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RESUMEN

El presente trabajo esta orientado a la determinacion de la cinética de generacién
de tres actividades enzimaticas: celulolitica, manganeso peroxidasica y lignino
peroxidasica en los extractos obtenidos a partir de la fermentacién en rastrojo de
maiz de dos cepas del hongo comestible Pleurotus ostreatus, y la definicion de los

periodos de mayor generacion de cada actividad enzimatica.

Se utilizaron dos cepas de Pleurotus ostreatus, la cepa 404 y la 2171. Se hizo
crecer estas cepas en rastrojo de maiz y se determinaron las actividades
enzimaticas mediante métodos espectrofotométricos. La actividad celulolitica fue
determinada por el método del reactivo DNS, la actividad manganeso
peroxidasica por el método del rojo fenol y la actividad lignino peroxidasica
mediante el método de oxidacién del alcohol veratrilico. La actividad enzimatica
se expreso en unidades internacionales (Ul) definidas como un pymol de producto
generado o sustrato oxidado por minuto y por gramo de rastrojo de maiz seco.
Con base en los resultados obtenidos de actividad enzimatica se determinaron los
periodos de mayor generacidén enzimatica para cada actividad al compararlos con

los periodos de desarrollo y crecimiento del hongo comestible.

La cepa de hongo 2171 presenta un crecimiento mas lento que la cepa 404, lo
que se refleja en un mayor tiempo para conseguir la primera cosecha y la
generacion de actividades enzimaticas. La mayor actividad enzimatica obtenida
para las dos cepas de hongos fue la actividad celulolitica, seguida de la actividad
manganeso peroxidasica y por ultimo la lignino peroxidasica. Esta ultima presenta

una tendencia cercana a cero, sin variaciones apreciables a través del tiempo.

El rastrojo de maiz utilizado tiene un contenido de lignina del 18,44 % y de
celulosa de 41,60 %. Debido a que el contenido de celulosa del rastrojo de maiz
utilizado en la fermentacion, es superior al contenido de lignina la mayor
generacion enzimatica se da para la actividad celulolitica, en comparacion con la

actividad manganeso peroxidasica que es especifica en la degradacion de lignina.



La actividad celulolitica presenta sus maximos valores en los dias de la cosecha
del hongo comestible, el pico maximo se obtuvo el dia de la primera cosecha,
mientras que la actividad manganeso peroxidasica aumenta y se mantiene en sus
maximos valores en el periodo de desarrollo del micelio y cuando se acerca el
periodo de fructificacidbn y cosecha, esta actividad disminuye y tiende a cero. La
cepa de Pleurotus ostreatus 2171 presenta una mayor actividad enzimatica tanto
celulolitica como manganeso peroxidasica en comparacion con la cepa de

Pleurotus ostreatus 404.



INTRODUCCION

La agricultura y las industrias de alimentos y de papel generan una gran cantidad
de desechos lignocelulésicos que constituyen un problema ambiental. Sin
embargo, esta gran cantidad de biomasa considerada como desecho puede
convertirse en materia prima para la generacion de varios productos de interés
comercial mediante la degradacién de la lignina y la celulosa. Los métodos de
hidrdlisis acidos y alcalinos se utilizan para degradar la celulosa y la lignina. Estos
métodos de hidrolisis generan productos no especificos que necesitan removerse
para la posterior fermentacion, ademas los desechos de acidos y bases
ocasionan un problema ambiental. Por estas razones, el uso de enzimas es
preferido sobre el uso de acidos y bases, ya que las enzimas son catalizadores
especificos que operan bajo condiciones de reaccion leves, no generan productos

no deseados y son amigables con el ambiente. (Howard et al., 2003)

Los hongos comestibles como el Pleurotus ostreatus son degradadores eficientes
de lignina y celulosa ya que producen durante su crecimiento enzimas
lignoceluloliticas. Al generar estos hongos comestibles mediante fermentacion en
medio soélido con desechos agroindustriales como sustrato se analiza la
posibilidad de obtener paralelamente extractos enzimaticos celuloliticos vy
ligninoliticos del material fermentado residual que contribuyan a mejorar la
economia de pequefios y medianos productores de hongos comestibles tipo

Pleurotus ostreatus .

Estudios realizados revelan que las enzimas lignoceluloliticas tienen un gran
potencial de aplicacion en biotecnologia. Actualmente, las celulasas y enzimas
relacionadas se usan en industrias de alimentos, textiles, de pulpa y papel asi
como para fines de investigacion. Los trabajos de investigacion sobre este campo
se ven incentivados por la demanda cada vez mas creciente de enzimas con

actividad lignocelulésica (Bhat, 2000).

Las enzimas lignoceluloliticas también pueden ser utilizadas para producir etanol

a partir de desechos agroindustriales. El etanol es una fuente renovable de



energia producido por la fermentacion de azucares. EI método consiste en la
hidrdlisis de la celulosa en azucares por accion de las enzimas y posteriormente
la fermentacién de los azucares a etanol. Con las tecnologias aplicadas
actualmente, el costo de producir etanol a partir de desechos lignocelulésicos es
elevado, pero al remover la lignina y la hemicelulosa de estos desechos mediante
la accién enzimatica se optimiza la hidrdlisis de la celulosa y el proceso se vuelve
mas barato (Sun, 2002).

Por esta razon, este trabajo esta orientado, no solamente a generar cuerpos
fructiferos del hongo comestible Pleurotus ostreatus, sino también a utilizar el
material fermentado residual para la obtencién de extractos con actividad
enzimatica lignocelulolitica que puedan convertirse en una fuente adicional de
ingresos econdmicos por sus varias aplicaciones en diferentes industrias. De esta
manera, se consigue un aprovechamiento integral de desechos agroindustriales,
generacion del hongo comestible y obtencion de extractos enzimaticos en un
proceso global, que representa una alternativa rentable, en especial para los

paises productores de hongos comestibles.

El presente trabajo tiene por objetivos determinar la cinética de generacién de
actividad celulolitica, en los extractos obtenidos de la fermentacion en medio
sélido, determinar la cinética de generacién de la actividad lignino peroxidasica y
manganeso peroxidasica, en los extractos obtenidos de la fermentaciéon en medio
sblido y determinar los periodos de mayor generacion de las enzimaticas

estudiadas.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. CULTIVO DEL HONGO Pleurotus ostreatus

1.1.1. GENERALIDADES

El cultivo de hongos comestibles, como el Pleurotus ostreatus es una actividad
productiva que no perjudica al medio ambiente, por el contrario, en él se

aprovechan desechos agroindustriales.

El Pleurotus ostreatus es un hongo saprofitico o parasito débil, descomponedor
del grupo de la podredumbre blanca que crece de forma silvestre en troncos de

arboles en vias de descomposicion o muertos (Stamets, 2000).

Figura 1.1. Crecimiento del hongo comestible Pleurotus ostreatus en la naturaleza

Su cultivo comercial nace en Asia, principalmente en Japon, a principios del siglo
pasado y se ha incrementado en las ultimas 5 décadas hasta alcanzar un 14,2%
de la produccion total mundial de hongos en 1997, con China como principal
productor con un 86,8% (Chang, 1997).



A nivel mundial, los principales productores son China, Japén, Taiwan, Corea del
sur, Singapur, Tailandia y algunos paises europeos como Francia, Holanda, Italia,
Hungria y Suiza. En Ameérica, el cultivo de Pleurotus ostreatus ha tomado
importancia a partir de la década de los 90, con México como principal productor.
Las estadisticas de produccion a nivel de América se muestran en la Tabla 1.1.
Es previsible que la produccion de Pleurotus ostreatus incremente, debido a un

aumento sostenido del consumo del 13% anual y a su facilidad de cultivo.

Tabla 1.1. Produccion estimada (peso fresco) de Pleurotus spp. en algunos paises de

América (Rodriguez, 2007)

Pais Toneladas Porcentaje
México 1825 47,53
Estados Unidos 908 23,65
Canada 568 14,79
Brasil 450 11,72
Guatemala 22 0,57
Venezuela 18 0,47
Cuba 12 0,31
Colombia 9 0,23
Otros 28 0,73
Total 3840 100,00

El desarrollo tecnolégico mundial esta dirigido a maximizar los rendimientos,
mediante el mejoramiento genético de las especies de hongos y la formulacion de
sustratos nutritivos. Se estima un 30% de poblacion demandante en el futuro. Por

tal motivo, se prevé un crecimiento alentador (Rodriguez, 2007).

1.1.2. CONDICIONES DE CULTIVO

El hongo comestible Pleurotus ostreatus requiere de condiciones ambientales
especiales para su 6ptimo desarrollo y crecimiento. Los factores que se deben
tomar en cuenta para favorecer el crecimiento son: caracteristicas del sustrato,
temperatura, humedad relativa, concentracion de CO; en la camara y la influencia

de la luz.



1.1.2.1. Caracteristicas del sustrato

El hongo Pleurotus ostreatus requiere sustratos con nutrientes especificos para su
desarrollo, principalmente los que proporcionan fuentes de carbono y energia.
Estas fuentes nutricionales son la celulosa, la hemicelulosa y la lignina. Este
hongo puede crecer a relaciones carbono/nitrégeno (C/N) entre 30 y 300. La
relacion éptima varia con relacion a la fase de crecimiento en la que se encuentra
el hongo. La etapa de desarrollo del micelio se ve favorecida con relaciones C/N
altas, mientras que las bajas relaciones C/N favorecen el desarrollo del cuerpo

fructifero (Garzén y Cuervo, 2008).

En el cultivo de Pleurotus ostreatus se utiliza una gran variedad de materiales o
desechos agroindustriales, debido a que el hongo utiliza la lignina y celulosa
juntas como fuente de carbono. Algunos de estos desechos incluyen hojas de
banano, cascaras de nuez, rastrojo de maiz, cascaras y semillas de mango,
bagazo de cana de azucar y paja de trigo y arroz. El sustrato utilizado mas
ampliamente para el cultivo de Pleurotus ostreatus, en Asia, es la paja de arroz,
considerado el mejor sustrato en términos de rendimiento y alto contenido de
proteinas. En Europa, en cambio, se utiliza la paja de trigo, mientras que en el
Sudeste de Asia el aserrin es mas usado (Mandeel et al., 2005; Thomas et al.,
1998).

Se han realizado trabajos previos en Ecuador que utilizan rastrojo de maiz como
sustrato. El rastrojo de maiz es un desecho agroindustrial del cultivo del maiz.
Estos trabajos previos han obtenido buenos resultados de rendimiento (Pazos,
2004; Flores, 2005).

Para seleccionar el sustrato, es indispensable conocer su disponibilidad y
abundancia en la regién, en donde se piensa cultivar el hongo. Es importante
tomar en cuenta buen precio de adquisicibn y que sea facil de transportar.
Algunas veces, es recomendable hacer una combinacidn de sustratos en
diferente proporcion, para incrementar la produccion de hongos (Gaitan-
Hernandez, 2002).



1.1.2.2. Temperatura

La temperatura es un factor importante en el crecimiento de hongo, asi como en
la cantidad y calidad de cuerpos fructiferos producidos. ElI micelio del hongo
Pleurotus ostreatus puede crecer en un rango de temperaturas entre 0 y 35°C.
Estudios demuestran que la temperatura 6ptima para el desarrollo del micelio es
de 25 °C (Garzon y Cuervo, 2008).

1.1.2.3. Humedad relativa

La humedad relativa es un factor importante que se encuentra ligado a la
temperatura, ya que si aumenta la temperatura en el cuarto de cultivo, la
humedad relativa disminuye. El contenido de humedad en el sustrato debe estar
entre 50 y 80% para favorecer el desarrollo del micelio. La humedad relativa

Optima para la fructificacion esta entre el 85y el 90% (Garzén y Cuervo, 2008).

1.1.2.4. Concentracion de CO,

El hongo Pleurotus ostreatus muestra un crecimiento atrofiado en presencia de
altas concentraciones de diéxido de carbono. Debido a la respiracién del hongo,

las concentraciones de CO, aumentan en los recipientes del sustrato.

En la etapa de desarrollo del micelio, el hongo es resistente a altas
concentraciones de este gas, pero durante la etapa de fructificacion la
concentracion de CO, afecta el crecimiento del cuerpo fructifero, ya que se
producen hongos con troncos largos y sombreros diminutos. Debe airearse la
camara de tal manera que se mantengan niveles de oxigeno de un 20% y una
concentraciéon de CO, no mayor a 800 ppm, durante la fructificacion (Garzén y
Cuervo, 2008). La aireacién tampoco debe ser excesiva para evitar pérdidas de

humedad y endurecimiento del sustrato.

1.1.2.5. Luz



La luz tiene relacién principalmente con la coloracion del hongo y es mas
importante en el periodo de desarrollo de los cuerpos fructiferos. La fase de
desarrollo del micelio debe darse en la oscuridad ya que el crecimiento del micelio
no requiere de luz. En la etapa de fructificacion se debe tener una exposicién del
hongo a una luz tenue (iluminacién indirecta) al menos por 12 h diarias, ya que un
tiempo de exposicion menor, disminuye la eficiencia bioldgica (relacion entre el
peso fresco del hongo y el peso seco del sustrato) en un 68% (Garzén y Cuervo,
2008).

1.1.3. TECNICAS DE CULTIVO

El cultivo de Pleurotus ostreatus ha sido analizado en diferentes sistemas de
obtenciéon como bandejas, contenedores cilindricos, estantes de madera o
poliestireno, bloques y fundas plasticas. Este ultimo ha sido reportado como el
que genera el mayor rendimiento respecto a los otros sistemas, con un menor
nivel de contaminacion. En Europa se prefiere cultivar en fundas grandes negras
perforadas, mientras que en Asia se utilizan fundas mas pequefas (Mandeel et
al., 2005).

Cada region utiliza variaciones en esta técnica de cultivo, tales como tamafios de
funda, material y color de las fundas, materiales utilizados como sustrato y
tiempos de cosecha. Una ventaja de este método es que la cosecha se realiza de
forma regular, por lo que la provision de hongos es constante en el tiempo.
Ademas el costo de produccidn es relativamente bajo, debido a que se utiliza una

menor cantidad de sustrato y un menor consumo de combustible.

El proceso consiste en esterilizar el material que se va a utilizar como sustrato.
Después se realiza la siembra del micelio del hongo. En las fundas plasticas se
colocaron capas de sustrato y capas de inéculo. Las fundas se cierran de tal

manera que pueda ingresar oxigeno a su interior.

Las fundas son llevadas a una camara oscura donde permaneceran durante la

etapa de incubacién, hasta que el micelio haya poblado completamente el



sustrato. Este proceso dura entre 15 y 25 dias y depende del tamafio de las
fundas y del material sustrato. Culminada la etapa de desarrollo del micelio, las
fundas son llevadas a una camara clara-oscura para favorecer la fructificacién del

hongo comestible (Riofrio, 2007).

1.1.4. ETAPAS DE CULTIVO

1.1.4.1. Semilla

La semilla es la expansion de masa del micelio que busca potenciar
metabdlicamente al hongo, para que se encuentre en condiciones ideales y asi

crezca eficientemente en los sustratos de produccion (Stamets, 2000).

El hongo se obtiene a partir de cultivos preservados criogénicamente en agar.
Estos cultivos se siembran en tubos de ensayo, con agares nutritivos, y de ahi se
resiembra en cajas petri. La semilla se prepara en granos de cereales como trigo,
cebada, sorgo o arroz. Se hidratan los granos mediante coccidén en agua caliente
hasta alcanzar una humedad aproximada del 45%. El hongo que ha crecido en el
agar se transfiere a los granos de cereal y se proporcionan las condiciones
optimas de crecimiento, descritas en el subcapitulo 1.1.2, hasta que el micelio

recubra completamente los granos de cereal (Rodriguez y Gédmez, 2001).

1.1.4.2. Inoculaciéon

En esta etapa, se realiza la adicién del inéculo o semilla al sustrato previamente
esterilizado. Debe realizarse con inocuidad en una mesa desinfectada para evitar
la contaminacién del micelio.

