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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar, a escala de laboratorio, la
generacion de enzimas con actividad celulolitica y ligninolitica en extractos
obtenidos durante el crecimiento de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896.
Para esto, se cultivaron las cepas seleccionadas en rastrojo de maiz y se

analizaron las actividades enzimaticas a través de métodos espectrofotométricos.

La actividad celulolitica se analizdé por el método del reactivo DNS, la actividad
manganeso peroxidasica por el método del rojo fenol y la actividad lignino
peroxidasica a través del método de oxidacidén del alcohol veratrilico. El rastrojo
de maiz sin fermentar y los residuos, producto de la fermentacion, después de la
primera y segunda cosecha del hongo fueron analizados en el Laboratorio de

Pulpa y Papel de la Escuela Politécnica Nacional.

Se realizaron tres corridas de fermentacion, en las cuales se evidencié que la
cepa del hongo 202 se adaptdé mas rapidamente al medio y a las condiciones
ambientales de la camara de cultivo que la cepa 896, por lo que la primera y
segunda cosecha asi como la generacion de actividades enzimaticas se

obtuvieron en menor tiempo.

En ambas cepas, se determiné que los extractos presentaron mayor actividad
celulolitica, seguida de la actividad manganeso peroxidasica y por ultimo la

actividad lignino peroxidasica.

La cepa 202 de Pleurotus ostreatus produjo una mayor actividad enzimatica de
los tres tipos de enzimas analizadas con respecto a la cepa 896, los valores mas
altos de actividad enzimatica se obtuvieron en la tercera corrida de fermentacion y
corresponden a 0,785 Ul de actividad celulolitica, 8,47x102 Ul de actividad

manganeso peroxidasica y 1,08x1072 Ul de actividad lignino peroxidasica.

La actividad manganeso peroxidasica aumentd en el periodo de crecimiento del

micelio y se mantuvo en sus maximos valores hasta el periodo de fructificacion y
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cosecha, en donde disminuyé a valores cercanos a cero; mientras que, la
actividad celulolitica presentdé sus maximos valores en los dias de la cosecha.

Este comportamiento se observd en ambas cepas.

Finalmente, se comprobd que la cepa 202 y 896 son eficientes degradadoras de
celulosa y lignina, ya que en la segunda cosecha redujeron el contenido inicial de
celulosa en el rastrojo de maiz de 38,47 % a 29,55 % y 30,51 %, respectivamente,
y para la lignina se encontrd que el contenido inicial de 18,75 % se redujo a 16,45

% para la cepa 202y a 17,13 % en la cepa 896.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios, la produccion de hongos moviliza cientos de millones de
dolares y miles de puestos de trabajo en toda América Latina, ya que esta region
tiene gran potencial para el cultivo de las especies comestibles por la diversidad
climatica y la variedad de residuos agroindustriales que se generan (Torres, 2003,
p. 116).

El hongo comestible mas cultivado y estudiado, durante los ultimos afios, es el
Pleurotus ostreatus, conocido como el hongo ostra, por su facilidad de cultivo,
calidad nutricional y porque durante su crecimiento genera un complejo
enzimatico especializado de celulasas y peroxidasas (lignino peroxidasa y
manganeso peroxidasa) que pueden degradar los desechos agroindustriales y
tienen una gran variedad de aplicaciones biotecnologicas; por este motivo este
hongo fue seleccionado para el desarrollo de este trabajo (Chaparro, Rosas y
Varela, 2009, p. 239; MushWorld, 2005, p. 5).

Los complejos enzimaticos que generan esta especie de hongos poseen un uso
potencial atractivo en la degradacién de lignina y celulosa, decoloraciéon de
efluentes contaminados con colorantes de origen industrial, oxidacién de efluentes
derivados del blanqueo del papel, extraccion de aceites esenciales, extraccion de
pigmentos, produccion de jugos de frutas y vegetales, entre otros (Ovando y
Waliszewski, 2005, p. 113; Tinoco y Vazquez, 2007, p. 353).

El reto actual de la biotecnologia es desarrollar mecanismos que formen parte de
procesos limpios y energéticamente eficientes para la prevencién, el control y la

remediacion de impactos ambientales (Tinoco y Vazquez, 2007, p. 347).

Con este trabajo es posible obtener productos con valor agregado como el hongo
comestible y los extractos con actividad enzimatica, mediante el uso de procesos
de fermentacién en desechos agroindustriales, es asi que se puede generar no
solo ingresos econdmicos sino un medio ambiente con menor contaminaciéon, que

en esta época es o mas importante.



1.  REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. CULTIVO DEL HONGO Pleurotus ostreatus

1.1.1. GENERALIDADES

Los hongos son microorganismos heterétrofos que pertenecen al Reino Fungi, los
cuales al no poder generar nutrientes, por si mismos, recurren a diferentes
sustratos como madera, hojas y pajas. Los hongos mas cultivados a nivel mundial
son los hongos saprofitos que descomponen la materia organica (Carranza,
Luzuriaga y Mejia, 2009, p. 3; MushWorld, 2005, p. 1). Un ejemplo de este tipo de

hongos es el Pleurotus ostreatus que se observa en la Figura 1.1.

Figura 1.1. Hongo Pleurotus ostreatus en la naturaleza
(MushWorld, 2005, p. 82)

Los hongos se reproducen mediante esporas, las cuales germinan para dar origen
a las hifas, que en conjunto, forman el micelio primario; posteriormente, debido a
la fusion de las hifas, aparece el micelio secundario. Una vez que el micelio
coloniza todo el sustrato, se forman los primordios que daran lugar a sombreros y
pedicelos, que constituyen los cuerpos fructiferos. Esto se logra en condiciones
de cultivo adecuadas, las mismas que se explican en el acapite 1.1.3. Las
esporas se producen en las laminillas ubicadas debajo del sombrero y los cuerpos

fructiferos las liberan para producir la siguiente generacion (Carrillo, 2003, p. 7).



El ciclo de vida de los hongos tiene las siguientes fases (MushWorld, 2005, p. 2):

e Fase Vegetativa: Crecimiento lineal del micelio en el que se disuelven los
complejos del sustrato en moléculas simples para absorber los nutrientes.

e Fase Reproductiva: Formacién de cuerpos fructiferos.

El hongo ostra es un hongo de pudricién blanca o parasito débil, que pertenece al
género Pleurotus, familia Pleurotaceae, orden Agaricales, division Basidiomicota,
y se lo encuentra en racimos de arboles muertos distribuidos por todo el mundo,
principalmente en areas templadas; hoy en dia, se conocen alrededor de 70
especies de Pleurotus y todavia se descubren nuevas especies, por lo que
ocupan el tercer lugar de consumo a nivel mundial (MushWorld, 2005, p. 1;
Sanchez, Esqueda, Gaitan, Cérdova y Coronado, 2008, p. 18).

La produccién mundial de hongos ha tenido un aumento de alrededor de 350 000
t en 1965 a cerca de 6 160 800 t en 1997, con China como el mayor productor de
hongos comestibles, ya que este pais aporta con mas del 85 % de todas las setas

de Pleurotus obtenidas en todo el mundo (Royse, 2003, p. 2).

En Nepal, Zinbawe, India y Tailandia el cultivo de hongos ha sido beneficioso y
apropiado para disminuir la pobreza, debido a que tiene un bajo costo de
produccion (MushWorld, 2005, p. 5); ademas, en paises en vias de desarrollo
como el Ecuador, la produccion de hongos resulta atractiva, ya que la demanda
de este producto se ha incrementado a precios favorables para el exportador en

los ultimos afios (Carranza et al., 2009, p. 7).

1.1.2. TECNICAS DE CULTIVO

Existen diversas tecnologias de cultivo de hongos que son amigables con el
medio ambiente y tienen diferente grado de complejidad, el hongo ostra debido a
su facilidad de cultivo es el preferido por la mayor parte de cultivadores del mundo
(Chang, 2008, p. 5).



Los cultivadores pueden elegir el tipo de cultivo de acuerdo con la disponibilidad a
largo plazo, los costos y la productividad de los materiales. Existen varios tipos de
cultivo como: cultivo en lefas, estantes, cajas, botellas y fundas, como se observa
en la Figura 1.2. El cultivo en fundas es el método mas utilizado porque brinda
rendimientos estables, sin demasiada contaminacion, a diferencia del cultivo en
estantes; por otro lado, el cultivo en botellas requiere una inversion alta pero
puede automatizarse (MushWorld, 2005, p. 65).

C. Cullivo en caja D. Cullivo en bolsa E. Cultivo en botella

Figura 1.2. Cuerpos fructiferos de hongos ostra en diversas formas de cultivo
(MushWorld, 2005, p. 65)

El cultivo en fundas presenta las siguientes ventajas (MushWorld, 2005, p. 150):

e Menor riesgo de fracaso de la cosecha,
e Uso de infraestructuras simples, con inversién minima,
e Facil control de pestes y enfermedades,

e Factibilidad de produccion continua de hongos, durante todo el afio.

El costo del cultivo del hongo ostra depende de las regiones y del tipo de cultivo

elegido, pero generalmente tiene un menor costo comparado con otras especies



de hongos comestibles como: Tricholoma matsutake, Lentinula edodes 'y
Morchella, ya que los hongos Pleurotus ostreatus utilizan espacios pequefios y
materias primas baratas, por lo que se los considera econdmicamente eficaces;
ademas, tienen la ventaja de que se los puede comercializar y exportar con mayor
facilidad como hongos secos, debido a que se deshidratan rapidamente
(MushWorld, 2005, p. 7; Romero et al., 2010, p. 54).

1.1.3. CONDICIONES DE CULTIVO

La temperatura, humedad relativa, luz, didéxido de carbono y acidez del sustrato
son factores que interactuan para favorecer el crecimiento adecuado del hongo
Pleurotus ostreatus (MushWorld, 2005, p. 55). En la Tabla 1.1 se indican los
parametros para el desarrollo de los cuerpos fructiferos de diferentes tipos de

hongos ostra.

Tabla 1.1. Parametros medioambientales para diferentes tipos de hongos Pleurotus

<1000 500 -1 000

21-27 85-90 <2000 500 -1 000
20-30 85-90 500-1500 | 750-1 500
15-21 85-90 <2000 500 -1 000
21-27 90 - 95 <1000 750 -1 500

1 000 - 1 500
10-21 85-90 <1000 (2 000)

1 000 - 1 500
18 -24 85-90 400 - 800 (2 000)
30-35 85-90 <2000 -

(MushWorld, 2005, p. 56)



1.1.3.1. Sustrato

La celulosa, hemicelulosa y la lignina son las principales fuentes de nutrientes
para el hongo Pleurotus ostreatus, las cuales se encuentran en los diferentes
tipos de desechos agroindustriales (MushWorld, 2005, p. 54).

En la Tabla 1.2 se indican los materiales nutritivos que requiere el hongo.

Tabla 1.2. Materiales nutritivos para el hongo ostra

Nutrientes Materiales
Fuentes de | Celulosa
carbono [ . lulosa Materiales hiimicos como:
Organicos madera, rastrojo, paja,
Fuentes de | Proteinas hojas, entre otros.
nitrogeno .
& Amonio
Inorganicos K, P, Si, Fe, Mg, etc.

(MushWorld, 2005, p. 54)

Para seleccionar el sustrato, se debe conocer su disponibilidad y abundancia en
la region en donde se quiere cultivar el hongo. Es importante tomar en cuenta el
precio de adquisicion y la facilidad de transporte. Los principales residuos
utilizados alrededor del mundo son: la paja de cereal, semilla de girasol, cascara
de algodédn, rastrojo de maiz, cafia de azucar, aserrin, entre otros (MushWorld,
2005, p. 84).

