without supplement. On the other hand, the
better conditions for laccase activity (7,42 U/L) was in the substrate without
supplement and with particle size of 3 cm, and for manganese peroxidase
(20,29 UJL) was in the substrate supplemented with ammonium chloride
(NH,CI) in carbon/nitrogen ratio of 20 and with particle size of 3 cm

RESUMO PALABRAS CLAVES:

Pleurotus ostreatus, Lignina,

Durante o processo de extragdo de 6leo de palma séo produzidas grandes Lacasa, Residuos de palma.

quantidades de residuos que sao ricos em lignina e hemicelulose, 0s quais
foram um bom substrato para o crescimento do fungo Pleurotus ostreatus
na fermentagdo durante 10 dias a uma temperatura de 28 ° C na fase
solida. Este trabalho concentrou-se em avaliar a atividade enzimatica da
lacase, manganese peroxidase e lignina peroxidase de Pleurotus ostreatus
em residuos de palma de éleo mudando as condigées do tamanho das
particulas do substrato (2, 3 e 4 cm) e fonte de nitrogénio (NH4CI e KNOJ).
Os resultados mostraram que a atividade da peroxidase lignina foi quase zero
no substrato sem adicdo de suplemento. Para a producéo de lacase (7,42
U/L) a melhor condigdo foi encontrada para um tamanho de particula de
trés centimetros sem adicdo de suplemento, e para manganese peroxidasa
(20,29 U/L) a melhor condigdo é para uma cultura com nitrato de amonio
(NH4CI) em uma relagdo C/N de 20 e um tamanho de particula de 3 cm.
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INTRODUCCION

La expansion global de la agricultura y de la industria alimentaria ha
hecho que se incremente la obtencion de residuos lignoceluldsicos.
Estos materiales se componen basicamente por celulosa, hemicelulosa y
lignina y son conocidos por ser excelentes sustratos para la produccion de
enzimas ligninoceluloliticas. Estas enzimas extracelulares son generadas
del metabolismo de hongos filamentosos, los cuales tienen la capacidad
de producirlas y poseen aplicaciones industriales especialmente en la
industria de textiles y papel [1].

En la busqueda de fuentes naturales renovables para la produccion de
enzimas y biocombustibles se encuentran los residuos derivados de la
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explotacion de la palma de aceite, los cuales se
presentan en gran cantidad debido al crecimiento de
este cultivo. Colombia durante el 2006 reportd un area
sembrada de 303768 ha; con un rendimiento de 3,86
t de aceite.ha, lo que equivale a una produccion de
710407 t de aceite/ano [2].

Durante el procesamiento del aceite de palma se
generan grandes cantidades de raquis o racimos
vacios (Empty Fruit Brunch o EFB), ricos en celulosa,
hemicelulosay lignina. Estos residuos se pueden utilizar
como sustratos para el cultivo de hongos filamentosos
capaces de producir enzimas extracelulares con
actividad lacasa, manganeso peroxidasa y lignina
peroxidasa [1]. La lignina es un biopolimero
hidrofobico con varias unidades de fenil-propanol
entrelazados que constituyen una macromolécula
amorfa e insoluble que mantiene fuertemente unida
la pared celular [3]. Varios estudios han puesto en
evidencia que quimicamente la degradacion de la
lignina implica una serie de cambios oxidativos,
que conducen a una progresiva despolimerizacion
y liberacion de compuestos de bajo peso molecular
hasta CO, y H,0. EI proceso de degradacion de la
lignina ocurre durante el metabolismo secundario,
cuando hay limitacion de nutrientes. Los hongos
como Pleurotus osteratus poseen varios sistemas
de enzimas lignocelulésicas esencialmente fenol-
oxidasas, las cuales son responsables de la conversion
de los polifenoles y permiten degradar grandes
polimeros, incluyendo la lignina [3,4].