1.1.4.3. Incubacion

En la etapa de incubacién, el micelio recubre completamente el sustrato. Se

realiza en una camara oscura y bajo condiciones ambientales controladas. La

camara debe mantenerse a una temperatura de 20 a 28°C y una humedad



relativa entre el 70 y 80%. Las fundas se colocan en estantes metéalicos o

directamente en el piso.

1.1.4.4. Fructificacion

Esta etapa comienza cuando el micelio ha poblado completamente el sustrato y
se comienzan a observar los primordios, que daran origen a los cuerpos
fructiferos. Se deben aumentar las condiciones de humedad relativa y de
iluminacion. También se debe manejar una temperatura que se asemeje a la del

habitat natural del hongo (Fernandez, 2004).

1.1.4.5. Cosecha

En esta fase se recogen los cuerpos fructiferos. Comunmente se realiza de
manera manual, con un movimiento de torsidon en la base del hongo o con un
corte con una cuchilla estéril. Se pueden tener tres periodos de cosecha. En la
primera, se recolecta aproximadamente el 50% de la cosecha, en la segunda un
30% y en la tercera un 20%. No se recogen muchas cosechas ya que la

productividad no es muy alta y aumenta el riesgo de contaminacion (Oei, 2003).

1.2. BIOTECNOLOGIA DE DESECHOS LIGNOCELULOSICOS:
PRODUCCION DE ENZIMAS

La biomasa puede ser considerada como la masa de material organico
proveniente de un material biolégico. Una amplia variedad de fuentes de biomasa
estan disponibles en el planeta, los cuales son materia prima potencial para la

obtencion de bioproductos.

Esta biomasa generada, principalmente, por las industrias madereras y de
agricultura, estd compuesta por lignina, celulosa y hemicelulosa, por lo que se
denomina también como desechos lignocelulésicos. Estos llamados “desechos”

pueden convertirse en materia prima para la generacion de productos de gran



valor agregado como biocombustibles, quimicos, fuentes baratas de energia por

fermentacién, alimentos mejorados para animales, entre otros (Howard et al.,

2003).

Estos materiales organicos, considerados como biomasa, se muestran en la Tabla

1.2.

Tabla 1.2. Principales tipos de materiales lignocelulésicos y sus aplicaciones actuales

(Howard et al., 2003)

Material Lignocelulésico

Residuos

Uso comin

Cosecha de grano

Paja, mazorcas, tallos, cascaras

Comida de animal,
combustible, composta,
acondicionador de suelo

Trigo, arroz, avena y maiz

Aguas residuales, salvado

Comida de animal

Granos procesados: Maiz, trigo,
arroz y soja

Semillas, cascaras, cortezas.

Comida para peces y animales,
algunas semillas para
extraccion de aceite

Cosecha de frutas y vegetales

Fruta entera rechazada y jugo

Comida para peces y animales,
algunas semillas para
extraccion de aceite

Procesamiento de frutas y
vegetales

Semillas, cortezas, aguas
residuales, cascaras, fruta
entera rechazada y jugo

Combustible

Cafia de azucar y otros
productos del azicar

Bagazo

Comida para animales,
fertilizante y combustible

Aceites y plantas oleaginosas.
Nueces, semillas de algodén,
aceitunas, soja, etc.

Cascaras, pelusas, fibras, lodos,
fangos y aguas residuales

Acondicionadores de suelos

Residuos animales

Estiércol, otros desperdicios

Acondicionador de suelo

Papel de origen vegetal y pulpa.

Talado de arboles

Residuos de madera, hojas,
corteza, etc.

Industria del papel y la pulpa,
viruta.

Residuos de aserradero y
contrachapado de madera

Astillas, viruta, aserrin

Fibra de madera

Molinos de pulpa y papel

Residuos de fibra, licor de
sulfito

Reutilizacién como pulpa y en
la industria de la madera como
combustible

Desperdicios lignocelulésicos
de comunidades

Periodicos viejos, papel, carton,
tablas viejas, maderas en
desuso

Un porcentaje pequeiio es
reciclado, la mayoria es
quemado.

Hierba

Hierba sin uso

Quemado




1.2.1. ENZIMAS COMO BIOPRODUCTOS POTENCIALES Y SUS
APLICACIONES

Las enzimas ligninoliticas tienen numerosas aplicaciones en la industria quimica,
de combustibles, alimentacién humana y animal, textiles, pulpa y papel y en
agricultura (Bhat, 2000; Howard et al., 2003).

En la industria quimica, la bioconversidon de desechos lignocelulésicos mediante
enzimas puede contribuir a la produccién de quimicos organicos. Mas del 75% de
quimicos organicos son producidos a partir de cinco quimicos basicos: etileno,
propileno, benceno, tolueno y xileno. Los compuestos aromaticos pueden
obtenerse de la biodegradaciéon de la lignina; mientras que, los compuestos
alifaticos pueden derivarse del etanol producido por fermentaciéon de azucares
generados de la biodegradacion de la celulosa y hemicelulosa (Howard et al.,
2003).

Las ligninasas pueden utilizarse en la degradacion de contaminantes aromaticos

como el diclorofenol, dinitrotolueno y antraceno (Howard et al., 2003).

Se pueden utilizar sistemas enzimaticos para la transformacién de contaminantes,
que conlleve una reduccion o eliminacion de su impacto ambiental. Los hongos
degradadores de lignina poseen un conjunto de enzimas poco especificas, con un
uso potencial en la transformaciéon de compuestos contaminantes y xenobidticos.
Ademas, este potencial puede utilizarse para la transformacién enzimatica de
colorantes industriales, plaguicidas e hidrocarburos aromaticos (Davila y Vazquez-
Duhalt, 2006).

1.2.2. LOS MICROORGANISMOS Y LA GENERACION DE ENZIMAS
LIGNOCELULOLITICAS

Una gran variedad de microorganismos lignoceluloliticos, principalmente hongos y

bacterias, han sido aislados e identificados a través de los afos. Pero a pesar del
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gran numero de microorganismos identificados, apenas unos pocos han sido

estudiados extensamente.

Debido a su composicion, los materiales lignoceluldsicos constituyen un excelente
sustrato para el crecimiento de hongos. Los hongos de pudricion blanca,
pertenecientes al grupo de los basidiomicetes, son los degradadores de
lignocelulosa mas eficientes en el planeta (Howard et al., 2003). Estos hongos
remueven la lignina de la madera mediante diferentes patrones morfoldgicos.
Pueden causar la degradacion simultanea de la lignina junto con los polisacaridos
de la pared celular, de esta manera quedan células perforadas o con paredes
secundarias extremadamente delgadas, o realizar una degradacién selectiva de la
lignina (Blanchette, 1991).

El sistema de secrecion enzimatica, en los hongos filamentosos, tiene como
propdsito el crecimiento y transporte de nutrientes hacia el apice hifal, que es el
area activa de secrecion enzimatica. Con el fin de mantener la actividad
metabdlica, existe una cierta actividad secretora de enzimas a lo largo del resto
del micelio (Papinutti et al., 2003).

Las enzimas extracelulares son producidas dentro de la célula, pero actuan fuera
de ella. La sintesis de enzimas esta sujeta a mecanismos de regulacién. Es decir,
no se producen de modo constante, sino que su sintesis es inducida por el
sustrato adecuado y es reprimida por azucares facilmente utilizables, como la
glucosa. El inductor mas eficiente es el polimero-sustrato de las enzimas que
seran sintetizadas, pero debido a su alto peso molecular, estos polimeros no
pueden penetrar por la pared celular a la célula para ejercer su efecto. Existen
bajos niveles enzimaticos que degradan una pequefia porcién del polimero y
hacen que algun producto soluble de su hidrdlisis sea incorporado a la célula y

qgue se induzca la sintesis enzimatica.

Las enzimas extracelulares del complejo celulolitico y ligninolitico existen en
multiples formas y son llamadas isoenzimas. Es decir, en medios de cultivo

diferentes, se sintetizan diferentes formas de la misma enzima con caracteristicas
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cataliticas similares pero que difieren en sus caracteristicas fisicoquimicas. La
sintesis de las isoenzimas puede deberse a productos de genes diferentes,
cambios postraduccionales como protedlisis, glicosilacion y formacién de
agregados cuaternarios. También se pueden sintetizar como consecuencia de
cambios de estados fisioldgicos diferentes (composicion del medio de cultivo, pH,
temperatura, etc.) a partir de genes regulados diferencialmente. Se tiene una
variacion de la composicion de las isoenzimas a lo largo del crecimiento del

hongo.

En la naturaleza, los hongos se encuentran con distintos sustratos y distintas
condiciones ambientales, por lo que producen distintas formas enzimaticas con

propiedades que permitan degradar el polimero, de la manera mas eficiente.

1.3. MANEJO Y ACTIVIDAD DE ENZIMAS DE EXTRACTOS
ENZIMATICOS

1.3.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad enzimatica se expresa en Unidades Internacionales Ul. Segun la
Comision de Enzimas de la Unién Internacional de. Bioquimica y Biologia
Molecular (UIBBM), una Ul se define como “aquella cantidad de enzima que
cataliza la transformacién de 1 mmol de sustrato o la formacion de 1 mmol de

producto por minuto, bajo condiciones definidas” (Racker, 1958).

La medicién de la actividad enzimatica se realiza a una temperatura fija, se
utilizan condiciones saturantes de todos los sustratos y cofactores, de manera que
la actividad enzimatica medida represente la velocidad maxima de la reaccion

enzimatica (Chavez et al., 1990).

La actividad enzimatica de un extracto impuro puede expresarse en U/mL de

solucion, U/mL de gel, U/mL de suspension, entre otras. También existe otra
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forma de expresidn especifica, por unidad de masa de la enzima, por ejemplo, en

U/mg de proteina.

Las enzimas exocelulares son mas estables, en general, que las intracelulares,
debido a que operan en un ambiente mas hostil y son moléculas mas pequefias
que se encuentran en mayor concentracion. La actividad de las enzimas se ve

alterada por la desnaturalizacion, la inactivacion del sitio catalitico y la protedlisis.

La desnaturalizacién puede producirse por efecto de la temperatura, pH y agentes
desnaturalizantes. Los agentes desnaturalizantes pueden ser disolventes
organicos, como el alcohol en altas concentraciones. Hay casos en los que el
tiempo de conservacion produce una inactivacion lenta de las enzimas. Es
necesario seleccionar un pH de trabajo similar al que se presenta en el medio
natural, aunque este puede variar por efecto de la temperatura. En muchos casos,
la temperatura de trabajo difiere de la temperatura que tiene el medio intracelular
de la enzima. La inactivacion de sitios cataliticos ocurre por cambios quimicos de
los residuos de los aminoacidos ubicados en los centros activos o por la pérdida
de los cofactores y grupos prostéticos disociables. La degradacion proteolitica es
producida por accién de las proteasas, que se encuentran en las mismas células.
La presencia de las proteasas debe controlarse para evitar la degradacion

proteolitica (Chavez et al., 1990).

1.3.2. CELULASAS

Las enzimas celuloliticas son un grupo de enzimas que actuan conjuntamente
para hidrolizar la celulosa. La celulosa es el recurso natural renovable mas
abundante en el planeta. Las aplicaciones de estas enzimas son varias, las

principales son (Wang, 1982):

e En laindustria cervecera, facilitan la solubilizacién del grano de cebaday la
filtracion de la malta.
e Extraccion de aceites esenciales y sabores de las plantas.

e Mejoran la extraccién y clarificacion de jugos de frutas y vegetales.
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e Aumentan la eficiencia y la digestibilidad de los alimentos balanceados
para ganado
e Solubilizan la celulosa en posas sépticas y de tratamiento de basura.

e Tratamiento de desechos en la industria del papel.

La pudricién blanca de la madera y residuos lignocelulésicos es producida por la
accion bioquimica del sistema enzimatico de ciertos hongos, como el Pleurotus

ostreatus, que digieren la lignina presente en la pared celular.

Al degradar la lignina queda un tejido de color blanco principalmente compuesto
de celulosa, la cual es degradada por enzimas celuloliticas producidas por el
hongo. ElI complejo de enzimas celuloliticas de los hongos de pudricion blanca
consiste de tres enzimas hidroliticas: endoglucanasas, exoglucanasas vy

celobiasas, las cuales trabajan sinérgicamente (Lemaire, 1996).

1.3.2.1. Endoglucanasas (1,4-p-D-glucan 4-glucanohidrolasas) (EC 3.2.1.4)

Producen una disminuciéon en el grado de polimerizacion de la celulosa. Por
cortes al azar de la cadena glucosidica producen glucosa, celobiosa (disacaridos)
y celotriosa (trisacaridos). Las endoglucanasas actuan sobre sustratos como
carboximetilcelulosa, celulosa amorfa, celooligosacaridos y no actua, de manera
significativa, sobre la celulosa cristalina, como las fibras de algodon (Lemaire,
1996).

1.3.2.2. Exoglucanasas

Producen rupturas secuenciales en la molécula de celulosa a partir de un extremo
no reductor liberado y estan representadas por dos grupos:

e Exocelobiohidrolasas, Ilamadas también celobiohidrolasas (CBH) (1,4-p-D-
glucan celobiohidrolasas) (EC 3.2.1.91): Liberan unidades de celobiosa a
partir del extremo no reductor.

e Exoglucohidrolasas (1,4-p-D-glucan glucohidrolasas) (EC 3.2.1.74): Liberan

unidades de glucosa a partir del extremo no reductor liberado.
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1.3.2.3. B-glucosidasas (B-D-glucosido glucohidrolasas) (EC 3.2.1.21)

Hidrolizan la celulosa y otros B-1,4-oligoglucésidos de cadena corta, para formar
glucosa. La glucosa es el resultado final de la accion degradante del complejo

celulolitico sobre el polimero de celulosa.
1.3.2.4. Mecanismo de accion enzimatica

La celulosa es atacada inicialmente por la endoglucanasa, la cual se liga al azar
sobre las microfibrillas de celulosa en regiones amorfas, para producir la hidrolisis
de los enlaces B-1,4-glucosidicos. De esta manera, se generan multiples sitios de
ataque para las exo-1,4-p-D-glucanasas, las cuales actuan sobre los extremos no
reductores de la cadena y liberan una unidad de celobiosa. Estas dos enzimas
cooperan de manera continua con la B-glucosidasa, la cual actua sobre la
celulosa y sobre pequeinos oligbmeros, para producir moléculas de glucosa. El
resultado de la acciéon de estas tres actividades enzimaticas es la degradacién
sinérgica de la celulosa, como se muestra en la Figura 1.2. Este modelo es una
simplificacién de lo que ocurre, en la realidad, durante la degradacién bioldgica de
la celulosa, ya que no tiene en cuenta la presencia de las actividades oxidativas
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Figura 1.2. Representacion de la accion de las celulasas. Glucosa: © (Montoya, 2008)
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Se ha encontrado en los hongos de pudricidon blanca un numero de actividades
enzimaticas oxidativas auxiliares, las cuales no son esenciales para la hidrdlisis
de la celulosa; pero, pueden asistir a la degradacion del polimero al llevar a cabo
conversiones utiles, como oxidaciones o remocion de productos finales, que
pueden causar represion catabdlica o inhibicion de los grupos principales de las

enzimas celuloliticas.

1.3.3. PEROXIDASAS

Dada la heterogeneidad y al gran tamafio de la molécula de lignina, los sistemas
enzimaticos, involucrados en su degradacién, deben ser extracelulares y no
especificos (Kirk y Farrel, 1987). En los afios setenta se realizaron estudios con
hongos ligninoliticos que permitieron comprobar que la degradaciéon de la lignina
daba lugar a productos que provenian de la ruptura oxidativa de anillos
aromaticos, por lo que se pens6 que las oxigenasas extracelulares podian estar
involucradas en la transformacion de la lignina. Afos después, tres grupos
reportaron, de manera independiente, el descubrimiento de un ligninasa capaz de
oxidar y despolimerizar la lignina y cuya actividad depende del peroxido de

hidrogeno. Esta enzima se conoce, ahora, como lignino peroxidasa (LiP).