En el Ecuador, se han realizado trabajos previos de produccién de hongos con
rastrojo de maiz como sustrato, en los cuales se han obtenido rendimientos

biol6gicos de aproximadamente 50 % (Pazos, 2004, p. 37; Vaca, 2011, p. 32).

La relacién carbono-nitrégeno (C/N) en el sustrato, para el crecimiento de este
hongo, se encuentra entre 30 y 300. El desarrollo del micelio se produce con
relaciones C/N altas y las bajas relaciones C/N ayudan a la produccion del cuerpo
fructifero. La humedad del sustrato seleccionado debe estar entre 50 y 80 %, y
debe recibir un tratamiento térmico previo a la inoculacién del microorganismo
(Garzon y Cuervo, 2008, p. 127; Gea, 2011, p. 4).



1.1.3.2. Temperatura

La temperatura 6ptima para el crecimiento del micelio es de 20 a 25 °C. Los
primordios se obtienen entre 10 y 20 °C y para la formacién de cuerpos fructiferos
la temperatura 6ptima es de 13 a 16 °C. Durante el desarrollo del cuerpo
fructifero, la temperatura se relaciona con el color de los sombreros, para producir
hongos color oscuro se debe bajar la temperatura dentro del rango establecido
(Gea, 2011, p. 6; MushWorld, 2005, p. 63).

1.1.3.3. Humedad relativa

A mayor temperatura en la cdmara de cultivo, se produce menor humedad
relativa, es por este motivo que la humidificacion de la camara es un factor

importante en el desarrollo del hongo (MushWorld, 2005, p. 55).

Durante la incubacién se requiere una humedad relativa de 65 a 70 % y en la
fructificacion debe estar entre 80 a 95 % (Gea, 2011, p. 7).

1.1.3.4. Concentracion de dioxido de carbono (CO»)

Los hongos son microorganismos aerobios, por lo que necesitan aire fresco
durante su crecimiento y en su etapa reproductiva. La concentracion de CO; se
debe controlar por ventilacion en la camara, sobretodo en la formacién de los
cuerpos fructiferos (MushWorld, 2005, p. 64).

Cuando en la camara de fructificacion se presentan niveles altos de CO; o
ventilacidn menos frecuente se producen pedicelos largos y sombreros diminutos.
En niveles bajos o ventilacion frecuente se tienen pedicelos cortos con sombreros
anchos, pérdidas de humedad y endurecimiento del sustrato. Si la concentracion

de CO; es mayor a 1 000 ppm se tienen pedicelos demasiado largos (Gea, 2011,
p. 7).



1.1.3.5. Luz

La iluminacién adecuada constituye un factor decisivo en la produccion de los
cuerpos fructiferos de los hongos Pleurotus ostreatus. El desarrollo del micelio se
produce en ausencia de luz y, una vez que aparecen los primordios, el cultivo

requiere iluminacion indirecta (Gea, 2011, p.7).

Si los hongos no reciben luz en la etapa reproductiva presentan: deformidades,
ramificaciones en forma de coral, no se distingue ni el sombrero ni el pie del
hongo, son de color blanco y sabor amargo. En cambio, en condiciones de luz
limitada las setas brotan con el sombrerillo reducido, el pie alargado, delgado y
replegado en direccion a la luz (Gea, 2011, p.7).

1.1.3.6. Potencial de hidrogeno (pH)

El valor 6ptimo del pH del sustrato es de 5,0 a 6,5 para que el micelio pueda
crecer, aunque puede sobrevivir entre valores de pH de 4,2 y 7,5. Cuando el pH
baja, el micelio crece despacio y deja de crecer a pH 4,0. Si el pH supera el valor
optimo, el crecimiento del micelio se acelera y se produce una estructura anormal.
Para el desarrollo de los primordios y la obtencion de cuerpos fructiferos, el pH
debe estar entre 5,0 a 7,8. Se puede regular el pH del sustrato con ayuda de cal
(MushWorld, 2005, p. 55).

1.1.3.7. Control ambiental

La presencia de microorganismos no deseados, durante el cultivo de hongos, es
dificil de controlar, aunque se tenga mucha experiencia en la siembra y se realice
una estricta higiene. Una vez que la semilla se infecta, con bacterias u hongos
patdogenos, causa problemas en todo el sustrato inoculado. El uso de quimicos es
limitado debido a que puede afectar a las cepas; las condiciones de cultivo de alta

humedad y temperatura excesiva favorecen la presencia de invasores, los cuales



son atraidos facilmente al interior o exterior de las instalaciones, donde se realiza
la siembra o el desarrollo de los hongos. La enfermedad mas comun, durante el
cultivo de hongos, es la del moho verde y la invasién de Aspergillus niger o moho
negro. Una vez que se los detecta es recomendable eliminar los sustratos que se

contaminen y planificar una nueva siembra (MushWorld, 2005, pp. 187-188).

1.1.4. ETAPAS DE CULTIVO

1.1.4.1. Semilla

La semilla o in6culo llamada “spawn”, en la industria de hongos, constituye la
expansiéon del micelio, el cual se cultiva inicialmente en tubos de ensayo o cajas
petri con agar, a partir de este se podra formar la semilla en granos de trigo, arroz
0 cebada, que posteriormente servira para inocular el sustrato y obtener los
cuerpos fructiferos. Con todos estos pasos se logra potenciar el metabolismo del

hongo para obtener una cosecha exitosa (MushWorld, 2005, p. 53).

1.1.4.2. Inoculacion

Cada frasco de semilla es capaz de inocular hasta diez veces su propia masa; si
se agrega mas cantidad de indéculo al sustrato, se tendra una mayor velocidad de
colonizacion. Es recomendable no exceder el 20 % en peso del sustrato, ya que el
micelio al producir calor causa que los granos se sobrecalienten y esto da origen
al crecimiento de microorganismos no deseados en el medio de cultivo
(MushWorld, 2005, p. 81).

1.1.4.3. Incubacion

La incubacién se realiza en camaras oscuras y en las condiciones de cultivo

adecuadas, descritas en el acapite 1.1.3. Esta fase se caracteriza porque el



micelio coloniza el sustrato por completo. Si la etapa de inoculacion se realiza
correctamente se tendra una cosecha exitosa; caso contrario, en la etapa de
incubacién, se podra observar la presencia de microorganismos no deseados o

plagas, lo que ocasionaria el fracaso de la cosecha (MushWorld, 2005, p. 58).

1.1.4.4. Fructificacion

Una vez que el micelio coloniza todo el sustrato, aparecen los primordios; vy
posteriormente, se desarrollan los cuerpos fructiferos. Para lograr esto, en el
cuarto de fructificacion se debe: mantener la humedad relativa entre 80 a 95 %
mediante boquillas aspersoras de agua que humedecen el medio, ventilar la
camara 2 veces al dia por 5 minutos, llevar un registro de la temperatura

ambiental y proporcionar luz solar de manera indirecta (Gea, 2011, p. 7).

1.1.4.5. Cosecha

La primera cosecha se da aproximadamente a los 5 dias después de que los
primordios ingresan a la camara de fructificacion y después de 5 a 9 dias mas, se
produce la segunda cosecha. Estos tiempos varian de acuerdo con la especie, el
sustrato y las condiciones ambientales. La cosecha puede seguir mientras el
micelio permanezca blanco y firme. En general, se pueden obtener hasta tres
cosechas. Cuando el sustrato se suaviza y pierde color es tiempo de retirarlo de la

camara y asi evitar su contaminacion (Oei y Nieuwenhuijzen, 2005, pp. 50-51).

1.2. CAPACIDAD DEL HONGO Pleurotus ostreatus PARA

DEGRADAR DESECHOS LIGNOCELULOSICOS

1.2.1. GENERALIDADES

Cada ano en el planeta, se forman aproximadamente 200 millones de toneladas
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de biomasa vegetal rica en celulosa y lignina, por lo que estos desechos
constituyen materia prima potencial para el desarrollo de bioproductos como los
hongos comestibles y los extractos con actividad enzimatica (Alvarez, 2003, p. 2).

En la Figura 1.3 se indican las diferentes aplicaciones de los desechos

-

Hidrolisis enzimatica Hidrolisis enzimatica

agroindustriales.

4

Azucares Pentosas

4 v
Energia o derivados

Etanol & i

fenolicos

Figura 1.3. Diagrama de conversion de los desechos lignoceluldsicos en componentes de

interés industrial
(Rojas y Cabanillas, 2008, p. 5)

En el Ecuador, anualmente, se generan 1,2 millones de toneladas, en peso seco,
de material lignocelulésico; la mayoria de ellos no tienen ningun tratamiento por lo
que sirven de alimento animal o se convierten en focos de contaminacion en

fuentes de agua, botaderos de basura, entre otros (Carvajal, 2010, p. 2).

Segun un estudio mundial realizado por MushWorld (2005), se produce una

enorme cantidad de desechos de la industria agricola y maderera, de los cuales
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aproximadamente 200 tipos de residuos estan disponibles como sustrato para el
hongo ostra. Si se ocupara tan solo el 25 % del volumen de las pajas de cereal,
que se queman anualmente en el mundo, podrian producirse 317 millones de

toneladas de hongos frescos por afio (pp. 83-84).

1.2.2. COMPOSICION DE LOS DESECHOS LIGNOCELULOSICOS

Los principales componentes de los desechos lignocelul6sicos se observan en la
Figura 1.4.

Lignina: 15%-25% R
» Estructura aromatica compleja
*Alto contenido en energia

* Resiste la conversion bioguimica

Hemicelulosa: 23%-32% : "
*La Alosa es el segundo azucar mas '-a_: F
abundante en |la biosfera -

*Polimero de azicares de 5 y 6 carbonos
Conversitn bloguimica marginal

Celulosa: 38%-50%
T !.I mMas agundanic recursg gL caroona oe

i3 DI0STerd

HITAE HE  BIUCOSE, bUEna conversion

hHoquimmica

Figura 1.4. Composicidn de la biomasa lignoceluldsica
(Carvajal, 2010, p. 6)

1.2.2.1. Celulosa

La celulosa es el principal componente de la membrana celular y es un

biopolimero de lenta degradacion. Es el componente que mas se ha investigado
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debido a su naturaleza fibrosa ya que tiene gran aplicacion en la industria del
papel, articulos textiles, entre otras (Alvarez, 2003, p. 3). En la Figura 1.5 se

indica la estructura quimica de la celulosa.

CH.OH H OH
]
H/H O OH HA\H
L) OH H H H H
)
H OH (CH.OH

Figura 1.5. Estructura quimica de la Celulosa
(ArgenBio, 2007, p. 1)

En cuanto a su estructura quimica, es un polisacarido lineal constituido por
mondmeros de glucosa, unidos por enlaces beta 1-4 (3-1,4). La configuracion
beta permite que la celulosa forme cadenas largas y lineales unidas entre si por
puentes de hidrégeno, lo que origina la formacién de microfibrillas en regiones
cristalinas, las cuales son ordenadas y le proporcionan a la celulosa
caracteristicas de insolubilidad, rigidez y que sea inaccesible al ataque enzimatico
(Carabajal y Flores, 2011, p. 2).

Las cadenas de celulosa pueden romperse en ciertas regiones del haz de
microfibrillas mediante puentes de hidrogeno, esto origina regiones amorfas que
se pueden hidratar, lo que permite que las enzimas celuloliticas ataquen y
degraden la celulosa. Cuando la hidrélisis de la celulosa se produce, las
moléculas de glucosa quedan disponibles para que puedan emplearse como
fuente de energia (ArgenBio, 2007, p. 2).