El hongo P ostreatus es considerado como el
segundo hongo comestible mas consumido en
Europa y pertenece al grupo de hongos denominado
de podredumbre blanca. Su complejo enzimatico se
propone como un posible degradador de compuestos
xenobioticos y se conforma principalmente por
enzimas oxidativas: Lacasa (Lcc), lignina peroxidasa
(LiP), y manganeso peroxidasa (MnP) [5]. Sin
embargo, a pesar de ser un hongo de pudricion
blanca solo produce 2 de las 3 enzimas del sustrato
del complejo enzimatico. Segun estudios previos, el
hongo P, ostreatus es capaz de crecer sobre sustratos
muy econoémicos como lo son los residuos agricolas
[6], dentro de los que se incluyen pulpa de café [7],
bagazo de cana [8], hojas y cascaras de platano [9].
Otro estudio evalu6 las condiciones Optimas de pH

y temperatura en las cuales el hongo P ostreatus
produjo su complejo enzimatico con actividad Lcc
y MnP, encontrando las mejores condiciones para
la actividad Lcc a un pH de 4,6 y una temperatura
de 31°C, para MnP a pH 3,5 y 33°C. Asimismo, este
trabajo report6 actividades maximas de 463,9 U/L y
47,5 U/L para Lcc y MnP, respectivamente, y se logro
degradar lignina en un 43,25% [10].

El propdsito de este trabajo fue aprovechar el raquis
de palma por medio de rutas biotecnologicas para la
produccion de enzimas ligninasas a partir del cultivo
de P ostreatus, evaluando la influencia del tamano de
particula del sustrato y la fuente de nitrogeno.

METODOS

Microorganism.La cepa de Postreatus utilizada se
aislo de un cuerpo fructifero comercial mediante la
técnica de resiembra en agar extracto de malta (Agar-
Agar Scharlau 07-490, Extracto de Malta Scharlau) al
2% (p/v) a 28°C [6]. La cepa se conservd en agua
destilada estéril y se mantuvo a 4°C [11].

Inoculos. El hongo se cultiv en agar extracto de
malta durante 7 dias a 28°C. Los indculos liquidos
se realizaron colocando aproximadamente 3 cm? de
micelio cultivado sobre el agar, en 25 mL de medio de
cultivo Mijarna, pH 6, con la siguiente composicion:
4 g.L'" NH,NO,, 0,75 g.L" Na,HPO,.7H,0, 0,8 g.L"
KH,PO, 0.06 g.L" CaCL,.2H,0, 0,5 gL MgS0,.4H,0,
0,005 g.L" FeS0,.7H,0, 0,05 g.L MnS0,.4H,0, 0,002
g.L" ZnS0,.7H,0, 0,02 g.L" CuSO, 2 g.L" extracto de
levadura y 10 g.L'" glucosa. El montaje se realiz6 en
erlenmeyers de 100 mL, previamente esterilizados.
Se incubo a 28° C con agitacion orbital a 200 rpm
durante 8 dias.

Tratamiento del sustrato “raquis”. Los racimos
vacios o “raquis” se obtuvieron de cultivos de palma
localizados en Cumaral —Meta, Colombia, los cuales
fueron lavados, desinfectados, secados a 40°C durante
6 dias y cortados hasta un tamano de particula de 2,
3y 4 cm. Se caracterizd su contenido de nitrégeno
mediante el método de Kjeldahl por NTC 4657 [12], de
carbono por el método de Walkley-Black combustion
humeda [13], de humedad y de cenizas [14].
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Suplemento con fuentes de nitrégeno. El medio
de cultivo Mijarna fue suplementado con 2 tipos de
fuentes (KNO, y NH,CL) cada uno con 3 niveles (0, 1y
2), donde en el nivel cero (0) no participa ninguna fuente
de nitrgeno y la relacion carbono /nitrégeno (C/N) es
igual a44,13. Los niveles 2y 3 corresponden aun G/N
igual a 40 y 20, respectivamente, para cada una de
las fuentes de nitrogeno. Mediante la Ecuacion (1) se
relacionan los gramos de cada fuente de nitrdgeno que
Se necesita para alcanzar las relaciones planteadas.