A partir de este hallazgo, se encontr6 la produccion de dos peroxidasas mas: la
manganeso peroxidasa (MnP), que oxida el Mn*? a la especie oxidante Mn*?; y
recientemente en los géneros Pleurotus y Bjenkandera, se ha descrito una MnP
versatil que conjuga las propiedades cataliticas de LiP y MnP. La LiP y la MnP
son peroxidasas con un grupo hemo como cofactor, que emplean el perdxido de
hidrogeno como primer aceptor de electrones. Ademas de las peroxidasas
encontradas, se detectd la produccion de una enzima fenol oxidasa denominada
Lacasa. Esta enzima reduce el oxigeno molecular a agua y a través de la
utilizacién de ciertos compuestos redox puede oxidar las porciones no fendlicas

de la lignina (Davila y Vazquez-Duhalt, 2006).

Una lista de los principales microorganismos productores de enzimas ligninoliticas

se muestran en la Tabla 1.3.
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Tabla 1.3. Organismos productores de enzimas ligninoliticas

Organismo Enzimas Ligninoliticas
Phanaerochaete chrysosporium MnP, LiP
Trametes versicolor MnP, Lacasa
Ceriporopsis subvermispora MnP, Lacasa
Cyanthus stercoreus MnP, Lacasa
Phlebia radiate MnP, LiP, Lacasa
Nematoloma frowardii MnP, LiP, Lacasa
Pleurotus  eryngii,  Pleurotus  ostreatus, MnP, LiP, Lacasa
Pleurotus pulmonarius

(Davila y Vazquez-Duhalt, 2006)
1.3.3.1. Lignino peroxidasa (E.C.1.11.1.14) (LiP)

Es una hemoproteina glicosidada, extracelular, dependiente del perdxido de
hidrogeno, caracterizada por su potencial redox inusualmente alto y su bajo pH

optimo.

La LiP actua sobre grupos fendlicos y no fendlicos. Es capaz de oxidar el alcohol
veratrilico, que es un metabolito producido durante el crecimiento secundario. El
alcohol veratrilico oxida compuestos aromaticos y es oxidado, por la LiP, a
aldehido veratrilico. Luego puede oxidar al sustrato lignina. También cumple un

rol protector de la enzima ya que previene su oxidacion (Koduri y Tien, 1994).

1.3.3.2. Manganeso peroxidasa (E.C.1.11.1.13) (MnP)

Es una enzima ampliamente distribuida entre los hongos causantes de la
pudricion blanca. Es una hemoproteina glucosilada con fuerte preferencia por el
Mn*? como sustrato. Oxida el Mn*? a Mn*?, el cual forma complejos con acidos
dicarboxilicos o con a-hidroacidos. Estos complejos pueden difundir a cierta

distancia la enzima y oxidar, a su vez, a la lignina.

Actua principalmente sobre sustratos fendlicos, aunque estudios recientes han

demostrado su actividad sobre sustratos no fendlicos. La regulacion de la
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produccion esta dada por la limitacion de nitrogeno y manganeso (Buswell et al.,
1995).

1.3.3.3. Mecanismo de accion enzimatica

El ciclo catalitico de la LiP y la MnP esta compuesto por tres reacciones

consecutivas. Estas reacciones se muestran en la Figura 1.3.

Enzima nativa

Fe

|
N
¢
oA+ OH N% HOOH
AH His HzO
CompuestoIl Compuesto [

o
zll? zli?,.
F'e - FIE o+
( A+ H  AH (N
- )
His His

Figura 1.3. Ciclo catalitico de las peroxidasas (Dawson, 1988)

En primer lugar, se da la reaccidn del sitio activo de la enzima con el peroxido de
hidrogeno (H20;), que produce la reduccion del H,O, a H,O y la oxidacién por dos

electrones de la proteina férrica a un intermediario denominado Compuesto |.

Este intermediario posee dos equivalentes reductores y contiene un centro

oxiferril [Fe™=0] y un radical Tr-catiénico. Este radical puede ubicarse tanto en el
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grupo hemo, como en algun residuo de la proteina, lo cual depende de la

isoenzima.

Después el Compuesto | se reduce mediante un electron de una molécula del
sustrato reductor (AH) que da lugar a un radical del sustrato (A") y al Compuesto

Il, en el cual el radical catidnico se reduce al estado nativo.

Finalmente, el Compuesto Il se reduce con un electrédn de una segunda molécula
de sustrato reductor, hasta el estado nativo de la enzima que contiene el Fe*?
(Davila y Vazquez-Duhalt, 2006).

Las peroxidasas ligninoliticas difieren en los sustratos reductores (AH) que son
oxidados por la transferencia de un electrén a los compuestos | y Il. La LiP es
inespecifica en sus sustratos reductores. Puede oxidar compuestos aromaticos de
alto potencial redox como el alcohol veratrilico, metoxibencenos y modelos

diméricos no fendlicos de lignina.

La MnP es especifica en sus sustratos reductores, ya que solo el Mn*? puede
completar eficientemente su ciclo catalitico. Estudios cinéticos han demostrado
que el compuesto | de la MnP puede ser reducido tanto por Mn*? como por
compuestos fendlicos, mientras que el compuesto Il solo puede ser reducido por

el Mn?".

Al ser el Mn** una especie altamente oxidante e inestable en medio acuoso, los
hongos lignocelulosicos secretan acidos dicarboxilicos, principalmente el acido
oxalico y otros acidos como el malbnico, que forman complejos estables con el
Mn*?, capaces de difundir a través de la pared celular vegetal y que acttian como

oxidantes de compuestos fendlicos (Davila y Vazquez-Duhalt, 2006).

En la Figura 1.4 se muestran los ciclos cataliticos de la LiP y la MnP generadas

por el Phanerochaete chrysosporium.
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G’+[P] Fe**[P]
MnP
> -/ » Gl
[Fe4+—o P*] [Fe**—O P] [Fe4+—o P+] Mn=+ ns. [Fet=OP]
A AH

Figura 1.4. Esquema de los ciclos cataliticos de la LiP (A) y la MnP (B) de Phanerochaete
chrysosporium, adaptados por Renganathan y Gold (1986) y Gold et al. (1987)

1.3.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para medir la actividad enzimatica de un determinado extracto, se realizan
estimaciones quimicas de la concentracion del sustrato o de un producto formado
en la reaccion. En el caso de reacciones complejas, donde existe un intermediario
entre el sustrato y el producto, solo la determinacién de la desaparicion del

sustrato da una medida correcta de la actividad enzimatica (Chavez et al., 1990).

Para seguir el curso de una reaccion enzimatica, se utilizan preferentemente
técnicas espectrofotométricas, debido a su simplicidad y sensibilidad. Si el
sustrato o el producto formado absorben la luz a una determinada longitud de
onda, la reaccion puede monitorearse al seguir los cambios de absorbancia a esta
longitud de onda. (Chavez et al., 1990).

La transmitancia (T) de una sustancia en solucién es la relacion entre la cantidad
de luz transmitida que llega al detector una vez que ha atravesado la muestra, Iy

la cantidad de luz que incidi6 sobre ella, I, y se representa:

T=1/lo
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La absorbancia (A) indica la cantidad de luz absorbida por la muestra. Se define
como el logaritmo de 1/T, donde T es la transmitancia de la muestra. En
consecuencia:

A=-log (I/1)

Donde |, es la intensidad de luz incidente y | es la intensidad de luz transmitida a

través de la muestra (Diaz et al., 2006).

La absorbancia esta relacionada con la concentracion mediante la ley de Lambert-
Beer:

A=¢egxcxl

Donde ¢ es el coeficiente de extincibn molar, ¢ es la concentracion molary / es la

longitud del paso de luz a través de la muestra.

La absorbancia de una solucion es directamente proporcional a su concentracion,
debido a que a mayor numero de moléculas hay una mayor interaccion de la luz
con ellas. También depende de la distancia que recorre la luz por la solucién, ya
que a igual concentracion, cuanto mayor distancia recorre la luz a través de la
muestra mas moléculas se encontrara. Por ultimo, depende de €, una constante

de proporcionalidad que es especifica de cada compuesto (Diaz et al., 2006).

Como A es adimensional, las dimensiones de ¢ dependen de las de c y I. La
magnitud / se expresa siempre en cm; mientras que, ¢ se expresa, siempre que
sea posible, en M, con lo que las dimensiones de ¢ resultan ser M™"-cm™. La ley
de Lambert-Beer es valida para longitudes de onda en el rango de luz visible (400
- 700 nm) y en el rango ultravioleta (200 — 400 nm) y se cumple para soluciones
diluidas; para valores de c altos, € varia con la concentracion, debido a fenbmenos
de dispersion de la luz, agregacion de moléculas, cambios del medio, etc. (Diaz et
al., 2006).
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Es preferible utilizar procedimientos, en los que la absorbancia aumente con el
tiempo, debido a que las etapas mas criticas de la reaccion se dan en la parte
inferior de la escala de absorbancia, que es la parte mas sensible. Ademas, se
prefiere la utilizacion de espectrofotometros de doble haz que comparan
simultaneamente la absorbancia de la muestra con el blanco. Una manera de
optimizar la medicion es acoplar el espectrofotometro a registradores automaticos

que permiten seguir graficamente el curso de la reaccion.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. MATERIALES

Se utilizaron dos cepas de Pleurotus ostreatus proporcionadas por el Laboratorio
de Bioprocesos de la Escuela Politécnica Nacional. Las cepas utilizadas fueron la
404 yla 2171.

El rastrojo de maiz utilizado fue obtenido de la ciudad de Atuntaqui, ubicada en la

provincia de Imbabura.

Los equipos utilizados y sus respectivas marcas se especifican en la Tabla 2.1.
Los medios de cultivo (malta agar, papa dextrosa agar) y los reactivos utilizados
en la parte experimental se muestran en la Tabla 2.2. Todos los reactivos

utilizados fueron de grado analitico.

Tabla 2.1. Equipos utilizados en el desarrollo de la parte experimental

Equipo Marca
OHAUS-Scott
Balanza
OHAUS-Troopper
Balanza analitica Boeco Germany
. Labomed. Inc. Spectro UV-VIS Double Beam UVD
Espectrofotémetro
3500
Computador ARI Modelo INTEL 13 550

, . Laminar Cabin flow 85 H Flujo horizontal clase
Céamara de flujo

10C IFV Industries

Termoémetro de temperatura maxima y T

. aylor
temperatura minima
Agitador New Brunswick Scientific
pH metro Orion 3Star
Incubadora Bocekel Industries INC Model 132000
Plancha de calentamiento Barnstead Thermolyne

Cole Parmer Polystad Model 1200-00 Circulator

Bafio Maria

Julabo SW22




Tabla 2.2. Reactivos utilizados en el desarrollo de la parte experimental

Reactivo

Marca

Alcohol veratrilico

Aldrich

Bisulfito de sodio

Fisher Scientific

Tartrato de sodio

Sigma

Acetato de sodio

Merck

Tartrato de sodio y potasio

Fisher Scientific

Carboximetilcelulosa HiMedia Laboratories
Albumina J.T.Baker Inc

Agua oxigenada Merck

Acido citrico J.T.Baker Inc
Hidroxido de sodio Merck

Fenol BDH Laboratories
Acido tartarico BDH Laboratories

Acido acético

Riel De Haen ag seelza hannover

DNS

Sigma
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PREPARACION DEL INOCULO DEL HONGO Pleurotus

ostreatus 404Y 2171

Se duplicaron las cepas 404 y 2171 del hongo Pleurotus ostreatus en tubos de
ensayo con papa dextrosa agar como medio de cultivo. Se prepararon cajas Petri
con malta agar como medio de cultivo y se inocularon con los hongos
procedentes de los tubos de ensayo. Se almacenaron a 25 °C en una estufa,
hasta que el micelio cubridé en su totalidad la superficie de la caja. Se prepararon
frascos de vidrio de una capacidad de 500 ml, con 120 g de trigo seco y 240 ml de

agua, por cada frasco (Relacién constante 1:2).

Se taparon y esterilizaron los frascos en un autoclave a 121 °C por 15 min. Se
sacaron los frascos del autoclave, se agité cada frasco individualmente para evitar
la aglomeracion del trigo humedo y se dejaron enfriar. Se inocul6 cada frasco con

un cuarto del micelio crecido en las cajas Petri y se cerr6 cada frasco, no
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herméticamente, para dejar la entrada de aire al sistema. Los frascos se
almacenaron en una estufa a 25 °C hasta que el micelio cubri6é en su totalidad los
granos de trigo. El trigo de los frascos constituy6 el in6culo para la siembra

definitiva en las fundas.

2.3. PREPARACION DEL SUSTRATO E INOCULACION

2.3.1. CARACTERIZACION QUIMICA DEL RASTROJO DE MAIZ UTILIZADO
EN LA FERMENTACION

Se determiné el contenido de lignina; celulosa; vy, resinas, ceras y grasas del
rastrojo de maiz utilizado en la fermentacion. Los analisis fueron realizados en el
Laboratorio de Pulpa y Papel de la Escuela Politécnica Nacional. Se utilizaron los
métodos descritos en el Manual sobre la Fabricacién de Pulpa y Papel de Grant
(1966) y las normas TAPPI. Los procedimientos de las normas utilizadas se

describen en el Anexo Il, Anexo Ill y Anexo IV.

2.3.2. ESTERILIZACION DEL SUSTRATO E INOCULACION

Como sustrato se utilizé rastrojo de maiz procedente de la provincia de Imbabura,
el cual se pico para obtener fracciones entre 3 y 5 cm. Se esterilizo el sustrato en
costales cerrados y se llevo a ebullicion en agua a 90 °C, por un periodo de 1 h,
en un autoclave abierto. Una vez esterilizado se dren6 el exceso de agua y se

dej6 enfriar. El rastrojo se extendidé en una mesa metalica limpia y desinfectada.

Se utilizaron fundas plasticas de 17,78 x 25,40 cm (7 x 10 pulgadas). Se llenaron
las fundas con capas alternadas de rastrojo de maiz y de trigo inoculado en una
relacion del 10% del peso total del sustrato contenido en la funda. El peso total en
cada funda fue de aproximadamente 0,25 kg. Las fundas se cerraron con cinta

adhesiva.
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2.3.3. DESARROLLO DEL MICELIO

Se llevaron las fundas inoculadas y cerradas a una camara oscura. En el cuarto
dia de fermentacion se realizaron dos perforaciones en forma de cruz de 2x2 cm,
a cada lado de la funda. Desde este dia se procedié6 a la aireacion y
humidificacion de la camara, dos veces por dia, para mantener una humedad
relativa superior al 80% y una temperatura entre 16 y 20 °C. La aireacién se
realizé al prender el ventilador, ubicado dentro de la camara, por 5 min para

promover el cambio de aire.

Las fundas permanecieron en esta camara hasta el desarrollo completo del

micelio.

2.3.4. FRUCTIFICACION

Las fundas pobladas completamente por el hongo fueron llevadas a una camara
clara—obscura, para promover el aparecimiento de los cuerpos fructiferos,
mediante la presencia de luz tenue. Se mantuvieron condiciones de temperatura

16 y 20 °C y de humedad relativa superior al 80%.

2.3.5. MUESTREO Y OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS

Durante el periodo de fermentacion, desde la siembra hasta la segunda cosecha,
se muestrearon dos fundas para la cepa de Pleurotus ostreatus 404 y dos fundas

para la cepa 2171 con una frecuencia de dos veces por semana.

El contenido de cada funda se homogeneiz6. Para cada andlisis enzimatico se
pesaron 45 g de sustrato fermentado y se colocaron en un erlenmeyer de 250 ml,

con 75 ml de la solucion buffer, correspondiente a cada ensayo.

Se colocaron los erlenmeyer en el agitador, por 30 min. Luego se filtr6 el sustrato

y se obtuvo el extracto en el que se determinaron las actividades enzimaticas.
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2.4. DETERMINACION DE LA CINETICA DE GENERACION DE
LA ACTIVIDAD ENZIMATICA CELULOLITICA

La actividad celulolitica se determiné segun el método de Miller (Ghose, 1987). Se
utiliz6 como sustrato una solucion de carboximetilcelulosa al 2% en solucién
buffer de citrato de sodio 0,05 M pH 4.8.