1.2.2.2. Hemicelulosa

La hemicelulosa es un polisacarido no celulésico flexible, que se produce en los

dictiosomas. La matriz de la pared celular esta formada por estas macromoléculas
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asi como también por pectinas y glucoproteinas estructurales. Entre las
hemicelulosas se encuentran los xilanos, glucanos, galactanos, mananos,
fructanos, xiloglucanos, glucomananos, arabinoxilanos, entre otros. Estos
compuestos forman cadenas que unen a las microfibrillas de celulosa para formar
una cadena cohesiva, que sirve como un revestimiento resbaladizo, que no

permite el contacto directo entre microfibrillas (Carabajal y Flores, 2011, p. 4).

Esta union quimica de las microfibrillas y la celulosa mediante las hemicelulosas
forma una estructura soélida llamada macrofibrilla, que contiene hasta medio millén
de moléculas de celulosa, en corte transversal. Las hemicelulosas se utilizan para
la obtencion de etanol, levaduras forrajeras y furfural en las industrias hidroliticas
(Alvarez, 2003, p. 3; Carabajal y Flores, 2011, pp. 4-5).

1.2.2.3. Lignina

Después de la celulosa, la lignina es el polimero vegetal mas abundante, la cual
no sélo es recalcitrante a la degradacion, sino que ademas, su estructura reticular
tridimensional de anillos aromaticos enlazados por atomos de oxigeno, dificulta el
acceso de las enzimas hidroliticas hacia las fibrillas celul6sicas (Delfin y Duran,
2003, p. 38).

Es uno de los componentes mas importantes de la pared celular secundaria, ya
que aumenta la resistencia mecanica. Es un polimero de cuerpos fendlicos que
son secretados por los dictiosomas. Se entrelazan en una red tridimensional
alrededor de las microfibrillas por la accion de las proteinas enzimaticas, que se
encuentran en la membrana plasmatica. La lignina no tiene una estructura
quimica uniforme y es compleja, los monémeros son derivados del fenilpropano,
principalmente el alcohol coniferilico. La complejidad se debe al gran numero de
enlaces diferentes que unen a los monémeros. Las unidades fenilpropano estan
entrecruzadas por multiples enlaces éter y carbono-carbono, que son resistentes
al ataque enzimatico (Carrillo, 2003, p. 11; Delfin y Duran, 2003, p. 38). La

estructura quimica de la lignina se observa en la Figura 1.6.
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Figura 1.6. Esquema de la Molécula de lignina
(Carrillo, 2003, p. 11)

1.2.3. MECANISMO DE DEGRADACION DEL HONGO Pleurotus ostreatus

Son innumerables los microorganismos que poseen las enzimas hidroliticas
necesarias para degradar la celulosa y hemicelulosa, pero para el ataque y
mineralizacion de la lignina el numero de microorganismos es limitado. Los unicos
microorganismos conocidos con la capacidad de degradar y mineralizar la lignina
son del grupo causante de pudricion blanca, como el hongo Pleurotus ostreatus

(Cruz, Rivera, Cruz, Téllezy Arana, 2010, p. 1).

A nivel mundial, se ha encontrado que este hongo es capaz de utilizar los
desechos agroindustriales, como sustrato, para convertirlos en su alimento,
mediante un sistema enzimatico compuesto de celulasas y ligninasas, por lo que
durante su crecimiento, la cepa puede degradar selectivamente lignina, sacarificar

e hidrolizar celulosa e incrementar la digestibilidad de los sustratos. Estos
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microorganismos tienen principalmente dos mecanismos de degradacion de los
materiales lignocelulésicos. En el primer mecanismo se degrada la lignina,
celulosa y hemicelulosa al mismo tiempo; mientras que, en el segundo
mecanismo se consume primero la lignina y hemicelulosa presentes en el
sustrato; y posteriormente, se degrada la celulosa. La tasa de descomposicion
varia segun la especie de hongo utilizada, ademas que el crecimiento micelial de
estos hongos utiliza para su desarrollo los carbohidratos solubles, glucosa,
melazas y fuentes organicas de nitrégeno del sustrato (Martinez et al., 2005, p.
197; Rios, Hoyos y Mosquera, 2010, p. 87; Sanchez et al., 2008, p. 17).

1.2.3.1. Degradacion enzimatica de la celulosa

El hongo Pleurotus ostreatus es capaz de secretar un complejo sistema de
enzimas extracelulares de celulasas y xilanasas, que actian en forma conjunta
para hidrolizar celulosa y hemicelulosa (ArgenBio, 2007, p. 2). Estos sistemas

enzimaticos agregativos y no agregativos se indican en la Figura 1.7.

# Endoglucanasas
Sistemas no

™ , —»  Exoglucanasas
agregativos
Sistemas

—> . > Celulosoma
agregativos

Figura 1.7. Sistemas enzimaticos utilizados para la degradacion de la celulosa
(ArgenBio, 2007, p. 2)

Los sistemas no agregativos estdn compuestos por endoglucanasas,
exoglucanasas y celobiasas; que actuan en forma conjunta para degradar la
celulosa (ArgenBio, 2007, p. 3). En la Figura 1.8 se indican las caracteristicas de

estas enzimas.
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Endoglucanasas

Disminuyen el grado de polimerizacion de la celulosa,

mediante cortes al azar en la cadena glucosidica, para producir

4

glucosa, celobiosa (disacarido) y celotriosa (trisacarido).
i Actian sobre sustratos como carboximetilcelulosa, celulosa
amorfa, celooligosacaridos y, generalmente, no actuan sobre

(1,4-B-D-glucan 4-glucanohidrolasas)

(EC3.2.1.4) la celulosa cristalina, como las fibras de algodon.

Producen rupturas secuenciales en la molécula de celulosa, a

partir de un extremo no reductor liberado y estan

representadas por dos exocelobiohidrolasas o

A

Exoglucanasas > . . . . .
celobiohidrolasas que liberan unidades de celobiosa a partir

del extremo no reductor y exoglucohidrolasas que liberan

unidades de glucosa, a partir del extremo no reductor liberado.

(B-D-glucésido glucohidrolasas) (EC Hidrolizan la celulosa y otros B-1,4-oligoglucosidos de cadena

3.2.1.21) corta para formar glucosa.

Figura 1.8. Principales tipos de celulasas
(Béguin y Lemaire, 1996, pp. 202-204)

Los microorganismos, que degradan celulosa y hemicelulosa, utilizan los
complejos multienzimaticos de alto peso molecular localizados en su superficie.
Estos sistemas agregativos se conocen como celulosomas. Este complejo reune
alrededor de 14 polipéptidos distintos, con varias celulasas y xilanasas y al menos
una B-glucosidasa, que se encuentran unidos a una proteina sin actividad
enzimatica, pero que participa en el reconocimiento de las fibras de celulosa. Esta
celulosa de unién a la proteina A CbpA (Cellulose binding protein A) junto con las
enzimas hidroliticas son necesarias para romper las regiones amorfas de
celulosa, pero no pueden romper las regiones cristalinas (ArgenBio, 2007, p. 3;
Carrillo, 2003, p. 6).

El mecanismo sinérgico de accion enzimatica, para degradar la celulosa, inicia
con la endoglucanasa, que se une al azar a las microfibrillas, y descompone los
enlaces internos 3-1,4-glucosidicos. Con esto se altera la estructura cristalina de
la celulosa y quedan expuestas las cadenas polisacaridas para el ataque de la

exoglucanasa (exo-1,4-B-D-glucanasa), que actua en los extremos no reductores
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de la cadena, y origina unidades de celobiosa. Finalmente, las exoglucanasas y
las endoglucanasas actuan de manera conjunta con la B-glucosidasa, para
hidrolizar los productos formados en monosacaridos de glucosa. La velocidad de
descomposicion de la celulosa se ve afectada por la cantidad de nitrégeno
disponible, la temperatura, el grado de aireacion, el porcentaje de humedad, el
pH, la presencia de lignina y otros glucidos (Carrillo, 2003, p. 6; Ovando y
Waliszewski, 2005, p. 114). En la Figura 1.9 se indica el mecanismo de

degradacion de la celulosa.
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Figura 1.9. Degradacion enzimatica de la celulosa
(Ovando y Waliszewski, 2005, p. 114)

Los hongos presentan un sinnumero de actividades enzimaticas oxidativas
auxiliares, que no se emplean unicamente para la hidrélisis de la celulosa; pero,
ayudan a su degradacién mediante conversiones utiles, como oxidaciones o
remocion de productos finales, que pueden inhibir algunos de los grupos

principales de las enzimas celuloliticas (Carrillo, 2003, p. 6).
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1.2.3.2. Degradacion enzimatica de la lignina

El hongo Pleurotus ostreatus es capaz de degradar la lignina de la pared celular
de los residuos agroindustriales, debido a que presenta un sistema enzimatico no
especifico con enzimas extracelulares que son Manganeso peroxidasa (MnP),
Lignino peroxidasa (LiP) y Lacasa (LAC) (Cruz et al., 2010, p. 1). En la Figura

1.10 se describen las principales enzimas peroxidasas.

Peroxidasas
Y L
Lacasa Manganeso peroxidasa
v
(E.C.1.11.1.14) (LiP) (E.C.1.10.3.2) (LAC) (E.C.1.11.1.13) (MnP)

- Hemoproteina glicosilada,
extracelular

- Su actividad depende del
perdxido de hidrégeno

- Reduce el oxigeno molecular a
agua

-Con la ayuda de ciertos
compuestos redox puede oxidar
las porciones no fendlicas de la

- Hemoproteina glicosilada que
oxida el Mn'? a Mn*, el cual
forma complejos con &cidos
dicarboxilicos o con o-hidroacidos

- Elevado potencial redox vy

bajos valores de pH optimo lignina - Los complejos formados pueden
- Actla sobre grupos fenélicos oxidar la lignina
y no fendlicos - Actia principalmente sobre
- Es capaz de oxidar el alcohol sustratos  fendlicos,  aunque
veratrilico (metabolito . . Lo

. estudios recientes indican que
producido durante el
crecimiento  secundario)  a puede actuar sobre sustratos no

fendlicos

- La produccion de esta enzima
esta limitada por la falta de
nitrégeno y manganeso

aldehido veratrilico

Figura 1.10. Principales tipos de peroxidasas
(Davila y Vazquez, 2006, pp. 36-38)

Por su capacidad de degradar un compuesto tan complicado como la lignina, la
aplicaciéon biotecnologica de estas enzimas es muy versatil, ya que comprende
desde el tratamiento de efluentes textiles hasta el tratamiento de residuos
lignocelul6sicos para la produccion de etanol. La descomposicion de la lignina
tiene como principal objetivo el acceso a los componentes nitrogenados del

sustrato, por lo que las peroxidasas se originan debido a la limitacion de
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nitrégeno. Segun el potencial de oxidacion enzimatico primero se encuentran las
LiP, luego las MnP y por ultimo las LAC. Como producto de la degradacion de la
lignina se obtiene un tejido de color blanquecino compuesto por celulosa, que
después es atacado por los sistemas enzimaticos agregativos del mismo hongo,

descritos en el acapite 1.2.3.1 (Carrillo, 2003, p. 12).

La degradacion de la lignina ocurre en presencia de glucosa y oxigeno. El sistema
enzimatico de las peroxidasas cataliza la ruptura oxidativa de los enlaces éter -
O-4 y los enlaces carbono-carbono de la lignina, para lo cual requieren peréxido
de hidrogeno (H20,), proveniente de la oxidaciéon por la glucosa oxidasa (EC
1.1.3.4). Posteriormente, actuan las fenoloxidasas sobre los compuestos

fendlicos, de bajo peso molecular, liberados (Carrillo, 2003, p. 12).