c ¢ C EFB
N g Nmediosales+gNEFB+g N

(Ec.1)

Donde, g C EFB son los gramos de carbono que posee
los residuos sdlidos, g N medio sales son los gramos
de nitrdgeno en el medio utilizado para el crecimiento del
hongo, g N EFB son los gramos de nitrogeno en los EFB

Cultivo en fase solida del Pleurotus ostreatus
El cultivo en fase solida se realizo en bolsas de
polipropileno esterilizables con capacidad de 250
g con 40 g de sustrato y a una humedad del 66%.
A cada bolsa se le adicionaron 38 mL de medio de
cultivo Mijarna con un pH de 6 y 30 mL de la fuente de
nitrogeno (KNO, -NH,CI) con relaciones de C/N de 20
y 40. Se esterilizaron durante 30 min a 121°C, luego
se enfriaron y se les adicion6 25 mL de indculo. La
fermentacion se llevd a cabo a 28°C en oscuridad,
durante un tiempo total de 10 dias para cada uno de
los tratamientos estipulados.

Analisis enzimaticos. Para la obtencion de los
complejos enzimaticos se utilizo buffer de acetato
de sodio 0,1M con pH 5 en una cantidad de 20 mL
por cada 5 g de sustrato, se agitd vigorosamente
y se separaron los sdlidos mediante centrifugacion
a 5000 rpm durante una hora. Se tomaron 10 mL del
sobrenadante para medir las siguientes actividades
enzimaticas:

Lacasa: La determinacion de la enzima lacasa (Lcc)
se llevo a cabo por la oxidacion ABTS [2,2- Azino-
bis( 3 — ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] al cation
ABTS+ [15] conun volumen de reaccion de 2 mL que

comprende a 200 mL de ABTS 1 mM, 600 mL de buffer
acetato de sodio 0,1M, pH 5y 1200 mL de extracto
enzimatico. La absorbancia se tom¢ a una longitud de
onda de 420 nm en un espectrofotometro (Unicam
Helios B NC 9432 UVB 1000E, Termo Spectronic,
Rochester NY), realizando medidas al inicio de la
reaccion y tres minutos después, para obtener un
delta de absorbancia Util en los calculos, donde se
utilizé un coeficiente de extincion de 36000 M-1 cm
-1.[15,16]. Una unidad enzimatica se define como 1
mmol de producto formado por minuto (U = mmol.
min-1), bajo las condiciones del ensayo. Las unidades
enzimaticas (U/L) de Lcc se calculan utilizando la
Ecuacion 2. Al obtener la absorbancia se realizan los
siguientes calculos para obtener finalmente las unidades
enzimaticas (U/L).

Lec (,umol j_AABSxmolxm XV

minx L ) Exm xt (Ec.2)

Donde, AABS es la lectura de absorbancia final - lectura
de absorbancia inicial, Vr es el volumen total de la
reaccion, ¢ es el coeficiente de extincion que tiene un
valor de 36000 mol"cm™ y Vm es el volumen de la
muestra [17].

Manganeso peroxidasa: La determinacion de la
enzima manganeso peroxidasa (MnP) se realizo por
la oxidacion del rojo de fenol [18], el cual consiste en
adicionar 200 uL de rojo de fenol con concentracion
de 1g.L-1, 200 uL de lactato de sodio (Sigma) con
una concentracion de 250 mmol.L-1 y pH 4,5, 200
uL MnSO04 (J.T.Baker) con una concentracion de
2mmol.L-1, 400 uL de albumina de huevo (Panreac) al
0.5% (p/v), 100 uL de perdxido de hidrogeno (Merck)
con una concentracion de 2mmol.L-1 en buffer de
succinato de sodio a pH 4,5 en una concentracion
de 20mmol.L-1. Por ultimo, se adicion6 1000 uL de
extracto enzimatico y se detuvo la reaccion alos 5 min
con 80 uL NaOH (2N). La temperatura de la reaccion
fue de 37°C. La lectura de absorbancia se efectlo a
610 nm después de lareaccion en el espectrofotometro
previamente mencionado [6]. Las unidades enzimaticas
(U/L) de MnP se calculan empleando la Ecuacion 3. .
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minx L Ex xt (Ec.3)
Donde, AABS es la lectura de absorbancia final -
lectura de absorbancia inicial, Vr es el volumen total de
la reaccion, & es el coeficiente de extincion que tiene
un valor de 4460 M- cm™ y Vm es el volumen de la
muestra [6].