Se agregaron 0,5 ml de extracto enzimatico a un tubo de ensayo, de al menos 25
ml de capacidad. Se agregaron 0,5 ml de la solucién sustrato y se incub6 30 min

en un bafio maria a 50 °C.

Se agregaron 3,0 ml de reactivo DNS y se coloc6 en agua en ebullicion por 5 min
exactamente. Se hirvieron juntos los tubos con las muestras de extracto
enzimatico, el blanco y los estandares. Después de hervir, los tubos se
trasladaron a un bafio de agua fria para detener la reaccion. Se agregaron 20 ml

de agua destilada a cada tubo y se homogeneizaron las mezclas.

El blanco de reactivos se prepar6 de la misma manera, pero con la sustitucion de
los 0,5 ml de extracto enzimatico por 0,5 ml de solucion buffer de citrato de sodio
0,05 M pH 4,8. Para cada muestra se prepard un blanco en el que el extracto
enzimatico se agregd después de agregar el DNS con el fin de corregir los

azucares presentes en el extracto enzimatico.

Para cada muestra y blancos correspondientes se midi6 la absorbancia a 540 nm
en un espectrofotbmetro. La concentracién de azucares reductores se calculo
mediante la ecuacion de regresidn, obtenida de una curva patrén con D-glucosa

anhidra.

La actividad enzimatica se reporté en Unidades Internacionales (Ul), definidas
como la cantidad de enzima que libera 1 ymol de D-glucosa por min, en las
condiciones de la reaccion. Para cada fermentacién, la actividad se expresé en Ul

por g de materia seca (Ul:g™")
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2.5. DETERMINACION DE LA CINETICA DE GENERACION DE
LA ACTIVIDAD ENZIMATICA LIGNINO PEROXIDASICA Y
MANGANESO PEROXIDASICA

2.5.1. Determinacion de la actividad manganeso peroxidasica

La actividad manganeso peroxidasica fue medida, espectrofotométricamente, de
acuerdo con Lopes et al. (2009). En un tubo de ensayo de 10 mL se colocé: 0,1
mL de buffer acetato de sodio 0,1 M (pH 4,5), 0,05 mL de una solucién de MnSO4
2 mM, 0,20 mL de una solucién de albumina al 0,5% y 0,05 mL de una solucién
de H,O, 2 mM en buffer de fosfato de sodio 0,2 M (pH 8,0). La mezcla se dej6
reaccionar en un bafio maria a 30 °C por 10 min. La reaccion fue detenida por
adicién de 0,04 mL de una soluciéon de NaOH 2 N. Para cada muestra se preparé
un blanco sin la adicién del peroxido de hidrégeno. De cada muestra y blanco,

correspondiente, se leyo la absorbancia a 610 nm.

Se determin6 concentracion de sustrato oxidado mediante la ley de Labert-Beer
con un £ = 22000 M'cm™. La actividad enzimatica se reportdé en Unidades
Internacionales (Ul), definidas como la cantidad de enzima necesaria para oxidar
1 pymol de sustrato por min en las condiciones de la reaccion. Para cada

fermentacion la actividad se expresé en Ul por g de materia seca (Ul-g™).

2.5.2. Determinacion de la actividad lignino peroxidasica

La actividad lignino peroxidasica fue medida espectrofotométricamente (Tien y
Kirk, 1984; Villa, 2007). En un tubo de ensayo de 10 mL se colocaron 0,5 mL de
extracto enzimatico y se agregaron 0,015 mL de una solucién de alcohol
veratrilico al 20% en volumen, 9,4 mL de una solucién de tartrato de sodio 0,15 M
(pH = 3,0), 0,1 mL de una solucion de Tween 80 al 10% en volumen y se inici6 la
reaccion al afadir 0,02 mL de una solucion de peroxido de hidrégeno al 10% en
volumen. El volumen final de reaccion fue de 10 mL. La mezcla se dej6 reaccionar

en un bafo maria a 30 °C, por 60 min.
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Se realizaron pruebas previas de determinacion del tiempo de reaccidon del
extracto enzimatico con el sustrato, entre 10 y 60 min. El tiempo de 60 min es el
que permitid obtener lecturas apreciables de absorbancia para los ensayos, por lo
que se decidio trabajar con este tiempo de reaccion, ya que en tiempos anteriores

a los 60 minutos, las lecturas de absorbancia fueron cero o valores negativos.

Para cada muestra se prepard un blanco, sin la adicién del peroxido de hidrégeno.

De cada muestra y blanco, correspondiente, se ley6 la absorbancia a 310 nm.

Se determin6 concentracion de sustrato oxidado mediante la ley de Labert-Beer
con un € = 9300 M'cm™. La actividad enzimatica se reporté en Unidades
Internacionales (Ul), definidas como la cantidad de enzima necesaria para oxidar
1 umol de sustrato por min, en las condiciones de la reaccion. Para cada

fermentacion la actividad se expresé en Ul por g de materia seca (Ul-g™)

2.6. DETERMINACION DE LOS PERIODOS DE MAYOR
GENERACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Se realiz6 una primera corrida experimental de fermentacion en la cual se
obtuvieron valores unicamente de actividad celulolitica, debido a que los métodos
para medir las actividades lignino peroxidasica y manganeso peroxidasica
estaban en periodo de prueba y desarrollo. Esta primera corrida fue mas corta
que las segunda y tercera corrida, porque no hubo fundas suficientes para
terminar los analisis. Se realizaron una segunda y tercera corrida de fermentacién
para la obtencibn de datos de las tres actividades enzimaticas. Durante la
segunda y tercera corrida se consigui6é analizar las actividades enzimaticas hasta

la segunda cosecha del hongo.

Se muestrearon dos fundas de cada cepa de hongo dos veces por semana, y se
extrajo el extracto enzimatico segun lo descrito en el subcapitulo 2.3.5. Se
midieron las absorbancias de las muestras segun lo descrito en los subcapitulos

2.4y 2.5. Se realizaron los ensayos de determinacion de actividad enzimatica en
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paralelo con las dos muestras obtenidas para cada cepa. Se obtuvo dos valores
de absorbancia para cada ensayo y se report6 un promedio para cada dia de

muestreo.

Para cada ensayo de determinacion de actividad enzimatica se graficaron los
valores de absorbancia en relacion al tiempo, durante el proceso de fermentacion.
En cada grafico se compararon las tendencias de cada corrida de fermentacion
para evaluar la repetibilidad y reproducibilidad de los resultados. Adicionalmente,

mediante este grafico, se determinaron los picos de maximo valor de absorbancia.

Para cada cepa de hongo, se calcularon las actividades enzimaticas, de cada dia
de muestreo, con el promedio de absorbancia. Para la segunda y tercera corrida
de fermentacién, se elabor6 un gréafico para cada cepa de hongo. Se graficaron
las tres actividades enzimaticas calculadas en relacion al tiempo, para poder
determinar la actividad enzimatica que presenta un mayor valor comparada con

las otras, y sus tendencias respecto al tiempo de fermentacion.

Para la determinacion de los periodos de mayor generacion de las actividades
enzimaticas, se comparo la cinética de generacion de cada actividad enzimatica y
sus valores maximos de generacién, con los periodos de crecimiento del micelio y
fructificacion, asi como los dias de cosecha de cada cepa de hongos. El periodo
de desarrollo del micelio se estableci6 como el periodo comprendido entre la
siembra del hongo hasta el aparecimiento de pequefios cuerpos fructiferos. El
periodo de fructificacion se determiné como el periodo comprendido entre el
aparecimiento de los primeros cuerpos fructiferos y los dias de la cosecha del

hongo.

Los rendimientos bioldgicos del hongo se determinan dividiendo el peso del hongo
cosechado de cada funda, para el peso de rastrojo de maiz seco en esa funda.
Este resultado se expresd en porcentaje. Se reportd, para cada hongo, un
promedio de los rendimientos biologicos de todas las fundas cosechadas para

cada corrida.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CARACTERIZACION QUIMICA DEL RASTROJO DE MAIZ
UTILIZADO EN LA FERMENTACION

Los resultados de la caracterizacion quimica del rastrojo de maiz realizada en el
Laboratorio de Pulpa y Papel de la Escuela Politécnica Nacional, se muestran en
la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Caracterizacion del rastrojo de maiz utilizado en la fermentacion

Analito Resultados (%)
Humedad para analisis 9,86
Resinas, ceras y grasas 9,52
Celulosa 41,60
Lignina 18,44

(Resultados proporcionados por el Laboratorio de Pulpa y Papel, EPN, Anexo V)

El rastrojo de maiz tiene un contenido alto de lignina y celulosa, por lo que es
considerado un residuo agroindustrial lignocelulésico, ideal para la fermentacién
en medio sélido del hongo comestible Pleurotus ostreatus, que es un hongo de
pudricion blanca que degrada la lignina y la celulosa. Los hongos de pudricidén
blanca como el Pleurotus ostreatus degradan en primer lugar la lignina presente
en la pared celular y dejan un tejido de color blanco compuesto principalmente de

celulosa.

La lignina y celulosa presentes en el sustrato son utilizadas como fuentes de
carbono por el hongo después de ser degradadas. Al tener un alto contenido de
lignina y celulosa, el rastrojo de maiz constituye una fuente de carbono que

garantiza el desarrollo y crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus.

El contenido de celulosa del rastrojo de maiz, utilizado en la fermentacién, es

superior al contenido de lignina del mismo, por lo cual se espera una mayor
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generacion enzimatica para la actividad celulolitica, en comparacién con la
actividad manganeso peroxidasica y lignino peroxidasica que son especificas en

la degradacion de la lignina.

El hongo Pleurotus ostreatus requiere un contenido de humedad en el sustrato
entre el 50 y 80 %, como se expone en el subcapitulo 1.1.2.3. Debido a que el
rastrojo de maiz seco analizado presenta un contenido de humedad de 9,86%,
que es muy bajo para el crecimiento del hongo, es necesario hidratarlo mediante

coccidon en agua a ebullicion.

Con la coccion en agua en ebullicion se consigue ademas de hidratar el sustrato
una esterilizacion del mismo. De esta manera se evita que otros microorganismo
presentes en el rastrojo de maiz crezcan junto con el Pleurotus ostreatus y se
garantiza que los resultados obtenidos sean generados exclusivamente por el

hongo Pleurotus ostreatus.

Con base en los resultados obtenidos de contenido de lignina y celulosa en la
caracterizacion quimica del sustrato, se determiné que el rastrojo de maiz que
proviene de la ciudad de Atuntaqui, provincia de Imbabura, es ideal como sustrato
para el cultivo del hongo Pleurotus ostreatus, pero es necesario incrementar el

contenido de humedad mediante coccién en agua caliente.

3.2. PERIODOS DE DESARROLLO Y COSECHA DEL HONGO
COMESTIBLE

Los periodos de crecimiento del micelio y de fructificaciéon de las dos cepas de
hongo comestible Pleurotus ostreatus, asi como los dias de cosecha con su

respectivo rendimiento biol6gico se muestran en las Tablas 3.2 y 3.3.

En el subcapitulo 2.6, se muestra la forma de definicibn de los periodos de

desarrollo del micelio, fructificacion y cosecha del hongo.



Tabla 3.2. Periodos de tiempo en el crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus 404,

tiempos de cosecha y rendimientos bioldgicos obtenidos para las dos corridas de

fermentacion
Tiempo (dias)
PARAMETRO SEGUNDA TERCERA
CORRIDA CORRIDA
Periodo de crecimiento del micelio 0-19 0-20
Periodo de fructificacion 19 -39 20 - 35
Primera cosecha 22 20
Rendimiento bioldgico 58,76 59,23
(g hongo/100 g rastrojo seco)
Segunda cosecha 29 31
Rendimiento bioldgico 52,92 52,02
(g hongo/100 g rastrojo seco)

Tabla 3.3. Periodos de tiempo en el crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus 2171,

tiempos de cosecha y rendimientos bioldgicos obtenidos para las dos corridas de

fermentacion
Tiempo (dias)
PARAMETRO SEGUNDA TERCERA
CORRIDA CORRIDA
Periodo de crecimiento del micelio 0-19 0-20
Periodo de fructificacion 19 - 39 20 - 35
Primera cosecha 29 28
Rendimiento bioldgico 59,61 55,67
(g hongo/100 g rastrojo seco)
Segunda cosecha 39 35
Rendimiento bioldgico 50,63 46,85
(g hongo/100 g rastrojo seco)
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Para las dos cepas de hongos, el periodo de crecimiento del micelio dura

aproximadamente 20 dias, después de los cuales los hongos pasan a la camara

clara-oscura para dar inicio al periodo de fructificacién. Se observa que los dias

de primera y segunda cosecha se dan en menor tiempo para la cepa 404 en

comparacion con la 2171. El rendimiento biolégico obtenido para ambas cepas de

Pleurotus ostreatus es similar, por lo que en cuanto a la obtencién de cuerpos
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fructiferos no existe una diferencia significativa entre la cepa 404 y la 2171. Se
observa que los periodos de crecimiento del micelio y fructificacion tienen una
duracién similar entre si para la segunda y tercera corrida, y que los dias de
cosecha para ambas corridas se presentan en el mismo intervalo de tiempo. Esto

indica que los resultados pueden ser reproducidos.

El tiempo de fermentacién y el rendimiento bioldégico de las cepas dependen
principalmente de la composicidon del rastrojo de maiz utilizado como sustrato, de
las condiciones de temperatura y humedad de la camara de cultivo, del tamario de
las fundas y de la cepa de Pleurotus ostreatus (Garzén y Cuervo, 2008; Pazos,
2004). Debido a que el rastrojo de maiz y el tamafio de las fundas fueron los
mismos para todas las corridas de fermentacion realizadas, y que se mantuvieron
las mismas condiciones de temperatura, humedad y aireacién en la camara, las
diferencias en tiempo de fermentacidn y rendimiento biolégico se deben
principalmente a la cepa de hongo utilizada. Para las dos cepas el tiempo de
crecimiento del micelio es el mismo, lo que indica que las dos cepas de hongo se
adaptan de igual manera al medio y a las condiciones ambientales de la camara
de cultivo. La cepa 404 se diferencia de la 2171 porque los cuerpos fructiferos se
desarrollan de manera mas rapida, lo que nos indica que esta cepa degrada mas
rapido el sustrato, para utilizar la lignina y celulosa presentes como fuente de

carbono para el crecimiento del cuerpo fructifero.

Trabajos previos, realizados por Flores (2005) y Pazos (2004) para el cultivo del
hongo comestible Pleurotus ostreatus en rastrojo de maiz, muestran periodos de
desarrollo del hongo comestible y resultados de rendimientos bioldgicos similares
a los obtenidos en el presente trabajo. Estos trabajos se realizaron mediante
fermentacién en medio sélido en fundas plasticas de 17,78 x 25,40 cm (7 x 10
pulgadas), las mismas que se utilizaron en el presente trabajo. Flores (2005) y
Pazos (2004) trabajaron con la cepa de Pleurotus ostreatus 2171. Flores (2005)
obtuvo rendimientos biolégicos de aproximadamente el 41% con un tiempo de
fermentacion de 22 dias, y Pazos (2004) obtuvo rendimientos biologicos de
aproximadamente 53% en tiempos de fermentacion de 46 dias. Las variaciones

en los porcentajes de rendimiento biologico y tiempo de fermentacion se deben
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principalmente a la cepa de hongo usada y al rastrojo de maiz utilizado, ya que
las condiciones de fermentacion utilizadas en los trabajos previos, son las mismas

que las utilizadas en el presente trabajo.

3.3. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

La determinacion de las actividades enzimaticas estudiadas se realiz6 mediante
métodos espectrofotométricos de medicidon de la absorbancia. Se presenta un
estudio comparativo de los valores de absorbancia medidos para las tres

actividades enzimaticas a diferentes tiempos durante el periodo de fermentacion.