El ciclo catalitico de la LiP y la MnP se visualiza en la Figura 1.11 y se resume en

la Figura 1.12.
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Fe(iil) coon et
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Figura 1.11. Ciclo catalitico de las peroxidasas
(Sanchez, 2009, p. 26)
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Figura 1.12. Esquema de los ciclos cataliticos de la MnP y LiP
(Davila y Vazquez, 2006, pp. 36-38)

1.3. EXTRACCION, MANEJO Y MANTENIMIENTO DE LA
ACTIVIDAD DE EXTRACTOS ENZIMATICOS
CELULOLITICOS Y LIGNINOLITICOS

Las enzimas se han utilizado durante siglos, ya sea como parte de células o
extractos crudos de materiales vegetales, microbiolégicos o de animales. Su
aplicaciéon se ha extendido tanto que ha dado origen a una nueva area de estudio
en la biotecnologia llamada ingenieria enzimatica, la cual se encarga del
desarrollo de fuentes de produccién de enzimas para uso industrial, métodos de

aislamiento, purificacion y disefio de reactores enzimaticos (Mateos, 2011, p. 7).
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Las enzimas son los catalizadores de los sistemas biologicos, se encargan de
acelerar las reacciones quimicas sin participar en ellas y sin formar parte de los
productos, tienen un alto poder catalitico que se debe en parte a su alta

especificidad por los sustratos (Brandan, Llanos, Barrios y Ruiz, 2008, p. 1).

En los hongos filamentosos, el sistema de secrecion enzimatica tiene como
objetivo el transporte de nutrientes hacia el apice hifal, que es el area activa de
secrecidon enzimatica. Para mantener la actividad metabdlica existe cierta
actividad secretora de enzimas en todo el micelio. Los complejos enzimaticos
celuloliticos vy ligninoliticos de los hongos estan constituidos por isoenzimas, las
cuales son variantes enzimaticas que le otorgan diferentes caracteristicas fisico-
quimicas, de modo que realizan el mismo tipo de reaccion y actuan sobre el
mismo sustrato, pero en condiciones distintas (Brandan et al.,, 2008, p. 1;

(Papinutti, Dorio y Forchiassin, 2003, p. 17).

1.3.1. EXTRACCION

Las principales fuentes de enzimas utilizadas en la industria son de origen
vegetal, animal y microbiano; las enzimas vegetales y animales se obtienen
mediante la trituracion de los tejidos que forman una papilla en la que se extraen
las enzimas con un solvente ya sea agua, acetona, glicerina o solucién salina. Por
otro lado, para obtener las enzimas de origen microbiano que se encuentran en el
medio de cultivo, se separa la biomasa junto con el resto de las células y los
componentes sélidos del medio de fermentacién, con ayuda de soluciones
amortiguadoras de extraccion, por filtracion o centrifugacion. El liquido resultante
se puede utilizar directamente como preparado enzimatico; sin embargo, es
preferible que antes de su aplicacion industrial, el extracto obtenido se someta a

una purificacion y/o aislamiento de las enzimas (Mateos, 2011, p. 7).

Las nuevas tendencias industriales apuntan al reemplazo de muchas enzimas
provenientes de tejidos, por aquellas que se originan en el cultivo de

microorganismos, las cuales generan enzimas especificas del tipo degradativo y
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extracelular, que son excretadas al medio de fermentacién por el microorganismo
que las produce, motivo por el cual no es necesario romper las células

microbianas para extraer las enzimas (Mateos, 2011, p. 8).

La principal ventaja de la produccion de enzimas microbiologicas es el costo, ya
que este es menor que el de las extracciones enzimaticas vegetales y animales;
ademas, se puede aumentar el rendimiento de una enzima especifica mediante la
modificacion de las condiciones de cultivo del microorganismo en cuestion y

también por via genética (Mateos, 2011, p. 8).

1.3.2. ACTIVIDAD ENZIMATICA

Las técnicas para determinar la actividad catalitica de las enzimas son mas
sencillas que las de concentracién de las mismas y desde el punto de vista
biolégico son mas importantes, por lo que se prefiere medir la actividad
enzimatica y no la cantidad existente. En este proceso, una cantidad limitada de
moléculas enzimaticas actuan sobre una cantidad de sustrato que se encuentra
presente en exceso; la accion enzimatica se desarrolla bajo condiciones definidas

y por un tiempo determinado (Brandan et al., 2008, p. 2).

Por concentracion enzimatica se entiende el peso de enzima que existe por

unidad de referencia ya sea gramo o litro (Sapag y Schmidt, 2011, p. 1).

Segun la Comisién de Enzimas de la Union Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular (UIBBM), la actividad enzimatica se expresa en Unidad Internacional
Ul, que se define como “la cantidad de enzima que cataliza la transformacion de 1
Mmol de sustrato o la formacién de 1 pumol de producto por minuto, bajo
condiciones definidas”. La UIBBM introdujo en 1999 una nueva unidad de
actividad catalitica llamada KATAL (kat), que se define como “la cantidad de
enzima que cataliza la transformacién de 1 mol de sustrato por segundo”. La
actividad enzimatica de un extracto impuro se expresa en Ul/mL de solucion,

Ul/mL de gel, Ul/mL de suspension, entre otras. También puede expresarse de
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manera mas especifica por unidad de masa de la enzima, por ejemplo, en Ul/mg
de proteina (Racker, 1958, p. 19; Sapag y Schmidt, 2011, p. 1).

En un determinado extracto, la actividad enzimatica se mide a través de
estimaciones quimicas de la concentracion del sustrato o de un producto formado
durante la reaccion. Cuando las reacciones son complejas, se debe medir la
actividad enzimatica en funcion de la desaparicion del sustrato. Existen algunos
tipos de ensayos para la determinacion de la actividad enzimatica. Uno de los
mas comunes es el ensayo espectrofotométrico, por su alta sensibilidad y

simplicidad (Alonso, Calvo y Rizo, 2011, p. 6).

En la Figura 1.13 se resumen los principios de la espectrofotometria.

Indica la cantidad de Iuz
Relacion entre la cantidad absorbida por la muestra.
de luz transmitida, que
llega al detector, una vez ¢
que atraveso la muestra (I) A=-log (I/To)
y la cantidad de luz que Donde:
incidi6 sobre ella (lo). I= Intensidad de luz transmitida
a través de la muestra
¢ Io= Intensidad de luz incidente
T=1/Io

Figura 1.13. Principios de la Espectrofotometria
(Daleth, 2006, pp. 59-69)
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Mediante la espectrofotometria se puede seguir el curso de la reacciéon a través
del cambio de la luz absorbida por la solucién. Para utilizar este método debe
existir entre los sustratos o los productos solo un compuesto que absorba la luz, a
una determinada longitud de onda, de esta forma se observa el incremento o
decremento de la absorbancia en esa longitud de onda. La espectroscopia
aplicada a enzimas se basa en la capacidad que tienen las moléculas para
absorber radiaciones dentro del espectro UV-Visible. Las longitudes de onda a las
que las moléculas pueden absorber y la eficiencia con la que se absorben
dependen de la estructura atbmica y de las condiciones del medio, es por eso que
la medicién de la actividad enzimatica se realiza a una temperatura fija y se
utilizan condiciones saturantes de todos los sustratos y cofactores, de manera que
la actividad enzimatica medida represente la velocidad maxima de la reaccién
enzimatica. (Abril et al., 2006, p. 3; Chavez, Diaz, Pérez y Delfin, 1990, p. 84;
Daleth, 2006, p. 75).

La absorbancia de una solucién es directamente proporcional a su concentracion,
depende de la distancia que recorre la luz a través de la muestra y del coeficiente
de extincidbn molar, que es una constante de proporcionalidad especifica de cada
compuesto. Como la absorbancia es adimensional, las dimensiones de ¢
dependen de C y de |. La longitud se expresa en cm; mientras que, la
concentracion se expresa en concentracion molar M, con lo que las dimensiones
de € son M™-cm™. La ley de Lambert-Beer es valida para longitudes de onda (A)
en el rango de luz visible de 400 a 700 nm y en el rango ultravioleta de 200 a 400

nm y se cumple para soluciones diluidas (Abril et al., 2006, p. 4).

1.3.3. MANEJO Y MANTENIMIENTO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La sintesis de enzimas estd sujeta a mecanismos de regulacion, ya que no se
producen de modo constante, sino que su sintesis es inducida por el sustrato
adecuado y es reprimida por azucares, como la glucosa. El inductor mas eficiente
es el polimero-sustrato de las enzimas que seran sintetizadas, estos polimeros no

pueden penetrar por la pared celular a la célula para ejercer su efecto, debido a
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su elevado peso molecular. Sin embargo, los bajos niveles enzimaticos degradan
una pequefa porcion del polimero y hacen que algun producto soluble de la
hidrélisis sea incorporado a la célula y asi se induzca la sintesis enzimatica
(Chavez et al., 1990, p. 85).

En las reacciones catalizadas por enzimas, las velocidades de reaccion, asi como
los mecanismos, se ven afectados por cambios en la concentracion, el pH y la
temperatura. Las enzimas presentan su mayor actividad en condiciones Optimas,
es por eso que los ensayos para su determinacion tienen diferentes parametros
de temperatura y pH que son los adecuados para mantener la estabilidad de los

extractos enzimaticos (Fuentes y Diaz, 2011, p. 7).

Dos factores limitan la aplicacion a gran escala de las enzimas: su actividad y su
estabilidad en condiciones de proceso. La actividad de las enzimas se ve alterada
por la desnaturalizacién, la inactivaciéon del sitio catalitico y la protedlisis. Los
mecanismos de reaccion de las enzimas son complejos, ya que se incluyen
interacciones complicadas entre varios grupos de las moléculas de la enzima y el
sustrato. Las enzimas exocelulares, en general, son mas estables que las
intracelulares, ya que operan en un ambiente mas hostil, son mas pequefas y se

encuentran en mayor concentracion (Fuentes y Diaz, 2011, p. 7).

Las celulasas presentan gran estabilidad; mientras que, las peroxidasas y las
hemoproteinas se inactivan en presencia de un exceso de sustrato, peroxido de
hidrégeno, manganeso, entre otros. Esto ocasiona que se rompa el ciclo catalitico
de la enzima, lo que afecta a la cantidad de biomasa fungica y al crecimiento del
micelio del hongo (Chavez et al., 1990, p. 85; Gomez et al., 2005, p. 38).

La inactivacién de los sitios cataliticos se debe a cambios quimicos de los
residuos de los aminoacidos ubicados en los centros activos o a la pérdida de los
cofactores y grupos prostéticos disociables. La degradacion proteolitica es
producida por las proteasas, que se encuentran en las mismas células, y pueden
interferir en la determinacion de otras enzimas (Chavez et al., 1990, p. 86; Pérez
et al., 2006, p. 23).
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Pese a los inconvenientes citados anteriormente, en la actualidad existen tres
estrategias que pueden resolver estas limitaciones: la bioprospeccién, la
evolucion dirigida de enzimas y la modificacion sobre disefio, estos métodos
permiten obtener biocatalizadores estables a las condiciones de reaccidén y de

proceso (Tinoco y Vazquez, 2007, p. 357).

1.4. APLICACIONES DE ENZIMAS CELULOLITICAS Y
LIGNINOLITICAS

Tanto las enzimas con actividad celulolitica y ligninolitica tienen importantes

aplicaciones en el sector industrial, a continuacion se detallan algunas de ellas.

1.4.1. APLICACIONES DE ENZIMAS CELULOLITICAS

Los microorganismos que degradan la celulosa juegan un papel importante en la
biosfera, como recicladores de este polimero. Existe una gran variedad de
preparados comerciales que contienen actividad celulolitica, los cuales se han
aplicado, con éxito, en varios sectores industriales para facilitar y aumentar la
liberacion de productos de interés y para mejorar los procesos tecnologicos
(ArgenBio, 2007, p. 4; Ovando y Waliszewski, 2005, p. 115).