Lignina peroxidasa: La determinacion de la enzima
lignina peroxidasa (LiP) radico en la oxidacion de 80 uL
de alcohol veratrilico (Aldrich D-13) 10mM en presencia
de 20 uL de H202 (Merck) 4mM, 400 uL de buffer
tartrato (Riedel-Dehaen.Seelze-Hannover) 0,25My 1500
uL del extracto enzimatico. Esta reaccion completo un
volumen de 2 mL. La lectura se realizd a 310 nm antes
y después de los 3 min de reaccion. El blanco para
esta medicion es la misma proporcion de reactivos
y de extracto enzimatico descritos anteriormente. Sin
embargo, los 20 uL de H202 son reemplazados por
agua destilada. Las unidades enzimaticas (U/L) de LiP
se calculan empleando la Ecuacion 4.

Lip ( mol ):AABSxmolxm x¥

minx L Exi xt

(Ec.4)

Donde, AABS es la lectura de absorbancia final - lectura
de absorbancia inicial, Vr es el volumen total de la
reaccion, ¢ es el coeficiente de extincion que tiene un
valor de 165 L mmol" cm™ y Vm es el volumen de la
muestra [6].

Analisis estadistico. Para el estudio se us6 un diseio
experimental factorial 32. Los factores fueron tamano de
particula del raquis (2, 3 y 4 cm) y fuente de nitrdgeno
con KNO, y con NH,CI, cada uno con diferentes
relaciones de carbono/nitrégeno (C/N) (44,13, 40 y
20), tal como se muestra en el Cuadro 1. Se realiz6 un
analisis de varianza simple ANOVA, con un intervalo de
confianza del 95% donde se analizaron las diferencias
significativas mediante la prueba de Duncan, utilizando
Stagraphics. Las variables de respuesta fueron las

Cuadro 1. Disefo Factorial

Niveles

2cm (* 0,2 mm)
3cm (= 0,2mm)
4cm (% 0,2mm)
C/N= 44,13
G/N= 40

C/N= 20

C/N= 44,13
C/N= 40

C/N= 20

Factor

Tamano de particula

Fuente de nitrogeno KNO,

Fuente de nitrogeno NH,CI

actividades enzimaticas lacasa, manganeso peroxidasa
y lignina peroxidasa del complejo enzimatico derivado
del cultivo de Pleurotus ostreatus sobre EFB de palma
de aceite. Los experimentos se realizaron por triplicado.

RESULTADOS

Caracterizacion de los residuos de palma

“raquis”. En el Cuadro 2 se observan los resultados
obtenidos en la caracterizacion de los residuos de palma
0 “raquis” en base seca. [19] reportaron valores de
carbono de 53%, nitrogeno de 0,9% y contenido de
humedad de 24%. Los valores de carbono y nitrdgeno
son muy similares a los reportados en este estudio,
50,6 % y 1,12%, respectivamente. Sin embargo, hay
una diferencia apreciable con el contenido de humedad
(65,6%), lo que puede ser debido a las condiciones de
cultivo y de secado del sustrato.

Influencia del tamaiio de particula.