Se muestran los resultados de las absorbancias medidas para los tres ensayos de
determinacién de actividades enzimaticas: celulolitica, manganeso peroxidasica y
lignino peroxidasica, durante la fermentacion de rastrojo de maiz, con las dos

cepas de hongo Pleurotus ostreatus 404y 2171.

Se obtuvieron valores experimentales de absorbancia en el tiempo, durante el
periodo de fermentacién con cada una de las cepas. Para la primera corrida de
fermentacion realizada, solo se obtuvo datos para el ensayo de determinaciéon de
actividad celulolitica, como se explica en el subcapitulo 2.6. Para la segunda y

tercera corrida se obtuvieron datos para las tres actividades enzimaticas.

3.3.1. ENSAYO DE ACTIVIDAD CELULOLITICA

En la Figura 3.1 se presentan los resultados de absorbancia, obtenidos en el
ensayo de actividad celulolitica, para la cepa de Pleurotus ostreatus 404. Los
valores de absorbancia, respecto al tiempo de fermentacion, presentan una
tendencia similar entre si para las tres corridas de fermentacion, con una
tendencia creciente en la etapa de crecimiento del micelio, un primer pico maximo
en la primera cosecha, una disminuciéon después de la cosecha y un segundo pico

en la segunda cosecha.
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Para la primera corrida se obtiene un pico maximo de absorbancia en la primera
cosecha de 0,363 y un segundo pico de 0,239. En la segunda corrida el pico
maximo de absorbancia es de 0,336 y el segundo pico de 0,196. Para la tercera
corrida se consiguié un pico maximo de 0,389 y un segundo pico de 0,316 de

absorbancia.

0,450

0,400

0,300 \ —

0,250 \

0,200 \

0,150 - /, \ \\ '/l

/ [ \\ -
/ \ "\

0,050

Absorbancia

0,000
30 35 40

-0,050 .
Tiempo (dias)

=0—1° corrida, P.O. 404 =—e=2° corrida, P.O. 404 3° corrida, P.O. 404

Figura 3.1. Valores de absorbancia obtenidos a diferentes tiempos en el ensayo de
determinacion de la actividad celulolitica para las tres corridas de fermentacion en rastrojo

de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 404

Para la cepa de Pleurotus ostreatus 404, el pico maximo de absorbancia se
obtiene entre el dia 20 y 22 de iniciada la fermentacion. El segundo pico de

absorbancia se obtiene entre el dia 29 al dia 31 de iniciada la fermentacién.

En la Figura 3.2 se muestra la variacién de la absorbancia con el tiempo de
fermentacion para la cepa de Pleurotus ostreatus 2171. Esta variacion en la
primera corrida es creciente de una manera irregular, a diferencia de la segunda y
tercera corridas que presentan una tendencia similar de variacién, entre si,

durante el periodo de fermentacion.
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Figura 3.2. Valores de absorbancia obtenidos a diferentes tiempos en el ensayo de
determinacion de la actividad celulolitica para las tres corridas de fermentacion en rastrojo

de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 2171

La cepa 2171 presenta un primer pico de absorbancia, entre los 8 y 13 dias, de
fermentaciéon, que es una etapa previa a la fructificacion, después presenta un
decremento de la absorbancia hasta obtener un pico maximo de absorbancia en

la primera cosecha del hongo, entre los 28 y 29 dias de iniciada la fermentacion.

Para la primera corrida, se obtiene un pico maximo de absorbancia en la primera
cosecha de 0,290. En la segunda corrida el pico maximo de absorbancia es de

0,450 y para la tercera corrida se consigui6é un pico maximo de 0,391.

Estudios realizados por Khalil et al. (2011) y Kurt y Buyukalaca (2010) muestran
un pico maximo en la generacion de celulasas en el décimo dia de fermentacién,
en medio sélido, en varios sustratos como bagazo de cafia, paja de trigo y madera
para los hongos comestibles Pleurotus ostreatus y Pleurotus sajor-caju. Sin
embargo, un estudio realizado por Ghosh et al. (1998) que utiliz6 biomasa

lignocelulésica como sustrato para la fermentaciéon, en medio sélido, reporta que
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la maxima actividad de enzimas lignoceluloliticas se da entre los dias 16 y 24 de
fermentaciéon. Reddy et al. (2003) encontré la maxima actividad enzimatica para
celulasas en el dia 20 de fermentacion en medio sélido al utilizar biomasa de

hojas para los hongos comestibles Pleurotus ostreatus y Pleurotus sajor-caju.

Con base en estos estudios previos, los tiempos de fermentacion en los que se
obtiene la maxima actividad enzimatica varian con el sustrato utilizado en la
fermentacién en medio sélido y con la cepa de hongo utilizada. Estos tiempos
varian entre 10 y 24 dias. En este estudio realizado en rastrojo de maiz la maxima
actividad enzimatica se da entre los dias 20 y 22 para la cepa 404 de Pleurotus

ostreatus y en los dias 28 y 29 para la cepa 2171.

Esto indica que, al utilizar sustratos como bagazo de caha, paja de arroz y
madera, la maxima generacion de la actividad celulolitica se consigue en un
menor tiempo, en comparacion con los casos en que se utiliza biomasa de hojas o
rastrojo de maiz. Todos estos sustratos son materiales lignocelulésicos, pero el
contenido de lignina y celulosa varia de sustrato en sustrato. Debido a que el
contenido de lignina y celulosa influye directamente en la actividad enzimatica, se
obtienen tiempos de fermentacion diferentes en los que se alcanza la maxima
actividad celulolitica. Principalmente, la diferencia entre los tiempos de
fermentacién se da por el tiempo que le toma al hongo adaptarse al sustrato y

generar las enzimas necesarias para su desarrollo y crecimiento.

Los estudios realizados por Khalil et al. (2011), Kurt y Buyukalaca (2010), Ghosh
et al. (1998) y Reddy et al. (2003) muestran una tendencia creciente a medida que
avanza el proceso de fermentacion, con un pico maximo y una posterior
disminucién de la actividad enzimatica. Esta misma tendencia se observa en el
presente estudio para ambas cepas de Pleurotus ostreatus, con una variacion en

los dias de maxima actividad enzimatica.

A pesar de tener una variacién en los dias de maxima generacién de actividad
celulolitica, la tendencia de generacién se repite. Esto indica que la generacion de

la actividad celulolitica esta relacionada con el crecimiento y desarrollo del hongo,
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y no se genera arbitrariamente, sino que se genera en periodos especificos

durante la fermentacién, siguiendo una tendencia determinada.

3.3.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD MANGANESO PEROXIDASICA

Para la cepa de Pleurotus ostreatus 404, los valores de absorbancia obtenidos en
el ensayo de actividad manganeso peroxidasica, para las dos corridas de
fermentacién realizadas, presentan una tendencia similar entre si en relacion al

tiempo de fermentacion. Estos resultados se muestran en la Figura 3.3.

La tendencia es creciente aproximadamente en los 12 primeros dias de
fermentaciéon, en donde se alcanzan los valores maximos de absorbancia, 0,369

para la segunda corrida y 0,339 para la tercera.
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Figura 3.3. Valores de absorbancia obtenidos a diferentes tiempos en el ensayo de
determinacion de la actividad manganeso peroxidasica para las dos corridas de

fermentacion en rastrojo de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 404
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Los valores de absorbancia se mantienen altos hasta los 20 dias de iniciada la
fermentacién, que es cuando comienza la etapa de fructificacion. En los dias de la
cosecha, la absorbancia disminuye hasta alcanzar valores cercanos a cero, y
vuelve a aumentar a los 30 dias de fermentacion aproximadamente, cuando se
tiene la segunda cosecha. Después de la segunda cosecha la absorbancia vuelve

a disminuir hasta alcanzar valores cercanos a cero.

Para la cepa 2171, se observa en la Figura 3.4, que la tendencia es similar a la
presentada por la cepa 404. La tendencia es creciente entre los 10 y 12 primeros
dias de fermentacion, se mantienen valores altos hasta la etapa previa a la
primera cosecha del hongo, donde disminuye hasta valores cercanos a cero en
los dias 28 y 29 de fermentacion, que son los dias de cosecha del hongo. Se tiene
un pico de absorbancia entre los dias 30 y 35 de fermentacion, después de los

cuales la absorbancia disminuye hasta alcanzar valores que tienden a cero.

0,450
0,400 f
0,350 \\
0,300 /

o — —
0,150 / \ I \
0,100 ,1 \ /" \
= ] J N\

5 10 15 20 25 30 35 40 45

Absorbancia

-0,050
Tiempo (dias)

=0—2° corrida, P.O. 2171 3° corrida, P.O. 2171

Figura 3.4. Valores de absorbancia obtenidos a diferentes tiempos en el ensayo de
determinacion de la actividad manganeso peroxidésica para las dos corridas de

fermentacion en rastrojo de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 2171
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Un estudio realizado por Gupte et al. (2007) muestra que la maxima actividad
enzimatica se da en el décimo dia de iniciada la fermentacion en medio sélido con
paja de trigo como sustrato para el hongo comestible Pleurotus ostreatus. La
actividad enzimatica en este estudio aumenta progresivamente hasta el dia 10 de
fermentacién, donde se mantiene en valores altos hasta el dia 20

aproximadamente, con las cepas de Pleurotus ostreatus 404 y 2171.

Quintero et al. (2006) realizdé un estudio de fermentacion en medio sélido con
rastrojo de maiz como sustrato para el crecimiento del hongo Phanerochaete
chrysosporium donde se muestra que de igual manera la actividad enzimatica
manganeso peroxidasica aumenta hasta el décimo dia de fermentacion y se
mantiene en valores altos hasta el vigésimo dia de fermentacion. Tanto el
Pleurotus ostreatus como el Phanerochaete chrysosporium, son hongos de
pudricion blanca, que degradan en primer lugar la lignina dejando un tejido blanco

compuesto de celulosa principalmente.

Con base en estos estudios previos se puede deducir que se obtienen tendencias
similares en la generacién de extractos con actividad manganeso peroxidasica

comparables con los obtenidos en el presente estudio.

Para el caso de la actividad manganeso peroxidasica, la tendencia de generacion
con el tiempo de fermentaciéon del sustrato, se mantiene independientemente del
sustrato o el hongo utilizado. Esto indica que la actividad manganeso peroxidasica
tiene su principal influencia en los primeros dias de fermentacién mientras el

hongo se adapta al sustrato.

3.3.3. ENSAYO DE ACTIVIDAD LIGNINO PEROXIDASICA

En la Figura 3.5 y en la 3.6 se muestran resultados de absorbancia medida en el
ensayo de actividad lignino peroxidasica en relacion al tiempo de fermentacion,
durante la segunda y tercera corrida de fermentacién con las cepas de hongo

Pleurotus ostreatus 404 y 2171 respectivamente.
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No se observa una tendencia definida en la variacion de la absorbancia durante
las dos corridas de fermentacion realizadas para las dos cepas de Pleurotus
ostreatus estudiadas. Se observan algunos picos de absorbancia pero que no
guardan relacion con los periodos de crecimiento, fructificacidon y cosecha del
hongo. Estos valores dispersos no permiten establecer una tendencia definida en

el comportamiento de la absorbancia durante el tiempo de fermentacion.

Para las dos cepas de Pleurotus ostreatus estudiadas, los valores de absorbancia
medidos son cero y valores cercanos a cero, lo que indica que estas cepas de

hongos no presentan una actividad lignino peroxidasica significativa.

En trabajos realizados por Guillén-Navarro et al. (1998) y Vyas y Molitoris (1995)
se estudié la obtencion de extractos con actividad enzimatica ligninolitica en
sustrato liquido y en sustrato sélido con paja para obtener el hongo comestible
Pleurotus ostreatus, sin detectar actividad enzimatica lignino peroxidasa en

ninguna de las condiciones.
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Figura 3.5. Valores de absorbancia obtenidos a diferentes tiempos en el ensayo de
determinacion de la actividad lignino peroxidésica para las dos corridas de fermentacion en

rastrojo de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 404
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Figura 3.6. Valores de absorbancia obtenidos a diferentes tiempos en el ensayo de
determinacion de la actividad lignino peroxidésica para las dos corridas de fermentacion en

rastrojo de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 2171

3.4. DETERMINACION DE LA CINETICA DE GENERACION DE
EXTRACTOS CON ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para la determinacién de la cinética de generacion de las actividades enzimaticas,
se analizaron la segunda y tercera corrida de fermentacién de los hongos

Pleurotus ostreatus 404 y 2171 en rastrojo de maiz.

La actividad enzimatica fue expresada en Ul (Unidades Internacionales), definidas
como un pmol de producto generado o de sustrato oxidado por min y por g de
rastrojo de maiz seco. Los valores de actividades enzimaticas calculados, se

muestran en graficos en relacidn al tiempo de fermentaciéon de cada cepa.

3.4.1. ANALISIS DE RESULTADOS DE LA SEGUNDA CORRIDA DE
FERMENTACION
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En la Figura 3.7 se muestran los valores de las actividades enzimaticas
calculadas para la cepa de Pleurotus ostreatus 404 a diferentes tiempos durante

la fermentacion en rastrojo de maiz en la segunda corrida de fermentacion.

La actividad enzimatica mas alta es la actividad celulolitica, seguida de la
actividad manganeso peroxidasica y por ultimo la lignino peroxidasica, que
presenta una tendencia con valores cercanas a cero, sin variaciones apreciables

a través del tiempo.
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Figura 3.7. Actividades enzimaticas celulolitica (CMC), manganeso peroxidasica (MnP) y
lignino peroxidasica (LiP) obtenidas a diferentes tiempos para la segunda corrida de

fermentacion en rastrojo de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 404

Al comparar la tendencia de las actividades enzimaticas celulolitica y manganeso
peroxidasica, se observa que en los primeros 12 dias de fermentacién hay una
tendencia creciente en ambas actividades, entre los dias 12 y 20 de fermentacion,
la actividad manganeso peroxidasica llega a sus maximos valores, mientras que
la actividad celulolitica tiende a disminuir, hasta que en el dia 22, que es el dia de

la primera cosecha del hongo, se da la maxima generacién de la actividad
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celulolitica, al mismo tiempo la actividad manganeso peroxidasica disminuye

hasta valores cercanos a cero.

Se da un segundo pico de actividad celulolitica en el dia 29 de la segunda
cosecha del hongo, después del cual la actividad celulolitica disminuye, mientras
que la actividad manganeso peroxidasica aumenta después de la segunda
cosecha. Al final del periodo de fermentacion, la actividad manganeso
peroxidasica disminuye y tiende a cero, mientras que la actividad celulolitica se
mantiene en un valor de 0,245 UI.

Los valores de actividades enzimaticas obtenidos para la cepa de Pleurotus
ostreatus 2171 presentan una tendencia similar que para la cepa 404, ya que los
periodos de mayor generacion de la actividad manganeso peroxidasica coinciden
con los de menor generacion de la actividad celulolitica, y viceversa. Estas

tendencias se muestran en la Figura 3.8.
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Figura 3.8. Actividades enzimaticas celulolitica (CMC), manganeso peroxidasica (MnP) y
lignino peroxidésica (LiP) obtenidas a diferentes tiempos para la segunda corrida de

fermentacion en rastrojo de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 2171
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La diferencia con la cepa 404, es que la etapa de cosecha de la cepa 2171 se da
dias después que la cosecha del hongo 404, por lo que los periodos de maxima y

minima generacion se dan mas tarde para esta cepa.

No se observa la presencia de actividad lignino peroxidasica, ni variaciones
apreciables durante el tiempo de fermentacién. Se observa que en los primeros
12 dias de fermentacidén hay una tendencia creciente en las dos actividades, entre
los dias 12 y 22 de fermentacion, la actividad manganeso peroxidasica llega a sus
maximos valores, mientras que la actividad celulolitica disminuye hasta un valor
minimo. Entre el dia 22 y el dia 29, que es el dia de la primera cosecha del hongo,
la actividad manganeso peroxidasica llega a sus minimos valores, los cuales
tienden a cero, mientras que la actividad celulolitica aumenta y alcanza su

maximo valor el dia 29 que es el dia de la primera cosecha.