Debido a que los extractos celuloliticos realizan una pre-digestiéon de la pared
celular de los tejidos vegetales se utilizan en algunos procesos industriales, por
ejemplo en la extraccidon de aceites esenciales y comestibles, la produccion de
jugos de frutas y la extraccion de pigmentos, saborizantes y aromas; en estos
casos, los extractos enzimaticos ayudan a incrementar la eficiencia de la

extraccién (Ovando y Waliszewski, 2005, pp. 115-120).

En la Tabla 1.3 se indica el uso de las celulasas en la elaboracion de diferentes

alimentos.
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Tabla 1.3. Aplicaciones de las enzimas celuloliticas en la industria alimenticia

Extraccion de

Enzimas utilizadas

Accion enzimatica

Jugos, a partir de
naranja, zanahoria y
otros vegetales

Celulasas y
pectinasas

Aumentan el porcentaje de extraccion y
mejoran el sabor del jugo

Leche de coco

Pectinasas, celulasas,

Degradan los polisacaridos del coco, que

a-amilasas, libera la leche que esta retenida en el residuo
amiloglucosidasas, del fruto extraido, para obtener un jugo mas
proteasas dulce por accién de la glucosa
Aceites de Celulasa, Incrementan el contenido de aceite extraido y
oleaginosas hemicelulasa, aumentan la velocidad de extraccion del

quitinasa, xilanasa,
pectinasa y proteasa

aceite, asi como también reduce la rancidez
del aceite

Colorantes de flores
de caléndula

Celulasa,
hemicelulasa y
pectinasa

Degradan los componentes de la pared
celular, lo que aumenta la extraccion del
colorante natural (luteina)

Antioxidantes de vid

Pectinasa, celulasa y
hemicelulasa

Producen la liberacion selectiva de los fenoles
antioxidantes por medio de la degradacion de
los polisacaridos de la pared celular de la
cascara de uva y mejoran su actividad

(ArgenBio, 2007, p. 6)

Por otro lado, en la industria textil, las enzimas celuloliticas se utilizan para
remover el color azul indigo de los jeans que ocasiona la apariencia de destefiido
en la tela. Las industrias de detergentes de ropa agregan celulasas a sus
productos, para que puedan degradar las microfibrilas que se separan
parcialmente de las fibras principales, con lo que se proporciona una superficie

suave y la prenda mantiene su color original (ArgenBio, 2007, p. 7).

Existe un marcado interés por el desarrollo de procesos que permitan emplear los
extractos enzimaticos para la degradacion de materiales y desechos
lignocelulésicos, con el fin de obtener glucosa y otros azucares fermentables. La
hidrolisis enzimatica aplicada a la produccion de biocombustible permitiria
reemplazar el maiz o la remolacha, que se utilizan actualmente como materia
prima, por desechos agricolas o plantas sin valor nutritivo ni comercial. De esta
forma, los residuos agricolas pasarian de ser un desecho que se acumula y
provoca problemas de contaminacion a ser una materia prima de un producto con

alto valor agregado (Rojas y Cabanillas, 2008, pp. 5-6).
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1.4.2. APLICACIONES DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS

Los hongos de pudricidn blanca, responsables de la degradacion de la lignina,
tienen un alto potencial para transformar compuestos contaminantes vy
xenobidticos, mediante una bateria de enzimas de baja especificidad, propia de

estos microorganismos (Tinoco y Vazquez, 2007, p. 347).

Algunas de las aplicaciones mas importantes de estas enzimas son (Téllez,
Maqueda, Mercado, Anducho y Arana, 2009, p. 1; Tinoco y Vazquez, 2007, pp.
353-360):

e Oxidaciéon de efluentes derivados del blanqueo del papel, con la ayuda de la
enzima manganeso peroxidasa;

e Mineralizacibn completa de los contaminantes recalcitrantes a dioxido de
carbono (CO;) como los bifenilos policlorados, explosivos aromaticos,
hidrocarburos policiclicos aromaticos, plaguicidas clorados y
organofosforados;

e En la industria de papel, el primer paso constituye la degradaciéon de la
lignina, para lo cual se puede usar los extractos con actividad ligninolitica y
asi se evitan los métodos térmicos, mecanicos y quimicos que son procesos
costosos y producen efluentes altamente contaminantes;

e Obtencion de alimento de facil digestidn para rumiantes, ya que al eliminar la
lignina, la celulosa es mas digerible;

e En el tratamiento de derrames petroleros, los hongos de pudricion blanca son
capaces de degradar algunos hidrocarburos téxicos, como tolueno o benceno;

e En la preparaciéon del vino, se puede controlar la cantidad de fenol presente,
el cual brinda al vino propiedades organolépticas caracteristicas;

e En el tratamiento de aguas residuales, en especial de las industrias textiles
que producen aguas coloreadas con compuestos fendlicos, con ayuda de las

peroxidasas se pueden decolorar estos compuestos.

Por la importancia de todas las aplicaciones mencionadas anteriormente, se ha

puesto mucho énfasis en la obtencion de estas enzimas con actividad celulolitica
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y ligninolitica, asi nacen nuevas alternativas que involucran periodos de obtencion
cortos y propiedades bioquimicas adecuadas, que conllevan la obtencién de
microorganismos mejorados genéticamente, para la hiperproduccién de enzimas
(ArgenBio, 2007, p. 8).
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. OBJETIVOS

2.1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar, a escala de laboratorio, la generacion de enzimas con actividad
celulolitica y ligninolitica en extractos obtenidos durante el crecimiento de los

hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896 en rastrojo de maiz.

2.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener los cuerpos fructiferos de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896.

e Determinar la generacidn de enzimas con actividad celulolitica, en los
extractos obtenidos de la fermentacién en rastrojo de maiz.

e Determinar la generacion de enzimas con actividad ligninoperoxidasica y/o
manganesoperoxidasica, en los extractos obtenidos de la fermentacién en

rastrojo de maiz.

2.2. MATERIALES

Se utilizd como sustrato rastrojo de maiz proveniente de la ciudad de Latacunga,
ubicada en la provincia de Cotopaxi. Se utilizaron las cepas 202 y 896 del hongo
Pleurotus ostreatus, propiedad del Laboratorio de Bioprocesos de la Escuela

Politécnica Nacional.

Los equipos y reactivos utilizados en la parte experimental se especifican en la
Tabla 2.1 y 2.2, respectivamente. Todos los reactivos utilizados fueron de grado

analitico.
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Tabla 2.1. Equipos requeridos para el desarrollo de la parte experimental

Equipo Marca Modelo Equipo Marca Modelo
OHAUS-Scout SP202 Mufla Heraeus RT 360
Balanza HI
OHAUS-Trooper | TR3RS-M pH metro Hanna Instruments 98128
Bala}n.za Boeco Germany BBL62 Autoclave e ].SI‘UI}SWICk B-4019
analitica Scientific
Espectro- Labomed, Inc. Heraeus
fotometro Spectro UV-VIS UVD 3500 St Langenselbold 0-63505
INTEL Plancha de Barnstead
Sy ARI CORE I3 calentamiento | Thermolyne Cimarec 546725
Céamara de flujo Cabina de flujo . New Brunswick
laminar horizontal 85 H 10CIFV Ll Scientific 12000
ngnnogzgu(;:e Triturador
P Taylor 5460 Eléctrico de Trapp TRF-300
maxima y )
. Forraje
minima
Cole Parmer 120000 | Incubadora | DO MAUSTIES 139000
Bafio Maria N
Julabo SW22 Caldero Beaucoup 2 UR
Tabla 2.2. Reactivos utilizados en el desarrollo de la parte experimental
Reactivo Marca Reactivo Marca Reactivo Marca
Alcohol . . Acido Fisher
veratrilico Aldrich Agua oxigenada Merck sulfurico Scientific
Blsulﬁ.to de Fisher Scientific | Acido tartarico BDH . Tartratlo de Sigma
sodio Laboratories sodio
Acido acético Riel De Haen ag Tartrato de Fisher Fosfato BDH
seelza hannover | sodio y potasio Scientific potasico Chemicals Ltd.
Acetat.o d Merck Benceno F.ISh(?r Al(,:(?hOI J. T. Baker Inc
sodio Scientific etilico
Metablsu.l i Fisher Scientific Sy a9 Mallinckrodt Fenol BDH .
de sodio manganeso Laboratories
(Gl HiMedia LGl ?’?f Sigma Albtimina | J. T. Baker Inc
celulosa Laboratories dinitrosalicilico
Malta agar J. T. Baker Inc Glucosa Merck A,CI.dO J. T. Baker Inc
citrico
Hidroxido de Merck Acido J. T. Baker Sulfito de Baker
sodio clorhidrico Inc sodio Analyzed
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2.3. PREPARACION DEL INOCULO DE LOS HONGOS Pleurotus
ostreatus 202 'Y 896

Se replicaron las cepas 202 y 896 del hongo Pleurotus ostreatus en tubos de
ensayo con malta agar, una vez que el micelio del hongo se desarroll6 por
completo en la superficie del medio de cultivo se prepararon cajas Petri con malta
agar y se inocularon con los hongos procedentes de los tubos de ensayo. Tanto
para el crecimiento del microorganismo en tubos de ensayo, como en cajas Petri,

se trabajo con una estufa a 25 °C.

Se prepararon frascos de vidrio de capacidad 500 mL, con 120 g de trigo seco y
240 mL de agua, por cada frasco. Posteriormente, se taparon y esterilizaron los
frascos en un autoclave a 121 °C, por 15 min. Una vez que la presién y la
temperatura del autoclave bajaron a 0 psi y 40 °C, respectivamente, se sacaron
los frascos; se agitaron individualmente, para evitar la aglomeracion del trigo
hamedo; y, se dejaron enfriar. Se llevaron los frascos a la camara de flujo laminar,
donde fueron inoculados en forma individual, con un cuarto del micelio crecido en
las cajas Petri. Se cerré cada frasco sin hermeticidad, para permitir la entrada de
aire al sistema. Los frascos se incubaron en una estufa, a 25 °C, hasta que el
micelio cubrié en su totalidad los granos de trigo. El trigo de los frascos constituy6
el in6culo para la siembra en las fundas con rastrojo de maiz. En el Anexo | se

observan las fotografias del desarrollo del hongo Pleurotus ostreatus.

2.4. PREPARACION DEL SUSTRATO E INOCULACION DE LOS
HONGOS Pleurotus ostreatus 202'Y 896

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

En el rastrojo de maiz se determiné el porcentaje de los siguientes compuestos,

en base seca: el contenido de resinas, ceras y grasas segun la metodologia
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descrita en la norma TAPPI T 6 0s-59 indicada en el Anexo Il, el contenido de
celulosa mediante la norma TAPPI T 17 m-55 detallada en el Anexo Ill y el
contenido de lignina mediante la norma TAPPI T 13 0s-54 que se encuentra en el
Anexo IV. Los analisis fueron realizados en el Laboratorio de Pulpa y Papel de la

Escuela Politécnica Nacional.

Los resultados de estos analisis se cambiaron a base humeda, para trabajar con
una base de 100 % y comparar con los resultados obtenidos de los analisis del
sustrato resultante de la primera y segunda cosecha del hongo Pleurotus

ostreatus 202 y 896 como se indica en el acapite 2.4.4.

2.4.2. PRODUCCION DEL HONGO COMESTIBLE

Para la obtenciéon de los cuerpos fructiferos de las cepas 202 y 896 del hongo
Pleurotus ostreatus se utilizé la metodologia descrita en el Manual del cultivador
de hongos (MushWorld, 2005, pp. 57-59) y aplicada por Pazos (2004, pp. 31-33),
Riofrio (2007, pp. 15-18) y Vaca (2011, pp. 23-25).