En el Cuadro 3 se muestran los resultados de la
evaluacion de los tamanos de particula (2, 3y 4
cm) de los residuos de palma sin suplemento. Las
mayores actividades enzimaticas de lacasa (Lcc)
y manganeso peroxidasa (MnP) se encuentran con
los menores tamafios de “raquis”, posiblemente
debido a que se aumenta el area expuesta del material
lignocelulésico y esto favorece el ataque enzimatico. La
Figura 1 muestra que en los tres tamanos, los valores
de actividad mas altos los alcanzo la enzima MnP. Por
el contrario la actividad lignina peroxidasa (LiP) fue la
mas baja a un tamario de particula de 4 cm (0,788
U/L), resultado similar al reportado por Lopez et al.
[3], v Reddy et al. [9], quienes encontraron valores
maximos de actividad para la LiP producida por el
hongo Rostreatus de 0,153 U/mg.
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Cuadro 3. Efecto del tamano de particula*

Tamaiio Lac Lip MnP

2 6,081,045 |0,11=0,026 |4,10=1,95

3 7,42+ 0,76 |-0,96+0,788 | 10,19+0,056
4 1,79+ 0,347 | 0,78+0,091 |5,50+0,502

*Valor promedio+desviacion estandar

La produccion de MnP y Lcc es mayor que la produccion
de LiP con Postreatus. Baldrian y Snajdr [20]
reportaron valores de 22 +6 U/L paraLccyde 1,6 +
0.3 U/L para MnP después de 28 dias, confirmando al
mismo tiempo que no se encontro actividad de LiP. Este
hecho indica que posiblemente el metabolismo de
este género de hongos no produce en las condiciones
de estudio mayores actividades para la LiP, razon por
la cual no se siguio estudiando la influencia de las
fuentes de nitrogeno para esta enzima.

Influencia de la fuente de nitrégeno.
EnlaFigura 1 se presentan los valores de las actividades
enzimaticas de lacasa (Lcc) y manganeso peroxidasa
(MnP) con fuente de nitrégeno KNO,. En la Figura 1a
se muestra que la actividad Lcc disminuy6 con el
aumento en la fuente de nitrogeno KNO, en las diferentes
relaciones G/N. Los tamarios de particula de 2y 3 cm
se comportaron de forma similar. En este estudio el
tamario de particula no influye significativamente en la
produccion de Lcc, lo cual es similar a lo reportado
por Salmones et al. [7], quienes lograron valores de
actividad Lcc con tamario de 1 cm sobre sustrato de
paja de trigo alrededor de 10,12 U/L y para tamanos
mayores a 5 cm actividades de 5,4 U/L.

La actividad Lcc en los cultivos suplementados en
una relacion G/N de 40 no presentan diferencias
significativas con los no suplementados (C/N =
44.13). Los resultados indican que esta fuente de
nitrdgeno no favorece la produccion de complejos con
actividad Lcc, ni siquiera con bajas concentraciones,
ya que no se observa ninguna diferencia importante
con los no sumplementados y no tienen una tendencia
respecto al aumento de la actividad. La Figura 1b muestra
la actividad MnP, donde se observa que el tamario de 3
cm posee la mayor actividad (10,19, 9,14 y 5,86 U/L),
aunque su actividad presentd un comportamiento de
disminucion continua a medida que se suplementaba
con la fuente de nitrogeno. Esta situacion es parecida a

Figura 1. Actividades enzimaticas con fuente de nitré-
geno KNO, a) Lacasa b) Manganeso peroxidasa
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los tamanos de particula de 2y 4 cm, ya que también
disminuye su actividad. Estos resultados fueron similares
a los encontrados por Mirjana et al. [21], con valores
cercanos a 80,7 U/L en relaciones de G/N igual a 25.