Se da un segundo pico maximo de actividad manganeso peroxidasica en el dia
31, que coincide con una disminucion de la actividad celulolitica. Al final del
periodo de fermentacién, la actividad manganeso peroxidasica disminuye y tiende

a cero, mientras que la actividad celulolitica se mantiene en un valor de 0,169 Ul.

Para la cepa 404 los valores de actividad enzimatica celulolitica varian entre
0,085 Ul hasta el maximo de 0,527 Ul alcanzado en el dia 22 de fermentacion.
Para la cepa 2171 el valor minimo de actividad enzimatica es 0,085 Ul y el valor

maximo obtenido es de 0,677 Ul en el dia 29 de fermentacion.

Para la cepa de Pleurotus ostreatus 404 los valores de actividad enzimatica
manganeso peroxidasica varian entre 0,000 Ul hasta el maximo de 7,93 x 1072 Ul
obtenido en el dia 12 de fermentacién. Para la cepa 2171 el valor minimo de
actividad enzimatica es 0,000 Ul y el valor maximo obtenido es de 8,63 x 1072 Ul

alcanzado en el dia 12 de fermentacion.

Para la cepa de Pleurotus ostreatus 404 los valores de actividad enzimatica
lignina peroxidasica varian entre 0,000 Ul hasta el maximo de 2,33 x 107 Ul

obtenido en el dia 19 de fermentacion. Para la cepa 2171 el valor minimo de



46

actividad enzimatica es 0,000 Ul y el valor maximo obtenido es de 1,86 x 107 UI

alcanzado en el dia 26 de fermentacion.

3.4.2. ANALISIS DE RESULTADOS DE LA TERCERA CORRIDA DE
FERMENTACION

La variacion de las actividades enzimaticas calculadas para la cepa 404 en la
tercera corrida de fermentacion se muestra en la Figura 3.9. La actividad lignino
peroxidasica muestra una tendencia con valores que tienden a cero. La maxima
actividad enzimatica es la actividad celulolitica, seguida de la actividad

manganeso peroxidasica.
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Figura 3.9. Actividades enzimaticas celulolitica (CMC), manganeso peroxidasica (MnP) y
lignino peroxidasica (LiP) obtenidas a diferentes tiempos para la tercera corrida de

fermentacion en rastrojo de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 404

La actividad celulolitica presenta un aumento durante el periodo de crecimiento
del micelio, hasta llegar a un maximo el dia 20, que es el dia de la primera

cosecha, seguido de una disminucién hasta el dia 28, donde se produce un nuevo
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aumento de la actividad hasta el dia 31 donde se tiene un segundo pico, que
corresponde al dia de la segunda cosecha de este hongo. El dia 35 donde se

acaba la fermentacion, el valor de la actividad celulolitica es de 0,156 UI.

La actividad manganeso peroxidasica presenta sus maximos valores de actividad
entre los dias 13 y 20 para la cepa 404. Presenta un aumento en su actividad
entre los dias 23 y 28, con un pico en el dia 31, después del cual vuelve a

disminuir y su actividad tiende a cero para el final de la fermentacién.

Para la cepa 2171 la variacion de las actividades enzimaticas calculadas en la
tercera corrida de fermentacién se muestra en la Figura 3.10. No se muestra una
actividad lignino peroxidasica considerable, ya que sus valores tienden a cero. La
maxima actividad enzimatica es la actividad celulolitica, seguida de la actividad

manganeso peroxidasica.
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Figura 3.10. Actividades enzimaticas celulolitica (CMC), manganeso peroxidasica (MnP)
y lignino peroxidésica (LiP) obtenidas a diferentes tiempos para la tercera corrida de

fermentacion en rastrojo de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 2171
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La actividad celulolitica presenta un aumento durante el periodo de crecimiento
del micelio, y presenta dos picos de maxima absorbancia, el menor en el dia 13 y
el mayor el dia 28, dia de la primera cosecha de este hongo. El dia 35 donde se
acaba la fermentacion, el valor de la actividad celulolitica es de 0,163 Ul, este dia
es el dia de la segunda cosecha de esta cepa de hongo. La actividad manganeso
peroxidasica presenta sus maximos valores de actividad entre los dias 9 y 24.
Presenta una disminucién en su actividad entre los dias 23 y 28, con un pico en el
dia 31, después del cual vuelve a disminuir y su actividad tiende a cero para el

final de la fermentacién.

Para la cepa 404 los valores de actividad enzimatica celulolitica varian entre
0,085 Ul hasta el maximo de 0,596 Ul alcanzado en el dia 20 de fermentacion.
Para la cepa 2171 el valor minimo de actividad enzimatica es 0,085 Ul y el valor

maximo obtenido es de 0,599 Ul en el dia 28 de fermentacion.

Para la cepa de Pleurotus ostreatus 404 los valores de actividad enzimatica
manganeso peroxidasica varian entre 0,000 Ul hasta el maximo de 7,28 x 1072 Ul
obtenido en el dia 13 de fermentacion. Para la cepa 2171 el valor minimo de
actividad enzimatica es 0,000 Ul y el valor maximo obtenido es de 8,09 x 102 Ul

alcanzado en el dia 16 de fermentacion.

Para la cepa de Pleurotus ostreatus 404 los valores de actividad enzimatica
lignino peroxidasica varian entre 0,000 Ul hasta el maximo de 5,68 x 107 Ul
obtenido en el dia 16 de fermentacion. Para la cepa 2171 el valor minimo de
actividad enzimatica es 0,000 Ul y el valor maximo obtenido es de 3,94 x 10 Ul

alcanzado en el dia 13 de fermentacion.

Al comparar el comportamiento de las dos cepas de Pleurotus ostreatus
analizadas durante la segunda y tercera corridas de fermentacion, se tiene que
para las dos cepas en el periodo de crecimiento del micelio, la actividad
manganeso peroxidasica aumenta y se mantiene en sus maximos valores, y

cuando se acerca el periodo de fructificacion y cosecha, esta actividad disminuye
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y tiende a cero, mientras que la actividad celulolitica presenta sus maximos

valores en los dias de la cosecha.

De igual manera, al terminar los dias de la primera cosecha, la actividad
manganeso peroxidasica aumenta nuevamente y la celulolitica disminuye, hasta
la segunda cosecha, donde se obtiene un segundo pico maximo en la actividad
celulolitica, mientras que la manganeso peroxidasica disminuye hasta tender a

cero.

La lignina evita que los materiales lignoceluldsicos se hinchen y es responsable
por la rigidez e integridad de estos materiales. Ademas, la presencia de la lignina
es responsable de restringir la accesibilidad de las enzimas al material

lignocelulésico para su hidrélisis y degradacion (Khalil et al., 2011).

Es por esto que es necesario en primer lugar que el hongo comestible degrade la
lignina presente en el material lignocelulésico utilizado como sustrato. Una vez
degradada la lignina, las enzimas tendran acceso para degradar el resto del

material y obtener los nutrientes necesarios para el crecimiento del hongo.

Este fenbmeno se refleja en los tiempos de generacion de los diferentes extractos
con actividad enzimatica obtenidos durante la fermentacion de rastrojo de maiz
con Pleurotus ostreatus. Los dias de desarrollo del micelio la actividad
manganeso peroxidasica aumenta hasta alcanzar sus maximos valores antes de

la cosecha.

Los hongos de pudricion blanca como el Pleurotus ostreatus, tienen dos
mecanismos de degradacion de los materiales lignocelulésicos principalmente. En
el primer mecanismo se degrada la lignina, celulosa y hemicelulosa
simultdneamente. En el segundo mecanismo, se degrada en primer lugar la
lignina y hemicelulosa presentes en el sustrato, para luego permitir la degradacién
de la celulosa. Este tipo de mecanismos estan ligados principalmente al hongo

utilizado. En el segundo mecanismo de degradacion, la lignina es degradada en la
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primera etapa del crecimiento del hongo para permitir la accesibilidad enzimatica

al resto de materiales celulésicos (Martinez et al., 2005).

La actividad manganeso peroxidasica se mantiene en valores altos hasta la etapa
de fructificacion. Una vez alcanzada la etapa de fructificacion, esta actividad
ligninolitica disminuye y da lugar a un aumento de la actividad celulolitica. Estos
resultados indican que la lignina seria degradada previamente, y después el
hongo, para desarrollar el cuerpo fructifero, empezaria a degradar la celulosa
para obtener los azucares necesarios para su crecimiento. Es por esto que la
maxima generacion de extractos con actividad celulolitica se da en la etapa de
fructificacion, que es cuando mas nutrientes y fuentes de carbono el hongo
comestible necesita para desarrollar el cuerpo fructifero. Una vez realizada la
cosecha del hongo, la actividad celulolitica disminuye. Esto indica que se
comienza a degradar nuevamente la lignina presente en el sustrato, para después

degradar el resto de materiales como la celulosa.

La actividad lignino peroxidasica en ninguno de los casos presenta valores altos,
en comparacion con las otras actividades medidas, sino que se mantiene con
valores que tienden a cero. En trabajos realizados, mediante fermentacion en
medio sélido con Pleurotus ostreatus, por Gupte et al. (2007), Guillén-Navarro et
al. (1998), Vyas y Molitoris (1995) no se detectd actividad enzimatica lignino
peroxidasica para el hongo Pleurotus ostreatus. Gupte et al. (2007) utilizé como
sustrato paja de trigo, paja de arroz, rastrojo de maiz y cascaras de coco. Guillén-
Navarro et al. (1998), trabajé con cultivo en medio so6lido en un bioreactor con
sustrato sélido compuesto por dextrosa, extracto de levadura y agar. Vyas y
Molitoris (1995) trabajaron con fermentacion en medio sélido con paja como
sustrato. En los tres trabajos realizados, la actividad lignino peroxidasica se midi
por el método de Tien y Kirk (1984).

La falta de actividad lignino peroxidasica en el hongo Pleurotus ostreatus 404 y
2171 sugiere que existen otras enzimas responsables de la producciéon de
radicales libres en la degradacion de la lignina por estas cepas de hongo. Entre

estas enzimas podria estar la enzima Lacasa, que utiliza el método de deteccion
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del reactivo ABTS (Bourbonnais y Paice, 1990). Debido a que cada enzima tiene
un meétodo de deteccidn propio, es necesario realizar ensayos de actividad
enzimatica especificos, para poder determinar qué tipo de enzimas son

secretadas por el hongo y cuantificar su actividad.

3.5. DETERMINACION DEL PERIODO DE MAYOR
GENERACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Para determinar los periodos de mayor generacion de las actividades enzimaticas
estudiadas, se compard la cinética de generacibn de cada una de las tres
actividades enzimaticas y los picos maximos de actividad enzimatica, con los

periodos de crecimiento del hongo.

En las Tablas 3.4 y 3.5 se muestran los periodos de mayor generacién

enzimatica.

Tabla 3.4. Tiempos y valores de maxima generacion enzimatica para las dos corridas de

fermentacion para el Pleurotus ostreatus cepa 404

‘ SEGUNDA TERCERA
PARAMETRO CORRIDA CORRIDA
) o _ 0,527 Ul 0,596 Ul
Maxima actividad celulolitica
22 dias 20 dias
2 -2
Maxima actividad manganeso 7,93 x 107 Ul 7,28 x 107 UI
peroxidasica 12 dias 13 dias
Maxima actividad lignino 2,33 x10° UL 5,68 x 10 UL
peroxidasica 19 dias 16 dias

Para la cepa 404 la primera cosecha se da entre los dias 20 y 22 de fermentacién,
y la segunda cosecha entre los dias 29 y 31. La maxima actividad celulolitica se
genera el dia de la primera cosecha del hongo, con un valor de 0,527 Ul para la

segunda corrida y 0,596 Ul para la tercera.



52

El maximo valor de actividad manganeso peroxidasica se da en el periodo de
crecimiento del micelio, entre los dias 12 y 13 de fermentacion, con un valor
maximo de 7,93 x 102 Ul, para la segunda corrida, y 7,28 x 102 Ul, para la

tercera.

Los valores maximos para la actividad lignino peroxidasica no presentan un
periodo definido de generacién al comparar ambas corridas, y sus valores tienden

a ser cero.

Tabla 3.5. Tiempos y valores de maxima generacion enzimatica para las dos corridas de

fermentacion para el Pleurotus ostreatus cepa 2171

‘ SEGUNDA TERCERA
PARAMETRO CORRIDA CORRIDA
0,677 Ul 0,599 UI
Maxima actividad celulolitica
29 dias 28 dias
2 2
Maxima actividad manganeso 8,63 x 107 UI 8,09 x 107 UI
peroxidasica 12 dias 16 dias
3 -3
Maxima actividad lignino 1,86 x 10~ UL 3.94x 107 U
peroxidasica 26 dias 13 dias

Para la cepa 2171 la primera cosecha se da entre los dias 28 y 29 de
fermentacion, y la segunda cosecha entre los dias 35 y 39. La maxima actividad
celulolitica se genera el dia de la primera cosecha del hongo, con un valor de

0,677 Ul para la segunda corrida y 0,599 Ul para la tercera.

La maxima actividad manganeso peroxidasica se da en el periodo de crecimiento
del micelio, entre los dias 12 y 16 de fermentacién, con un valor maximo de 8,63 x

102 Ul para la segunda corrida y 8,09 x 107 Ul para la tercera.

Los valores maximos para la actividad lignino peroxidasica no presentan un
periodo definido de generacién al comparar ambas corridas, y sus valores tienden

a ser cero.
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Al comparar las dos cepas de Pleurotus ostreatus utilizadas, se observa que la
cepa 2171 presenta una mayor actividad enzimatica tanto celulolitica como

manganeso peroxidasica.

Debido a que la mayor generacion enzimatica se da para las enzimas celuloliticas
cuya maxima generacion se da en el periodo de cosecha del hongo, esta enzima
es la que puede tener aplicabilidad comercial, ya que se extrae del sustrato
fermentado después de la cosecha, sin interferir con el desarrollo del hongo, para
que de esta manera se puedan obtener tanto los cuerpos fructiferos como los
extractos enzimaticos y conseguir asi un aprovechamiento integral del proceso

fermentativo.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

La actividad enzimatica de accidn celulolitica es mas representativa,
comparada con la actividad de accién ligninolitica, para el caso del hongo
Pleurotus ostreatus cepas 404 y 2171. Los extractos enzimaticos obtenidos

estan mas orientados a actuar sobre la celulosa.

En la determinacién de la actividad celulolitica la absorbancia para las dos
cepas de Pleurotus ostreatus aumenta a medida que avanza el tiempo de
fermentacién, hasta llegar a un punto maximo en la primera cosecha del
hongo comestible. Después de la cosecha, la absorbancia disminuye y vuelve
a presentar una tendencia creciente, con un segundo pico en la segunda
cosecha del hongo comestible. A pesar de que la cepa 2171 crece mas lenta

que la 404, tiene mayores actividades enzimaticas.

La actividad celulolitica para la cepa de Pleurotus ostreatus 404 presenta un
pico maximo de absorbancia de 0,336 en la segunda corrida, correspondiente
a una actividad celulolitica de 0,527 Ul, alcanzada en el dia 22 de
fermentacioén. En la tercera corrida se tiene un pico de absorbancia de 0,389,
correspondiente a una actividad celulolitica de 0,596 Ul, alcanzada en el dia

20 de fermentacion.

La actividad celulolitica para la cepa de Pleurotus ostreatus 2171 muestra un
pico maximo de absorbancia de 0,450 en la segunda corrida, correspondiente
a una actividad celulolitica de 0,677 Ul, alcanzada en el dia 29 de
fermentacién. En la tercera corrida se tiene un pico de absorbancia de 0,391,
correspondiente a una actividad celulolitica de 0,599 Ul, alcanzada en el dia

28 de fermentacion.
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En la actividad manganeso peroxidasica se observa que la absorbancia
aumenta en la etapa de fructificacion y se mantiene en los maximos valores
hasta los dias de la cosecha, en los que se obtiene un decremento de la
absorbancia que llega a tender a cero. Después se obtiene un nuevo aumento
de la absorbancia en la etapa previa a la segunda cosecha, después de la
cual vuelve a disminuir hasta llegar a valores cercanos a cero, durante los

dias de la segunda cosecha.