2.4.2.1. Esterilizacion del sustrato e inoculacion

El rastrojo de maiz fue picado, para obtener fracciones entre 3 y 5 cm. Se
esterilizo el sustrato, en costales cerrados, en un autoclave abierto, por un
periodo de 1 h, en agua a ebullicibn a 90 °C. Se drené el exceso de agua de los
costales y se dejo enfriar. El rastrojo fue extendido en una mesa metalica limpia y
desinfectada con cloro, sablén y alcohol antiséptico, de donde se procedié a
tomar una muestra de 100 g de rastrojo esterilizado, para la determinacion del

contenido de humedad, como se indica en el Anexo V.

Para la siembra del hongo Pleurotus ostreatus se utilizaron fundas plasticas de 7
por 10 pulgadas. Se llenaron las fundas con capas alternadas de rastrojo de maiz

esterilizado y de trigo inoculado. Se mantuvo una relacién del inéculo igual al 10
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% del peso total del sustrato contenido en la funda. El peso de cada funda fue de

aproximadamente 0,25 kg. Finalmente, las fundas se cerraron con cinta adhesiva.

2.4.2.2. Desarrollo del micelio

Las fundas fueron llevadas a una camara oscura. El dia después de la siembra se
realizd una perforacion en forma de cruz de 2 x 2 cm, en el centro y a cada lado
de la funda. Desde este dia se procedidé a la ventilacion y humidificacion de la
camara, con una frecuencia de 2 veces por dia, para esto se utilizé un ventilador y

las boquillas aspersoras de agua, que se encuentran dentro de la camara.

El proceso se desarroll6 a temperatura ambiente, por lo que se registrd el maximo
y minimo valor de temperatura alcanzado durante el dia, para reportar el valor
promedio en cada corrida. Las fundas permanecieron en esta camara hasta el

desarrollo completo del micelio y la aparicion de los primordios.

2.4.2.3. Fructificacion y cosecha

Para la etapa de fructificacidon, las fundas fueron trasladadas a la camara clara—
oscura. La ventilacion y humidificaciéon se realizé de la misma manera como se
indico en el item 2.4.2.2. De igual forma, se registraron los valores maximos y

minimos de la temperatura ambiental.

Una vez que los primordios se desarrollaron completamente, en cuerpos
fructiferos, se procedioé a cosecharlos por primera vez; para esto se desprendi6 el
hongo del sustrato y se registré el peso del mismo, como el valor promedio y la

desviacion estandar para las fundas cosechadas en cada corrida.

El sustrato restante permaneciéo en la camara clara-oscura, hasta obtener la
segunda cosecha. Se determiné el rendimiento biolégico en porcentaje, mediante

la division del peso del hongo cosechado de cada funda, para el peso de rastrojo
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de maiz seco en esa funda y se registr6 como el porcentaje promedio de las
fundas cosechadas en cada corrida. En la Figura 2.1 se indica el proceso para la

obtencién de hongos.

Replicacion de las cepas P.O. 202 y P.O. 896 en
tubos de ensayo y cajas Petri, con Malta agar

v

Fraccionamiento del Preparacidn de los indculos, en frascos
rastrojo de maiz con trigo cocido y esterilizado
e, Inoculacién de las cepas P.O. 202 y P.O. 896,
Esterilizacion > - 3 p
en fundas plasticas con rastrojo de maiz

Distribucion de las fundas
inoculadas en la camara oscura

v

Aparicion de los
primordios

v

Distribucion de las fundas con
primordios en la camara clara-oscura
Cosecha de los hongos

comestibles

Figura 2.1. Proceso para la obtencion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

2.4.3. MUESTREO Y OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS

El muestreo se realizé desde la siembra hasta la segunda cosecha. En este
periodo o corrida de fermentacion se muestrearon dos fundas, para la cepa de
Pleurotus ostreatus 202 y dos fundas para la cepa 896, con una frecuencia de dos

veces por semana. Se realizaron tres corridas de fermentacion.

Para la obtencién de los extractos enzimaticos, se pesaron 45 g de sustrato
fermentado, previamente homogeneizado, y se colocaron en un erlenmeyer de
250 mL, con 75 mL de la solucién amortiguadora especifica para la enzima a
extraer. Posteriormente, se taparon los erlenmeyer y se colocaron en el agitador,
por 30 min. Luego se filtrd el sustrato para obtener el extracto, el cual se utilizd

para determinar las actividades enzimaticas (Vaca, 2011, p. 25).
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Para el extracto enzimatico de las celulasas se utilizé una solucibn amortiguadora
de citrato de sodio 0,05 M pH 4,8; mientras que, para la lignino peroxidasica fue
necesario la solucibn amortiguadora de tartrato de sodio 0,15 M pH 3,0 y para la
manganeso peroxidasa se ocupd la solucion amortiguadora de acetato de sodio
0,1 M pH 4,5 (Vaca, 2011, p. 25).

2.4.4. CARACTERIZACION QUIMICA DEL RASTROJO DE MAIZ DESPUES
DE LA PRIMERA Y SEGUNDA COSECHA DEL HONGO Pleurotus
Ostreatus 202 'Y 896

El rastrojo de maiz se encontraba humedo después de cada cosecha, asi que se
colocaron las muestras en el secador por 24 h; y posteriormente, se molieron al
tamano de particula requerido por la metodologia para determinar el contenido de:
lignina, celulosa, resinas, ceras y grasas del sustrato resultante de la primera y
segunda cosecha del hongo Pleurotus ostreatus 202 y 896 como se describe en

el acapite 2.4.1.

Los resultados de estos analisis se cambiaron de base seca a base humeda, para
determinar el porcentaje de variacion de los componentes del sustrato producto
de la primera y segunda cosecha, con respecto al contenido inicial de estos

compuestos en el rastrojo de maiz sin fermentar.

2.5. DETERMINACION DE LA GENERACION DE EXTRACTOS
ENZIMATICOS CON ACTIVIDAD CELULOLITICA

Mediante el método de Miller, indicado en Ghose (1987), se determino la actividad
celulolitica (pp. 264-265).

En la Figura 2.2 se resume el proceso para la determinaciéon de la actividad

celulolitica de los extractos enzimaticos.
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Rastrojo fermentado

l

Solucién amortiguadora de Agitacion
citrato de sodio 0,05 M pH 4,8 (30 min)
4
Filtracion —» Residuo solido

Extracto enzimatico

4
Solucién de Reacciéon
carboximetilcelulosa 2 % (50 °C, 30 min)

4
Ebullicién
(5 min)

Reactivo DNS —»

A

Agua destilada —» Enfriamiento

A
Medida de la
absorbancia (540 nm)

Figura 2.2. Proceso para la determinacion de la actividad celulolitica de los extractos

enzimaticos
(Ghose, 1987, pp. 264-265)

Se empled como sustrato una solucion de carboximetilcelulosa, al 2 %, en

solucion amortiguadora de citrato de sodio 0,05 M pH 4,8.

En tubos de ensayo de 50 mL se agregaron 0,5 mL de la solucién de sustrato mas
0,5 mL de extracto enzimatico y se colocaron en un bafo maria a 50 °C, por 30
min. Posteriormente, se adicionaron 3,0 mL de reactivo DNS y se pusieron los
tubos en agua en ebullicién por 5 min. Después de hervir, se enfriaron con agua
para detener la reaccién. Se agregaron 20 mL de agua destilada en cada tubo y

se homogeneizaron las mezclas.

Se realiz6 el mismo procedimiento para el blanco de reactivos, pero se utilizaron
0,5 mL de solucion amortiguadora de citrato de sodio 0,05 M pH 4,8 en lugar de

0,5 mL de extracto enzimatico.
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Para el blanco de cada muestra se colocaron 0,5 mL de la solucién sustrato. El
extracto enzimatico se agreg6é después del reactivo DNS para corregir los

azucares presentes en el extracto enzimatico.

En un espectrofotometro, se midi6 la absorbancia a 540 nm del blanco de
reactivos, blanco de muestra, la muestra de extracto enzimatico y su paralela

correspondiente.

Se elaboro la curva de calibracidn como se indica en el Anexo VI, para calcular la
concentracion de azucares reductores a partir de la ecuacion de regresion lineal

de la curva patron con D-glucosa anhidra.

Finalmente, se obtuvo la actividad enzimatica en Unidades Internacionales por g
de rastrojo seco (Ul-g™"). Ul se define como la cantidad de enzima que libera 1
pmol de D-glucosa por min, en las condiciones de la reaccion (Sapag y Schmidt,
2011, p. 1). El ejemplo de calculo de la actividad celulolitica se encuentra en el
Anexo VII.

2.6. DETERMINACION DE LA GENERACION DE EXTRACTOS
ENZIMATICOS CON ACTIVIDAD LIGNINOPEROXIDASICA
Y/O MANGANESOPEROXIDASICA

2.6.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LIGNINO PEROXIDASICA

Para determinar la actividad lignino peroxidasica se utilizé la metodologia descrita
en Tien y Kirk (1984, p. 2280) y Villa (2007, p. 41).

En tubos de ensayo de 10 mL se agregaron: 9,4 mL de una solucién de tartrato de
sodio 0,15 M pH 3,0; 0,5 mL de extracto enzimatico; 0,1 mL de una solucion de
Tween 80 al 10 % en volumen; 0,015 mL de una solucion de alcohol veratrilico al

20 % en volumen; y, se inicio la reaccién al afiadir 0,02 mL de una solucién de
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peroxido de hidrogeno al 10 % en volumen. Para el blanco de reactivos se realizé
el mismo procedimiento, pero en lugar de adicionar 0,5 mL de extracto
enzimatico, se colocaron 0,5 mL de una solucién de tartrato de sodio 0,15 M pH
3,0. Para el caso del blanco de las muestras no se adiciond el peréxido de
hidrogeno. Una vez que se prepararon todas las mezclas, se colocaron en un
bafio maria a 30 °C, por un tiempo de reaccién de 60 min. Finalmente, se leyo la
absorbancia del blanco de reactivos, blanco de muestra, la muestra de extracto

enzimatico y su paralela correspondiente a 310 nm.

Mediante la ley de Lambert-Beer se determin6é la concentracidbn de sustrato
oxidado con un € = 9 300 M'cm™. La actividad enzimatica se indicé en Unidades
Internacionales por g de rastrojo seco (Ul-g™"). Ul se define como la cantidad de
enzima necesaria para oxidar 1 ymol de sustrato por min, en las condiciones de la
reaccion (Tien y Kirk, 1984, p. 2280). El ejemplo de calculo de la actividad lignino
peroxidasica se encuentra en el Anexo VIII. En la Figura 2.3 se indica el proceso

para determinar la actividad lignino peroxidasica en extractos enzimaticos.

Sustrato fermentado

Solucién amortiguadora de tartrato
de sodio 0,15 M pH 3,0

Residuo solido

Extracto enzimatico

Solucion de tartrato de sodio 0,15 M pH 3,0
Solucion de tween 80 al 10 %

Solucion de alcohol veratrilico al 20 %
Solucién de peréxido de hidrogeno al 10 %

Figura 2.3. Proceso para la determinacion de la actividad lignino peroxidasica
(Tien y Kirk, 1984, p. 2280; Villa, 2007, p. 41)
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2.6.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MANGANESO PEROXIDASICA

Se utilizé la metodologia descrita por Lopes, Teixeira, Nunes y Durrant (2009)

para determinar la actividad manganeso peroxidasica (p. 819).

En un tubo de ensayo de 10 mL se colocaron: 0,1 mL de solucién amortiguadora
de acetato de sodio 0,1 M pH 4,5; 0,05 mL de una solucion de sulfato de
manganeso 2 Mm; 0,20 mL de una solucién de albumina, al 0,5 %; 0,1 mL de una
solucién de rojo fenol, al 0,1 %; 0,5 mL de extracto enzimatico; y, 0,05 mL de una
solucion de peroéxido de hidrogeno 2 mM, en solucién amortiguadora de fosfato de
sodio 0,2 M pH 8,0. Las mezclas se dejaron reaccionar en un bafio maria a 30 °C,
por 10 min. La reaccidén se detuvo por adicion de 0,04 mL de una solucién de
hidréxido de sodio 2 N.