En la Figura 2 se presentan los valores de las
actividades enzimaticas de lacasa (Lcc) y manganeso
peroxidasa (MnP) con fuente de nitrogeno NH,CI. El
comportamiento de la actividad Lcc suplementando
con NH,CI' como fuente de nitrdgeno se presenta en
la Figura 2a. Los resultados muestran que con los
tamanos de 2y 3 cm, la actividad tiende a disminuir con
el suplemento. Caso contrario sucede para el tamarno
de 4 cm, donde la actividad aumenta con el suplemento
en las relaciones C/N 20 (actividad enzimética igual a
1,40 U/L) vy 40 (actividad enzimatica igual a 0,20 U/L).
Por la menor area superficial, el microorganismo se
provee de la fuente de nitrogeno, en este caso NH,Cl,
para producir sus complejos enzimaticos, ya que con
un tamano de particula mayor el metabolismo del hongo
se le dificulta la degradacion del sustrato.
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Figura 2. Actividades enzimaticas con fuente de nitré-
geno NH4CI a) Lacasa b) Manganeso peroxidasa
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La Figura 2b presenta los resultados para actividad MnP
suplementando con diferentes concentraciones de NH,Cl,
representadas en diferentes relaciones de C/N. Los tamarios
de particula2 y 3 cmson muy parecidos, puesto que tiende
aaumentar considerablemente su actividad a medida que se
aumenta la fuente de nitrogeno; mientras que el tamario de
particula de 4 cm se mantiene estable en todos los ensayos
y su actividad es relativamente baja. Teniendo en cuenta los
valores de actividad enzimatica obtenidos, se puede afirmar
que la actividad MnP es superior en los cultivos que fueron
suplementados con NH,CI (20,29 U/L) en comparacion con
los cultivos suplementados con KNO, (10,19 U/L).

En general el tamano de 3 cm reportd una actividad
enzimatica de MnP con valores altos (4,10a 10,19 U/L)
en comparacion con Lcc, donde la mayor actividad fue
de 7,42 U/L. Este comportamiento es similar al logrado
por ValaSkova y Baldrian [22], quienes estudiaron
varios hongos de podredumbre blanca, y encontraron
actividades MnP de 32,03+0,70 U/L y de Lcc de
3,24+0,21 U/L para el Postreatus. Esta relacion indica
que se produce una actividad de MnP 10 veces mayor
que la actividad Lcc, por lo tanto, este hongo tiene
tendencia a producir enzimas del tipo redox que ayudan
a fragmentar mas facilmente el polimero de la lignina.

En este mismo sentido, la fuente de nitrdgeno que
favorece la actividad Lcc en todos los tamanos de
particula es el NH,CI. Por el contrario, la fuente de
KNO, disminuye esta actividad. Estos resultados fueron
semejantes a la evaluacion realizada por Mirjana et
al. [21], afirmando que entre las fuentes de nitrdgeno
(NH,),S0, y NH,NO,, la que mejora la produccion de la
actividad Lcc para el Postreatus es el nitrato de amonio
(NH,NO,). Los valores encontrados para esta fuente a
los 10 dias de cultivo fueron de 501 U/L para el cultivo
suplementado con NH,Cly de 307,2 U/L con KNO,. Lo
anterior puede suceder porque en el ciclo del nitrégeno
los hongos tienen mas facilidad de fijar los compuestos
derivados del amoniaco (menor energia de enlace) y no
los derivados del nitrito que en este caso es el nitrato
de potasio (KNO,) [21].

CONCLUSIONES

La produccion de enzimas ligninasas se realizo en
“raquis” de palma utilizando P ostreatus en cultivos de
fase solida. El tamafo que mostré mejores resultados
fue de 2 y 3 cm de particula; sin embargo, este
parametro no fue predominante sobre las variables de
respuesta. La actividad lignina peroxidasa a partir de los
residuos de palma sin suplemento presento valores muy
bajos comparados con los obtenidos para manganeso
peroxidasa y lacasa. La fuente de nitrgeno influye
en la produccion de enzimas ligninasas. La mayoria
de los cultivos suplementados con NH,CI obtuvieron
mayores actividades que los no suplementados y los
suplementados con KNO,. La mejor fuente de nitrogeno
para la produccion de enzimas lacasa y manganeso
peroxidasa fue para el NH,Cl. Los valores mas altos de
manganeso peroxidasa (20,29 U/L) se encontraron con
la relacion carbono/nitrogeno (C/N) de 20 y un tamario
de particula de 3 cm. En el caso de la lacasa, el mayor
valor (7,42 U/L) se encontro en la relacion G/N de 44,13
y un tamano de particula de 3 cm, lo que se puede
atribuir al ciclo de nitrégeno del hongo.
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