La actividad manganeso peroxidasica para la cepa de Pleurotus ostreatus 404
muestra un pico maximo de absorbancia de 0,369 en la segunda corrida,
correspondiente a una actividad manganeso peroxidasica de 7,93 x 107 UI,
obtenido en el dia 12 de fermentacion, y un pico maximo de absorbancia de
0,339 en la tercera corrida, correspondiente a una actividad manganeso

peroxidasica de 7,28 x 107 U, obtenido en el dia 13 de fermentacion.

La actividad manganeso peroxidasica para la cepa de Pleurotus ostreatus
2171 presenta un pico maximo de absorbancia de 0,402 en la segunda
corrida, correspondiente a una actividad manganeso peroxidasica es de 8,63
x 102 Ul obtenido en el dia 12 de fermentacion, y un pico maximo de
absorbancia de 0,377 en la tercera corrida, correspondiente a una actividad
manganeso peroxidasica de 8,09 x 102 Ul obtenido en el dia 16 de

fermentacion.

En la actividad lignino peroxidasica, se observa que para las dos cepas de
Pleurotus ostreatus estudiadas, los valores de absorbancia medidos son cero
y valores cercanos a cero, lo que indica que estas cepas de hongos no

presentan una actividad lignino peroxidasica significativa.

La actividad celulolitica presenta sus maximos valores en los dias de la

cosecha, con el pico maximo el dia de la primera cosecha.
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4.2. RECOMENDACIONES

e Realizar un estudio adicional sobre la preservacion de los extractos
enzimaticos obtenidos y la influencia de la forma de almacenamiento vy

preservacion en la actividad enzimatica.

e Desarrollar un estudio cinético de la obtencién de extractos enzimaticos bajo
las mismas condiciones y con las mismas cepas del presente trabajo, pero

que permita detectar otras enzimas ligninoliticas, como la enzima Lacasa.
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ANEXO 1

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD DEL
RASTROJO DE MAIZ DESPUES DE LA ESTERILIZACION

Se pesaron 2 muestras de rastrojo de maiz humedo (después de ser esterilizado
1 h a 90°C), en crisoles previamente tarados. Se dejaron secar en una estufa a
100°C durante 20 h, y después se enfriaron en un desecador por 4 h. Se
registraron nuevamente los pesos de los crisoles y se determin6 la humedad del

rastrojo humedo y seco con la siguiente formula:

PeSOinicial - PeSOfinal

%Humedad = x 100

Pesoinicial

Tabla I.1: Pesos registrados de las muestras de rastrojo humedo

Muestra

Peso inicial (g)

Peso final(g)

Rastrojo de maiz
humedo

—

22,78

16,16

22,09

15,47

Tabla 1.2: Porcentaje de humedad de las muestras de rastrojo himedo

Muestra

Porcentaje de
humedad

Rastrojo de maiz

hiimedo

29,51
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ANEXO II
DETERMINACION DE RESINAS, CERAS Y GRASAS

Se mide con base en el principio de que estos compuestos son solubles en una

mezcla de alcohol — benceno. Se utilizé la norma TAPPI T 6 os-59.
Solvente

Se utiliza una mezcla alcohol (1) — benceno (2), que se prepara al mezclar un

volumen de etanol (95%) con dos volumenes de benceno.
Equipo

e Extractor soxhlet, con un recipiente para sifonamiento de 250 mL.
e Estufa.

e Balanza analitica.

¢ Rotavapor.

e Desecador.
Muestra para analisis

Se utiliza una fraccién de tamafio de particula entre 0,25 y 0,4 mm de diametro,
para lo cual en primer lugar se muele la muestra, malla de molino de 1 mm y
luego se tamiza la muestra molida a través de los tamices # 40 y 60. Se toma la

fraccion recolectada del tamiz # 60.

Se determina luego la humedad del andlisis, para esto se pesa 2 g de la muestra
molida y tamizada y se coloca en la estufa a 105°C por un lapso de 12 h, se lleva
la muestra al desecador hasta que se enfrie, se pesa la muestra resultante del

proceso y se determina el contenido de humedad de la siguiente manera:

Masainicial - Masafinal

%H = x 100

Masainicial
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Método

Para determinar tanto lignina como celulosa es necesario realizar la extraccién de
ceras, grasas y resinas; se pesa inicialmente el balén del soxhlet, limpio y seco,
se toma en cuenta hasta el cuarto digito decimal, se pesa también 5 g de muestra
tamizada (que pasa la malla # 40 y se queda retenida en la malla # 60) que es
colocada en un thimble o capuchdn previamente tarado (secado en la estufa
durante 5 h a 105°C y pesado). Se coloca en el balén de extraccion previamente
tarado 400 mL de la mezcla alcohol-benceno (670 mL de benceno y 330 mL de
alcohol etilico analitico). Se arma el aparato y se coloca el equipo armado en un
bafio de agua caliente (aproximadamente 80°C). Se deja la muestra en reflujo
durante 15 h, se debe evitar mover el equipo una vez que empieza la ebullicion de
la mezcla alcohol-benceno. Se debe mantener el nivel del agua del bafio en las %
partes, ademas se debe verificar constantemente la adecuada circulacion del

agua por los refrigerantes. La temperatura del baio debe permanecer a 80°C.

Se dejan los capuchones secar al ambiente. Se extrae la mezcla alcohol-benceno
del balén de extraccién con ayuda de un rotavapor hasta que quede la grasa
adherida a las paredes del balén. Se recupera alrededor de 320 mL de la mezcla
alcohol-benceno inicial. Se coloca el balon en la estufa a 105°C por un periodo de
3 h, para luego dejarlo enfriar en el desecador. Se pesa el balon y se halla el

contenido de ceras, grasas y resinas de la siguiente forma:

Masa balonyiciqy — Masa balonging,

: x 100
Masa thimbleiciar X (1 — Hanatisis)

%Grasas =
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ANEXO III
DETERMINACION DE CELULOSA

Se fundamenta en el hecho de que por clorinacién de la muestra, se aisla la
fraccion de celulosa. Este método esta descrito en la norma T 17 m-55 de las
TAPPI.

Reactivos

e Solucion de hipoclorito de sodio, 10%.
e Solucion de bioxido de azufre, 3%.

e Solucion de sulfito de sodio, 2%.

Equipo

e Vasos de precipitacion.
o Crisoles filtrantes.

e Embudos.

e Bafo termostatizado.

e Bomba de vacio.

e Lunas de relo;.

Método

Se pesa 2 g de muestra previamente tratada con alcohol-benceno, para eliminar
las resinas, ceras y grasas (Ver Anexo lll). Se coloca la muestra en un erlenmeyer
de 125 mL y se afiade 50 mL de hipoclorito de sodio al 10%, dejandola digerir
durante 8 h. Para eliminar el exceso de lignina se filtra el material en un crisol
poroso previamente tarado y luego se lava con 50 mL de agua, 50 mL de bidéxido
de azufre al 3%, 50 mL de agua nuevamente y 50 mL de sulfito de sodio al 2%.

Se transfiere el material del crisol a un vaso de precipitacion y se afnade 115 mL

de sulfito de sodio al 2%. Se lo introduce en un bafio de agua caliente por un
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periodo de 30 min. Se vuelve a filtrar la solucién en el mismo crisol y se lava el
material filtrado con 250 mL de agua. Se seca la muestra a 105°C en la estufa por
un lapso de 3 h. Se coloca el crisol en el desecador hasta que la muestra se
enfrie. Se pesa el crisol junto con el material obtenido al final del proceso. El

contenido de celulosa se determina con la férmula expuesta a continuacion:

Masa crisolipjciqt — Masa crisolsipg
x 100

%Celul =
heelulosa Masa muestra;,icigqt X (1 — H*)

H puede considerarse igual a cero, ya que al sacar la muestra de la estufa y
colocarla de manera inmediata dentro del desecador, la muestra no gana

humedad.
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ANEXO IV
DETERMINACION DE LIGNINA

Se utilizé la norma TAPPI T13 o0s-54, que se fundamenta en el hecho de que al
someter los materiales celul6sicos al ataque de acidos fuertes, los carbohidratos

se hidrolizan, y dejan la lignina como un residuo insoluble.

Reactivos

e Solucién de acido sulftirico, 72%.

Equipo

e Balones de destilacion.
e Refrigerantes.

e Vasos de precipitacion.
e Lunas de relo;.

e Bafo termostatizado.

o Crisoles filtrantes.

e Bomba de vacio.

e Balones.

Método

Se pesa 1 g de muestra libre de resinas, ceras y grasas (Ver Anexo lll). Se coloca
la muestra en un erlenmeyer de 125 mL y se afiade 15 mL de una solucion de
acido sulfurico al 72%. Se agita continuamente durante 2 h y se mantiene la

muestra a una temperatura entre 18 — 20°C.

Se transfiere la muestra a un balén de 1000 mL y se afnade 560 mL de agua, para

que la solucién nueva tenga una concentracién de acido sulfurico del 3%. Se
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mantiene en ebullicion la muestra con reflujo por un periodo de 4 h. Se deja

enfriar y sedimentar la muestra contenida en el balén.

Finalmente se filtra la solucién en un crisol poroso previamente tarado, y se lavan
los carbohidratos que pudieren quedar con 500 mL de agua destilada caliente.
Se seca la muestra contenida en el crisol filtrante en la estufa durante 3 h a

105°C. Se coloca el crisol en el desecador hasta que se enfrie y se lo pesa.

Se determina la cantidad de lignina de la siguiente manera:

Masa crisolipjciqt — Masa crisolsipg
x 100

%Lignina =
oty Masa muestra;,jciq X (1 — H*)

H puede considerarse igual a cero, ya que al sacar la muestra de la estufa y
colocarla de manera inmediata dentro del desecador, la muestra no gana

humedad.
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ANEXO V

INFORME DE RESULTADOS DEL ANALISIS DEL RASTROJO DE
MAIZ

El analisis del rastrojo de maiz utilizado como sustrato en la fermentacion en
medio sélido del hongo comestible Pleurotus ostreatus se realiz6 en el Laboratorio
de Pulpa y papel del Departamento de Ciencia de los alimentos y biotecnologia
(DECAB) de la Escuela Politécnica Nacional.

Una copia del informe de resultados se adjunta en el presente anexo.



ESCUELA POLITECNICA NACIONAL

Eé 15 DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE LOS ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA
Pagina 1/2
INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS O TRABAJO

N° DE SOLICITUD DE ANALISIS O TRABAJO: DT 11- 0072-01/01

Numero de orden de trabajo:DT 11-072

Fecha de recepcion de la(s) muestra(s): (DD/MM/AAAA)  19/04/2011

Fecha de realizacion del analisis o trabajo: 19/04/2011 AL 27/04/2011

Fecha de entrega del informe (DD/MM/AAAA) 27 — 044 - 2011

Nombre del cliente: Ing. Bolivar lzurieta

Numero total de hojas del informe: 2

Nombre de la(s) Muestra(s): Rastrojo de maiz

Numero de la(s) Muestra (s): Una (1)

Descripcion de las muestras Codigo de las muestras
Rastrojo de maiz DT 11- 0072-01/01

Laboratorio(s) o dependencias del DECAB donde se ha realizado el analisis o trabajo:
Laboratorio de Envase y Embalaje (Pulpa y Papel)

Profesional responsable del analisis o trabajo: Ing. O. Acufia y G. Romo

RESULTADOS
N=2

N= numero de repeticiones por muestra

1.- CARACTERIZACION DE LA FIBRA

Muestra Analito Unidad | Resultados | Metodo Observaciones
Humedad inicial
Humedad para analisis 9.86 TAPPI-T -412 - M (6)
Resinas ceras y grasas 9.52 TAPPI -T-6-0S -59
Celulosa 41.60 TAPPI-T-17-M-55
DT11-0072- Lignina % 18.44 TAPPI-T-13-0S -54
01/01

OBSERVACIONES

COMENTARIOS

Pasaje Andalucia N22-435 y Alfredo Mena Caamario. Teléfono 2507138, Fax: 2507142. Casilla: 17-01-2759. Quito - Ecuador
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DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE LOS ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA

Pagina 2/2

Profesional Responsable del Analisis o Autoridad Autenticadora
Trabajo

(2~

TituM’/o Licencia Profesional Jefe del DECAB

Sr. German Romo
S e A

1111 y
L] 4

TEF
Titulo yfo Licencia Profesional

QUEJAS Y SUGERENCIAS

El cliente puede canalizar las quejas sobre los resultados de los analisis, sobre el tiempo de
entrega del informe u otro aspecto, a través del Jefe del DECAB o de la persona Encargada
de Recepcion de Muestras y Atencion al Cliente, ya sea en forma verbal o en forma escrita
hasta 8 dias después de la entrega del Informe.

En el DECAB se mantiene un registro de quejas y sugerencias con el fin de mejorar el
Servicio al Cliente.

El Laboratorio no se responsabiliza por el muestreo realizado antes de la entrega de las
muestras al DECAB, pero si se responsabiliza de las muestras recibidas, tal y como se las
entrega.

Pasaje Andalucia N22-435 y Alfredo Mena Caamafio Teléfono 2507138. Fax: 2507142. Casilla: 17-01-2759. Quito - Ecuador
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ANEXO VI

RENDIMIENTOS BIOLOGICOS

RESULTADOS DE LA SEGUNDA CORRIDA:
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Tabla VI.1: Peso de los hongos comestibles obtenidos en la primera cosecha de la segunda

corrida
CEPA 404 CEPA 2171
N° FUNDA | PESO HONGO (g) | N° FUNDA | PESO HONGO (g)
1 47,35 1 55,33
2 32,66 2 50,01
3 28,23 3 57,94
4 53,18 4 41,23
5 51,47 5 36,91
6 36,43 6 44,36
7 44,12 7 30,69
8 41,62 8 53,20
9 35,70 9 44,78
10 35,15 10 34,28
11 30,12 11 46,82
12 36,89 12 31,81
13 47,73 13 55,81
14 40,77 14 32,55
15 51,61
16 65,31
17 36,07
18 65,96




Tabla VI.2: Peso de los hongos comestibles obtenidos en la segunda cosecha de la

segunda corrida

CEPA 404 CEPA 2171
N° FUNDA | PESO HONGO (g) | N° FUNDA | PESO HONGO (g)
1 47,59 1 25,49
2 36,23 2 39,04
3 37,52 3 44,36
4 34,76 4 49,39
5 27,42 5 19,08
6 45,63 6 34,16
7 21,65 7 19,59
8 50,61 8 37,75
9 39,64 9 42,57
10 49,34 10 37,92
11 32,57 11 61,47
12 49,58
13 42,64
14 31,39
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RESULTADOS DE LA TERCERA CORRIDA:
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Tabla VL.3: Peso de los hongos comestibles obtenidos en la primera cosecha de la tercera

corrida
CEPA 404 CEPA 2171
N° FUNDA | PESO HONGO (g) | N° FUNDA | PESO HONGO (g)
1 41,49 1 38,19
2 29,61 2 39,54
3 30,88 3 43,35
4 45,32 4 41,82
5 38,46 5 42,99
6 41,33 6 33,83
7 40,61 7 44,32
8 35,92 8 58,41
9 65,17 9 40,51
10 36,98 10 44,23
11 30,81 11 32,06
12 65,29 12 45,71
13 51,91 13 35,18
14 47,02 14 34,87
15 65,47
16 30,38
17 48,74
18 37,48
19 47,47
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Tabla VI1.4: Peso de los hongos comestibles obtenidos en la segunda cosecha de la tercera

corrida
CEPA 404 CEPA 2171
N° FUNDA | PESO HONGO (g) | N° FUNDA | PESO HONGO (g)
1 42,24 1 29,71
2 27,97 2 34,61
3 35,44 3 34,37
4 44,83 4 41,50
5 47,28 5 29,24
6 36,49 6 31,55
7 46,29 7 38,43
8 48,52 8 33,83
9 38,92 9 32,35
10 36,13 10 39,96
11 25,72
12 28,15
13 41,02
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ANEXO VII

RESUMEN FOTOGRAFICO DEL DESARROLLO DEL HONGO
COMESTIBLE Pleurotus ostreatus

Figura VII.1: Desarrollo del hongo comestible Pleurotus ostreatus en tubos de ensayo

con Papa dextrosa agar

Figura VIL.2: Crecimiento del hongo comestible Pleurotus ostreatus en cajas petri con

Malta agar
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FiguraVIL.3: Crecimiento del micelio del hongo comestible Pleurotus ostreatus en granos

de trigo

Figura VIL.4: Fundas de rastrojo de maiz inoculadas con granos de trigo con hongo

comestible Pleurotus ostreatus



Figura VIL.5: Rastrojo de maiz cubierto completamente por el micelio del hongo

comestible Pleurotus ostreatus

FiguraVIIL.6: Cuerpo fructifero del hongo comestible Pleurotus ostreatus cepa 404
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Figura VIL.7: Cuerpo fructifero del hongo comestible Pleurotus ostreatus cepa 2171
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ANEXO VIII
OBTENCION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE D-GLUCOSA

Para la curva de calibracién se prepar6 una solucion de glucosa anhidra de 2 g/L.
Se prepararon 3 diluciones en buffer de citratos 0.05 M pH 4.8 de la forma

indicada en la Tabla VII.1.