Se realiz6 el mismo procedimiento para el blanco de reactivos, pero se utilizaron
0,5 mL de soluciéon amortiguadora de acetato de sodio 0,1 M pH 4,5 en lugar de

0,5 mL de extracto enzimatico.

Para el blanco de cada muestra se colocaron 0,05 mL de solucion amortiguadora
de acetato de sodio 0,1 M pH 4,5 en lugar de 0,05 mL de la solucion de peréxido

de hidrogeno 2 mM.

Finalmente, del blanco de reactivos, blanco de muestra, la muestra de extracto

enzimatico y su paralela correspondiente se leyé la absorbancia a 610 nm.

La concentracion de sustrato oxidado se determin6é mediante la ley de Lambert-
Beer con un £ = 22 000 M'ecm™. La actividad enzimatica se expresé en Unidades
Internacionales por g de rastrojo seco (Ul-g™"), Ul se define como la cantidad de
enzima necesaria para oxidar 1 ymol de sustrato por min en las condiciones de la

reaccion (Lopes, et al., 2009, p. 819).

El ejemplo de calculo de la actividad manganeso peroxidasica se encuentra en el
Anexo IX.
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En la Figura 2.4 se indica el proceso para determinar la actividad manganeso

peroxidasica en extractos enzimaticos.

Sustrato fermentado

l

Solucién amortiguadora de
acetato de sodio 0,1 M pH 4,5

Agitacion
(30 min)

4

Filtracion

Solucién de acetato de sodio 0,1 M pH 4,5

Solucion de sulfato de manganeso 2 mM
Solucidén de albumina al 0,5 %
Solucién de rojo fenol al 0,1 % »
Solucion de peroxido de hidrégeno 2 mM en
solucion amortiguadora de fosfato de sodio —
02M

Reaccion
(30 °C, 10 min)

Solucidn de hidréxido
de sodio 2 N

Enfriamiento

4

Medida de la
absorbancia (610 nm)

Residuo
solido

Extracto Enzimatico

Figura 2.4. Proceso para la determinacién de la actividad manganeso peroxidasica
(Lopes, et al., 2009, p. 819)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

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

En la Tabla 3.1 se indican los resultados de la caracterizacién quimica del rastrojo
de maiz inicial utilizado en la fermentacién. El informe emitido por el laboratorio se

encuentra en el Anexo X.

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

Analito Base seca (%) Base humeda (%)
Humedad para analisis 7,94 7,36
Solubilidad en alcohol-benceno 11,30 10,47
Celulosa 41,52 38,47
Lignina 20,24 18,75
Otros componentes 26,93 2495

Se observa claramente que el contenido de celulosa equivale al doble del
contenido de lignina, y juntos constituyen los componentes mayoritarios del
rastrojo de maiz, por lo que es considerado un desecho agroindustrial

lignocelul6sico adecuado para el desarrollo y crecimiento del hongo.

Estudios anteriores demostraron que el Pleurotus ostreatus crece favorablemente
en materiales con estos porcentajes de celulosa y lignina, por ejemplo Riofrio
(2007) indica, en base seca, que el rastrojo de maiz de su trabajo tenia un 49,40
% de celulosa y 25,65 % de lignina (p. 22). Vaca (2011) obtiene valores de

celulosa y lignina, en base seca, de 41,60 % y 18,44 %, respectivamente (p. 30).

Rodriguez y Torres (1994) indican que ademas de la celulosa y la lignina el
rastrojo de maiz tiene elementos minoritarios como: resinas, ceras, grasas,
colorantes y aminoacidos, los cuales son solubles en alcohol-benceno. En el
porcentaje de otros componentes se encuentran taninos, glucidos, proteinas

simples, pentosanos, hexosanos, fragmentos de lignina, biomasa y cenizas.
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Todos estos compuestos, junto con el contenido de agua, constituyen el 100 % de

la composicion del rastrojo de maiz en base humeda (p. 47).

El porcentaje de humedad de la muestra corresponde al rastrojo seco; debido a
este bajo porcentaje de humedad el rastrojo de maiz necesitoé hidratacion, ya que
para el crecimiento adecuado del hongo Pleurotus ostreatus se requiere un
contenido de humedad entre 50 y 80 % (Garzén y Cuervo, 2008, p. 127).

En la Tabla 3.2 se indica el peso de rastrojo de maiz seco por cada 100 g de
rastrojo humedo, obtenido después de ser sometido al proceso de esterilizacion,

en cada corrida de fermentacion.

Tabla 3.2. Porcentaje de humedad del rastrojo de maiz en cada corrida de fermentacion

PRIMERA CORRIDA 69,89
SEGUNDA CORRIDA 68,64
TERCERA CORRIDA 70,23

Se observa que en las tres corridas de fermentacion los valores se encuentran
dentro del rango de humedad esperado, debido a que las condiciones de
esterilizacion en cada corrida son las mismas, es decir, 1 h a ebullicién (90 °C), la
diferencia entre los valores radica principalmente en la capacidad de absorber

agua que tienen las canas y las hojas del rastrojo de maiz.

3.2. PERIODOS DE DESARROLLO Y COSECHA DEL HONGO
COMESTIBLE

En las Tablas 3.3 y 3.4 se indican los periodos de crecimiento del micelio y los
dias de cosecha de las dos cepas del hongo Pleurotus ostreatus en las tres

corridas de fermentacion.
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Tabla 3.3. Periodos de crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus 202 y tiempos de
cosecha obtenidos en las tres corridas de fermentacion

Tiempo
PARAMETRO Primera | Segunda | Tercera
Corrida | Corrida Corrida
Periodo de crecimiento del micelio 14 dias 15 dias 14 dias
Primera cosecha dia 27 dia 25 dia 24
Segunda cosecha dia 34 dia 31 dia 31
Tercera cosecha dia 51 --- dia 55

Tabla 3.4. Periodos de crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus 896 y tiempos de
cosecha obtenidos en las tres corridas de fermentacion

Tiempo
PARAMETRO Primera | Segunda | Tercera
Corrida | Corrida Corrida
Periodo de crecimiento del micelio 25 dias 25 dias 24 dias
Primera cosecha dia 31 dia 31 dia 28
Segunda cosecha dia 55 dia 52 dia 52

El crecimiento del micelio de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896 se realizd
en la camara oscura; el micelio de la cepa 202 se demord aproximadamente 15
dias en cubrir totalmente la superficie del sustrato, 10 dias menos que la cepa
896. Esto indica que el hongo de la cepa 202 se adaptd6 mas rapidamente al

medio y a las condiciones ambientales de la camara de cultivo.

Una vez que el micelio se desarrolld por completo, se formaron los primordios, lo
cual indicd que era momento de cambiar las fundas a la camara clara-oscura para
dar paso al periodo de fructificacion; para la cepa 202, este periodo durd de 10 a
13 dias, en cambio para la cepa 896 tuvo una duraciébn de 4 a 6 dias.

Transcurrido este tiempo se realiz6 la primera cosecha.

Para la segunda cosecha de la cepa 202 se esper6 de 6 a 7 dias, y de 21 a 24
dias, para la cepa 896. La primera y segunda cosecha se obtienen en menor
tiempo para la cepa 202 que para la cepa 896; es decir, la cepa 202 desarroll6 de

una manera mas rapida los cuerpos fructiferos.



45

En la Figura 3.1 se observan los cuerpos fructiferos de los hongos Pleurotus
ostreatus 202 y 896.

Figura 3.1. Crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus 202 y 896 en la cdmara de
fructificacion clara-oscura

En cada corrida de fermentaciéon se observa que los periodos de crecimiento del
micelio tienen, practicamente, igual tiempo de duracion, y que los dias de cosecha
son aproximadamente los mismos, con una diferencia de 2 a 3 dias. Este

comportamiento se presenté en ambas cepas.

Los pesos recogidos en las tres corridas de fermentacién en la primera y segunda

cosecha se indican en el Anexo XlI.

En las Tablas 3.5 y 3.6 se indican los porcentajes promedio de rendimientos
biolégicos de ambas cepas del hongo Pleurotus ostreatus, el valor promedio del
peso del hongo, con su respectiva desviacion estandar, y el numero de fundas

cosechadas en cada corrida.

Tanto en la primera y segunda cosecha, la cepa 896 presenta un mayor

rendimiento biolégico en las tres corridas de fermentacion con respecto a la cepa
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202. En la primera cosecha el rendimiento biolégico de la cepa 202 es menor en
un 7,65 % y en la segunda cosecha en un 6,43 %, por lo que los rendimientos de

ambas cepas son similares.

Tabla 3.5. Porcentaje promedio del rendimiento biologico, valor promedio del peso y
numero de fundas cosechadas del hongo Pleurotus ostreatus 202 en las tres corridas de

fermentacion
Primera Corrida Segunda Corrida Tercera Corrida
Porcentaje promedio del 34.03 % 40,32 % 45,57 %

rendimiento bioldgico

Segunda
cosecha

rendimiento bioldgico

LaliC e Valor promedio del
cosecha peso de los hongos 50,70 g+ 13,83 g 56,96g £13,73 g 61,26g+1296 g
Numero de fundas n=24 n=_§ n=22
Porcentaje promedio del 26.63 % 25.46 % 29.60 %

Valor promedio del
peso de los hongos

23,56 g+ 4,65 ¢

2503 g+ 6,64 ¢

2530g+4,55¢

Numero de fundas

n=20

n=4

n=18

Tabla 3.6. Porcentaje promedio del rendimiento bioldgico, valor promedio del peso y
numero de fundas cosechadas del hongo Pleurotus ostreatus 896 en las tres corridas de
fermentacion

Primera Corrida

Segunda Corrida

Tercera Corrida

Porcentaje promedio del

de los hongos

e Lel0 37,62 % 41,49 % 50,72 %
rendimiento biologico
Primeilm R 53 06 ;- 12,17 58,71 g+ 12,47 62,79 ¢ + 12,14
cosecha de los hongos P08 e L e 178 7B
Numero de fundas n=22 n=10 n=22
e promeco del 26,88 % 29,65 % 30,77 %
rendimiento biologico
Segunda .
cosecha | vAlorpromediodelpeso | o) 03044510 | 2616g+375g | 2647 g+3,08 ¢

Numero de fundas

n=17

n=4

n=10

No se encontraron estudios anteriores realizados con la cepa 896; sin embargo,
para la cepa 202, Riofrio (2007) encontrd rendimientos biolégicos de 21,95 y
18,33 % para la primera cosecha, después de 24 dias de fermentacién y un valor
promedio del peso de los hongos de 23,93 g £ 2,45 g. (p. 21). Estos porcentajes

son inferiores a los que se encontraron en el presente trabajo, debido a que el
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valor promedio del peso de los hongos fue de 61,26 g + 12,96 g, y este parametro

influye directamente en el rendimiento bioldgico.

Oei y Nieuwenhuijzen (2005) indican que el hongo, durante su crecimiento,
consume el sustrato, por lo que los nutrientes paulatinamente desaparecen del
medio; esta limitacidn origina que el hongo disminuya su velocidad de crecimiento
y se formen cuerpos fructiferos de menor peso para la segunda cosecha, esto se
ve reflejado en el rendimiento biolodgico obtenido en este estudio, el cual para la
cepa 202 tiene un valor de 29,60 % y para la cepa 896 es de 30,77 %, ambos

valores obtenidos en la tercera corrida (p. 10).