Tabla VIIIL.1: Diluciones y concentraciones de los estandares utilizados para la curva de

calibracion de glucosa

DILUCION DEL ESTANDAR CONCENTRACION (g/L)
Sin dilucion 2.00
2 ml de solucion de glucosa + 1 ml de buffer 1.33
2 ml de solucidén de glucosa + 2 ml de buffer 1.00
2 ml de solucion de glucosa + 6 ml de buffer 0.50

Se ley6 la absorbancia de los estandares a 540 nm, se rest6 el blanco y se
elaboré la curva de la calibracion. Con esta curva de calibracion se determiné la

concentraciéon de las muestras.




81

ANEXO IX
RESULTADOS DE LA ABSORBANCIA MEDIDA EN EL ENSAYO
DE DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA

Tabla IX.1. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de determinacion de la

actividad celulolitica para la segunda corrida de fermentacion de las cepas de hongo Pleurotus

ostreatus 404 y 2171

] ABSORBANCIA ABSORBANCIA PROMEDIO
pia 404 -1 404 -2 2171 -1 2171 -2 404 2171
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,003 0,007 0,018 0,009 0,005 0,014
5 0,005 0,012 0,021 0,017 0,009 0,019
8 0,084 0,061 0,260 0,044 0,073 0,152
12 0,026 0,065 0,055 0,243 0,046 0,149
15 0,029 0,053 0,149 0,070 0,041 0,110
19 0,016 0,044 0,017 0,032 0,030 0,025
22 0,403 0,269 0,024 0,024 0,336 0,024
26 0,208 0,012 0,251 0,168 0,110 0,210
29 0,017 0,374 0,489 0,411 0,196 0,450
32 0,082 0,082 0,010 0,006 0,082 0,008
36 0,068 0,089 0,136 0,089 0,079 0,113
39 0,118 0,125 0,051 0,076 0,122 0,064

Tabla IX.2. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de determinacion de la

actividad celulolitica para la tercera corrida de fermentacion de las cepas de hongo Pleurotus

ostreatus 404 y 2171
. ABSORBANCIA ABSORBANCIA PROMEDIO
pia 404 -1 404 -2 2171 -1 2171-2 404 2171
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,005 0,003 0,016 0,01 0,004 0,013
6 0,007 0,011 0,023 0,014 0,009 0,019
9 0,174 0,137 0,046 0,07 0,156 0,058
13 0,117 0,179 0,298 0,123 0,148 0,211
16 0,170 0,197 0,128 0,042 0,184 0,085
20 0,374 0,403 0,029 0,03 0,389 0,030
24 0,264 0,161 0,157 0,113 0,213 0,135
28 0,121 0,196 0,349 0,432 0,159 0,391
31 0,372 0,26 0,073 0,143 0,316 0,108
35 0,063 0,045 0,070 0,049 0,054 0,060




RESULTADOS DE LA ABSORBANCIA MEDIDA EN EL ENSAYO

ANEXO X

DE DETERMINACION DE LA MANGANESO PEROXIDASA

Tabla X.1. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de determinacidn de la
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actividad manganeso peroxidésica para la segunda corrida de fermentacion de las cepas de hongo

Pleurotus ostreatus 404 y 2171

] ABSORBANCIA ABSORBANCIA PROMEDIO
bia 404 -1 404 -2 2171 -1 2171 -2 404 2171
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,062 0,056 0,001 0,057 0,059 0,029
5 0,059 0,216 0,077 0,009 0,138 0,043
8 0,082 0,176 0,223 0,000 0,129 0,112
12 0,449 0,289 0,414 0,389 0,369 0,402
15 0,226 0,470 0,174 0,41 0,348 0,292
19 0,335 0,311 0,302 0,28 0,323 0,291
22 0,000 0,078 0,324 0,237 0,000 0,281
26 0,084 0,013 0,059 0,037 0,049 0,048
29 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
32 0,133 0,133 0,283 0,279 0,133 0,281
36 0,054 0,022 0,016 0,009 0,038 0,013
39 0,000 0,001 0,000 0,000 0,001 0,000

Tabla X.2. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en ¢l ensayo de determinacion de la

actividad manganeso peroxidasica para la tercera corrida de fermentacion de las cepas de hongo

Pleurotus ostreatus 404 y 2171

] ABSORBANCIA ABSORBANCIA PROMEDIO
pia 404 -1 404 -2 2171 -1 2171-2 404 2171
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,080 0,000 0,000 0,123 0,040 0,062
6 0,000 0,010 0,000 0,011 0,005 0,006
9 0,118 0,052 0,193 0,247 0,085 0,220
13 0,505 0,172 0,241 0,241 0,339 0,241
16 0,217 0,164 0,363 0,390 0,191 0,377
20 0,310 0,143 0,351 0,311 0,227 0,331
24 0,026 0,013 0,000 0,052 0,020 0,000
28 0,057 0,036 0,005 0,014 0,047 0,010
31 0,116 0,156 0,144 0,116 0,136 0,130
35 0,032 0,000 0,022 0,000 0,016 0,011
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ANEXO XI
RESULTADOS DE LA ABSORBANCIA MEDIDA EN EL ENSAYO
DE DETERMINACION DE LA LIGNINO PEROXIDASA

Tabla XI.1. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de determinacion de la
actividad lignino peroxidésica para la segunda corrida de fermentacion de las cepas de hongo

Pleurotus ostreatus 404 y 2171

] ABSORBANCIA ABSORBANCIA PROMEDIO
pia 404 -1 404 -2 2171 -1 2171 -2 404 2171
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
5 0,002 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
8 0,000 0,000 0,017 0,000 0,000 0,009
12 0,001 0,000 0,016 0,021 0,001 0,019
15 0,001 0,000 0,002 0,000 0,001 0,001
19 0,034 0,021 0,001 0,009 0,028 0,005
22 0,008 0,002 0,002 0,020 0,005 0,011
26 0,002 0,007 0,009 0,035 0,005 0,022
29 0,004 0,000 0,014 0,000 0,002 0,007
32 0,002 0,000 0,001 0,000 0,001 0,001
36 0,002 0,001 0,001 0,000 0,002 0,001
39 0,016 0,000 0,001 0,000 0,008 0,001

Tabla XI.2. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de determinacion de la
actividad lignino peroxidasica para la tercera corrida de fermentacion de las cepas de hongo

Pleurotus ostreatus 404 y 2171

] ABSORBANCIA ABSORBANCIA PROMEDIO
Pia 404 -1 404 -2 2171 -1 2171 -2 404 2171
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,000 0,005 0,026 0,000 0,003 0,013
6 0,006 0,002 0,009 0,000 0,004 0,005
9 0,009 0,000 0,014 0,001 0,005 0,008
13 0,029 0,009 0,087 0,006 0,019 0,047
16 0,106 0,028 0,000 0,002 0,067 0,001
20 0,043 0,064 0,000 0,003 0,054 0,002
24 0,066 0,058 0,004 0,001 0,062 0,003
28 0,064 0,018 0,000 0,011 0,041 0,006
31 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
35 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000




ANEXO XII
RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA

84

Tabla XII.1. Valores de actividad celulolitica a diferentes tiempos para la segunda corrida

de fermentacion de las cepas de hongo Pleurotus ostreatus 404 y 2171

) UI (umol /min x g materia seca) UI PROMEDIO
bia 404 -1 404 -2 2171 -1 2171 -2 404 2171

0 0,085 0,085 0,085 0,085 0,085 0,085

1 0,089 0,094 0,109 0,097 0,092 0,103

5 0,092 0,101 0,113 0,108 0,096 0,110

8 0,196 0,165 0,427 0,143 0,181 0,285
12 0,119 0,171 0,158 0,405 0,145 0,281
15 0,123 0,155 0,281 0,177 0,139 0,229
19 0,106 0,143 0,108 0,127 0,125 0,117
22 0,615 0,439 0,117 0,117 0,527 0,117
26 0,359 0,101 0,415 0,306 0,230 0,361
29 0,108 0,577 0,728 0,626 0,342 0,677
32 0,193 0,193 0,098 0,093 0,193 0,096
36 0,175 0,202 0,264 0,202 0,188 0,233
39 0,240 0,250 0,152 0,185 0,245 0,169

Tabla XII.2. Valores de actividad celulolitica a diferentes tiempos para la tercera corrida

de fermentacion de las cepas de hongo Pleurotus ostreatus 404 y 2171

Dia UI (umol glucosa/min x g materia seca) UI PROMEDIO
404 - 1 404 -2 2171 -1 2171 -2 404 2171
0 0,085 0,085 0,085 0,085 0,085 0,085
1 0,092 0,089 0,106 0,098 0,090 0,102
6 0,094 0,100 0,115 0,104 0,097 0,110
9 0,314 0,265 0,146 0,177 0,290 0,161
13 0,239 0,321 0,477 0,247 0,280 0,362
16 0,309 0,344 0,254 0,140 0,326 0,197
20 0,577 0,615 0,123 0,125 0,596 0,124
24 0,432 0,297 0,292 0,234 0,365 0,263
28 0,244 0,343 0,544 0,653 0,294 0,599
31 0,574 0,427 0,181 0,273 0,501 0,227
35 0,168 0,144 0,177 0,150 0,156 0,163




ANEXO XIII
RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD MANGANESO PEROXIDASICA
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Tabla XIII.1. Valores de actividad manganeso peroxidasica a diferentes tiempos para la

segunda corrida de fermentacion de las cepas de hongo Pleurotus ostreatus 404 y 2171

) UI (nmol/min x g materia seca) UI PROMEDIO
bia 404 -1 404 -2 2171 -1 2171 -2 404 2171

0 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

1 1,33E-02 1,20E-02 2,15E-04 1,23E-02 1,27E-02 6,23E-03

5 1,27E-02 4,64E-02 1,66E-02 1,93E-03 2,96E-02 9,24E-03

8 1,76E-02 3,78E-02 4,79E-02 0,00E+00 2,77E-02 2,40E-02
12 9,65E-02 6,21E-02 8,90E-02 8,36E-02 7,93E-02 8,63E-02
15 4,86E-02 1,01E-01 3,74E-02 8,81E-02 7,48E-02 6,28E-02
19 7,20E-02 6,68E-02 6,49E-02 6,02E-02 6,94E-02 6,25E-02
22 0,00E+00 1,68E-02 6,96E-02 5,09E-02 8,38E-03 6,03E-02
26 1,81E-02 2,79E-03 1,27E-02 7,95E-03 1,04E-02 1,03E-02
29 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
32 2,86E-02 2,86E-02 6,08E-02 6,00E-02 2,86E-02 6,04E-02
36 1,16E-02 4,73E-03 3,44E-03 1,93E-03 8,17E-03 2,69E-03
39 0,00E+00 2,15E-04 0,00E+00 0,00E+00 1,07E-04 0,00E+00

Tabla XIIIL.2. Valores de actividad manganeso peroxidasica a diferentes tiempos para la

tercera corrida de fermentacion de las cepas de hongo Pleurotus ostreatus 404 y 2171

Dia UI (umol/min x g materia seca) UI PROMEDIO
404 -1 404 -2 2171 -1 2171 -2 404 2171
0 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
1 1,72E-02 0,00E+00 0,00E+00 2,64E-02 8,60E-03 1,32E-02
6 0,00E+00 2,15E-03 0,00E+00 2,36E-03 1,07E-03 1,18E-03
9 2,54E-02 1,12E-02 4,15E-02 5,31E-02 1,83E-02 4,73E-02
13 1,09E-01 3,70E-02 5,18E-02 5,18E-02 7,28E-02 5,18E-02
16 4,66E-02 3,53E-02 7,80E-02 8,38E-02 4,09E-02 8,09E-02
20 6,66E-02 3,07E-02 7,54E-02 6,68E-02 4,87E-02 7,11E-02
24 5,59E-03 2,79E-03 0,00E+00 1,12E-02 4,19E-03 5,59E-03
28 1,23E-02 7,74E-03 1,07E-03 3,01E-03 9,99E-03 2,04E-03
31 2,49E-02 3,35E-02 3,10E-02 2,49E-02 2,92E-02 2,79E-02
35 6,88E-03 0,00E+00 4,73E-03 0,00E+00 3,44E-03 2,36E-03




ANEXO XIV
RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD LIGNINO PEROXIDASICA

Tabla XIV.1. Valores de actividad lignino peroxidasica a diferentes tiempos para la

segunda corrida de fermentacion de las cepas de hongo Pleurotus ostreatus 404 y 2171

) UI (nmol/min x g materia seca) UI PROMEDIO
bia 404 -1 404 -2 2171 -1 2171 -2 404 2171

0 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

1 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

5 1,69E-04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 8,47E-05 0,00E+00

8 0,00E+00 0,00E+00 1,44E-03 0,00E+00 0,00E+00 7,20E-04
12 8,47E-05 0,00E+00 1,36E-03 1,78E-03 4,24E-05 1,57E-03
15 8,47E-05 0,00E+00 1,69E-04 0,00E+00 4,24E-05 8,47E-05
19 2,88E-03 1,78E-03 8,47E-05 7,63E-04 2,33E-03 4,24E-04
22 6,78E-04 1,69E-04 1,69E-04 1,69E-03 4,24E-04 9,32E-04
26 1,69E-04 5,93E-04 7,63E-04 2,97E-03 3,81E-04 1,86E-03
29 3,39E-04 0,00E+00 1,19E-03 0,00E+00 1,69E-04 5,93E-04
32 1,69E-04 0,00E+00 8,47E-05 0,00E+00 8,47E-05 4,24E-05
36 1,69E-04 8,47E-05 8,47E-05 0,00E+00 1,27E-04 4,24E-05
39 1,36E-03 0,00E+00 8,47E-05 0,00E+00 6,78E-04 4,24E-05

Tabla XIV.2. Valores de actividad lignino peroxidasica a diferentes tiempos para la

tercera corrida de fermentacion de las cepas de hongo Pleurotus ostreatus 404 y 2171

. UI (nmol/min x g materia seca) UI PROMEDIO
bia 404 -1 404 -2 2171 -1 2171 -2 404 2171
0 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
1 0,00E+00 4,24E-04 2,20E-03 0,00E+00 2,12E-04 1,10E-03
6 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
9 7,63E-04 0,00E+00 1,19E-03 8,47E-05 3,81E-04 6,36E-04
13 2,46E-03 7,63E-04 7,37E-03 5,08E-04 1,61E-03 3,94E-03
16 8,98E-03 2,37E-03 0,00E+00 1,69E-04 5,68E-03 8,47E-05
20 3,64E-03 5,42E-03 0,00E+00 2,54E-04 4,53E-03 1,27E-04
24 5,59E-03 4,92E-03 3,39E-04 8,47E-05 5,25E-03 2,12E-04
28 5,42E-03 1,53E-03 0,00E+00 9,32E-04 3,47E-03 4,66E-04
31 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
35 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00