Con excepcidn de la segunda corrida de la cepa 202, que se analizé por 34 dias
debido a un problema de contaminacién, ambas cepas se analizaron durante un
periodo de 55 dias, por lo tanto después del dia de la segunda cosecha de la
cepa 202 (dia 31 6 34) quedan alrededor de 20 dias mas de crecimiento de dicha
cepa, por lo que se obtuvo hasta una tercera cosecha de la cepa 202; sin
embargo, los hongos formados eran pequefios, por lo que el peso fue menor con
respecto a las cosechas anteriores por lo cual no se indican los valores de dicha

cosecha.

El tiempo de fermentacion y el rendimiento biolégico de las cepas dependen de
varios factores como: la composiciéon del sustrato, las condiciones de temperatura
y humedad de la camara de cultivo, el tamafio de las fundas y de la cepa de

Pleurotus ostreatus, como lo indican Garzén y Cuervo (2008, p. 127).

Ya que el rastrojo de maiz y el tamafo de las fundas no cambiaron en las tres
corridas de fermentaciéon, y que la temperatura de las camaras de cultivo se
encontraron entre 10 y 20 °C, para obtener los primordios, y para la formacién de
cuerpos fructiferos, entre 13 y 16 °C, las diferencias se deben a la cepa de hongo
utilizada, por lo que los tiempos de fermentacion y rendimientos son propios de
cada cepa. En la Tabla 3.7 se indican los valores promedios de la temperatura
maxima y minima de las camaras de crecimiento (oscura) y fructificacion (clara —

oscura) durante las tres corridas de fermentacién
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Tabla 3.7. Valor promedio de la temperatura maxima y minima de las cdmaras oscura y
clara-oscura durante las tres corridas de fermentacion

Temperatura minima Temperatura maxima
promedio (°C) promedio (°C)
Primera | Camara oscura 17 19
corrida Cémara clara - oscura 16 18
Segunda Camara oscura 17 20
corrida Céamara clara - oscura 17 19
Tercera Camara oscura 18 20
corrida Camara clara - oscura 15 17

Los dias de cosecha y el rendimiento biolégico para cada cepa varian en cada
corrida de fermentacion; sin embargo, en todos los casos se observa que el
menor tiempo y maximo rendimiento biolégico se obtiene en la tercera corrida,
esto se debe a que conforme se realizan las replicaciones y las siembras del
microorganismo, el inéculo formado se fortalece y se adapta al medio en el que se

desarrolla, con lo cual se acelera el crecimiento (MushWorld, 2005, p. 54).

3.3. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

En los Anexos XllI, Xl y XIV se indican los resultados de las absorbancias
medidas en los tres ensayos realizados, estos valores se utilizaron para calcular
la actividad enzimatica, la cual 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 resultados de las actividades celulolitica, lignino
peroxidasica y manganeso peroxidasica de este estudio se presentan en los

Anexos XV, XVIy XVII, respectivamente.

3.3.1. ENSAYO DE ACTIVIDAD CELULOLITICA

En la Figura 3.2 se presentan los valores de actividad celulolitica, obtenidos para

la cepa de Pleurotus ostreatus 202 durante las tres corridas de fermentacion.
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Figura 3.2. Actividad celulolitica durante el crecimiento del hongo
Pleurotus ostreatus 202

Se observa que los valores de actividad celulolitica de las tres corridas de
fermentacion se encuentran dentro de los mismos rangos. La tendencia es
creciente durante el periodo de crecimiento del micelio hasta llegar al dia de la
primera cosecha en donde se encuentra un pico maximo de actividad celulolitica;
a partir de este punto existe una disminucién de la actividad hasta el dia de la
segunda cosecha donde también se presenta un pico con menor valor al obtenido

en la primera cosecha.

En la primera cosecha, para las tres corridas de fermentacién, se obtuvieron
valores similares de actividad enzimatica, en la primera corrida se obtuvo un
maximo valor de actividad de 0,695 Ul en el dia 27; en la segunda corrida fue de
0,712 Ul en el dia 25; y en la tercera corrida de 0,785 Ul en el dia 24.

En los dias de la segunda cosecha, para las tres corridas de fermentacion,
también se presentaron valores altos de actividad celulolitica de 0,579 Ul, 0,565

Ul y 0,638 Ul, respectivamente. Es decir que en los dias en los que se cosecha el
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hongo comestible se obtienen valores de actividad elevados. Es asi que en el dia
51 de la primera corrida y 55 de la tercera corrida se presenta otro pico de
actividad de 0,229 Ul y 0,390 Ul, respectivamente, debido a que se obtuvo una

tercera cosecha del hongo Pleurotus ostreatus 202.

En la Figura 3.3 se presentan los valores de actividad celulolitica, obtenidos para

la cepa de Pleurotus ostreatus 896 durante las tres corridas de fermentacion.
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Figura 3.3. Actividad celulolitica durante el crecimiento del hongo
Pleurotus ostreatus 896

En la etapa inicial de desarrollo del micelio, se observa una tendencia creciente
de la actividad celulolitica hasta llegar a un pico maximo en el dia de la primera
cosecha; posteriormente, existe una tendencia decreciente de la actividad
celulolitica hasta el dia de la segunda cosecha en el que se obtiene un valor de
actividad elevado, pero menor al encontrado en la primera cosecha. En la primera
corrida se obtuvo un maximo valor de actividad de 0,425 Ul en el dia 31; en la
segunda corrida el mayor valor encontrado fue de 0,477 Ul en el dia 31; y en la

tercera corrida se obtuvo un maximo de 0,478 Ul en el dia 28.
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En los dias de la segunda cosecha, para las tres corridas de fermentacion,
también se presentaron valores altos de actividad de 0,345 Ul, 0,385 Ul y 0,391
Ul, respectivamente. Tanto para la cepa 202 y 896 se obtuvo el mayor valor de
actividad en la primera cosecha de la tercera corrida; se observa también, en
ambas cepas, que existe actividad celulolitica durante todo el desarrollo del hongo
ya que no se presentaron valores de cero o negativos en ninguna de las corridas

de fermentacion.

Estudios realizados por Marquez, Mendoza, Gonzalez, Buntinx y Loera (2007)
sobre la actividad fibrolitica producida por Trametes SP. EUM1, Pleurotus
ostreatus IE8 y Aspergillus niger AD96.4 en fermentacion sélida, encontraron un
valor maximo de actividad celulolitica entre los 14 y 19 dias de fermentacion en

bagazo de cafa de azucar, periodo en el cual se cosecharon los hongos (p. 782).

Ghosh, Mukherjee y Nandi (1998) utilizaron biomasa lignocelulésica como
sustrato para la fermentacion en medio sélido, y encontraron que la maxima
actividad lignocelulolitica en Pleurotus se produce entre los dias 16 y 24 de
fermentacion y en el periodo de cosecha (p. 243); mientras que, Khalil, Hoque,
Basunia, Alam y Khan (2011, p. 336) y Kurt y Buyukalaca (2010, p. 3167)
realizaron un estudio para el cultivo de los hongos comestibles Pleurotus
ostreatus y Pleurotus sajor-caju en varios sustratos como bagazo de cafa, paja
de trigo y madera, en ambos casos, los autores reportan un pico maximo de
generacion de celulasas en el décimo dia de fermentacion en medio solido previo

a la cosecha.

Luna et al. (2007) realizaron un estudio de la accion de enzimas fibroliticas de
Pleurotus ostreatus sobre rastrojo de cebada, se encontré que el maximo pico de
celulasas se presenta en el octavo dia de fermentacidén con un posterior descenso
de la actividad hasta alcanzar un segundo pico de actividad en el dia 20 de

fermentacion y cosecha (p. 33).

Vaca (2011) realiz6 un estudio de los extractos enzimaticos con actividad

celulolitica y ligninolitica del Pleurotus ostreatus 404 y 2171 en rastrojo de maiz,
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en el cual indico que la actividad celulolitica presenta sus maximos valores en los

dias de la cosecha, con el pico maximo el dia de la primera cosecha (p. 54).

En los estudios citados anteriormente y en el de Chaparro et al. (2009) quienes
estudiaron el aislamiento y evaluacion de la actividad enzimatica de hongos
descomponedores de madera, se reporta una tendencia creciente de la actividad
celulolitica conforme avanza el proceso de fermentacion, hasta alcanzar un valor
maximo en los dias de cosecha o cercanos a ella y una posterior disminucién de

la actividad celulolitica (p. 241).

Los resultados expuestos en este trabajo presentan la misma tendencia creciente
de actividad celulolitica conforme avanza el proceso de fermentacion, hasta llegar
a un maximo valor y una posterior disminucién de la actividad enzimatica, esto se
observa en ambas cepas de Pleurotus ostreatus, con la Unica diferencia de que

los dias de maxima actividad enzimatica varian.

Con base en los estudios citados anteriormente, se puede inferir que la
generacion de la actividad celulolitica no es arbitraria y esta relacionada con el
crecimiento y desarrollo del hongo; es decir, que se genera en periodos
especificos durante la fermentacion con una tendencia determinada, por lo que
los tiempos de fermentacion en los que se obtienen los maximos valores de
actividad enzimatica dependen principalmente del sustrato utilizado y de la cepa

de hongo escogida.

3.3.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD LIGNINO PEROXIDASICA

En la Figura 3.4 se presentan los valores de actividad lignino peroxidasica,
obtenidos para la cepa de Pleurotus ostreatus 202 durante las tres corridas de
fermentaciéon. En este caso, se observa un incremento de la actividad
ligninoperoxidasica durante el crecimiento del micelio; para la primera corrida la
actividad aumenta hasta el dia 13 con un valor de 9,15 x 10 Ul y hasta el dia 10

para la tercera corrida con una actividad de 1,08 x 10 Ul. Posteriormente, se
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observa una disminuciéon de la actividad hasta valores cercanos a cero, y un
incremento minimo en el dia 41 de la primera y tercera corrida de 1,79 x 10> Ul y
3,57 x 107 UI, respectivamente. Los valores de actividad lignino peroxidasica de

las tres corridas de fermentacion se encuentran dentro de los mismos rangos.
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Figura 3.4. Actividad lignino peroxidasa durante el crecimiento del hongo
Pleurotus ostreatus 202

En la Figura 3.5 se indican los valores de actividad lignino peroxidasica, obtenidos

para la cepa de Pleurotus ostreatus 896 durante las tres corridas de fermentacion.

Los valores de la actividad ligninoperoxidasica aumentan durante el crecimiento
del micelio; en la primera corrida el incremento se da hasta el dia 16 y hasta el dia
13 en la tercera corrida con valores de actividad de 2,95 x 10 Ul y 2,68 % 107 Ul,

respectivamente.

Después se observa una disminucién de la actividad hasta valores cercanos a
cero, y un incremento en el dia 41 de la primera corrida de 1,58 x 10> Ul y en el

dia 45 de la tercera corrida con un valor de 1,85 x 102 UI. Los valores de actividad
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lignino peroxidasica en las tres corridas de fermentacioén se encuentran dentro de

los mismos rangos.
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Figura 3.5. Actividad lignino peroxidasa durante el crecimiento del hongo
Pleurotus ostreatus 896

Garcia y Torres (2003) estudiaron la produccion de enzimas ligninoliticas por
Basidiomycetes mediante la técnica de fermentacion en sustrato soélido, en su
trabajo indicaron que muchos hongos de pudricion blanca, degradadores de
lignina, llevan a cabo la degradacién de dicho polimero con una baja expresion de
la actividad ligninasa (p. 61); de la misma manera Eaton y Hale (1993) indicaron
que el grado de actividad ligninolitica no es universal entre los hongos de

pudricion blanca (p. 247).

Quintero, Feijoo y Lema (2006) en su estudio de produccién de enzimas
ligninoliticas con hongos basidiomicetos cultivados sobre materiales
lignoceluldsicos, encontraron un incremento de la actividad lignino peroxidasa
hasta el octavo dia de fermentacion después del cual se da un descenso hasta
valores cercanos a cero (p. 64). Vaca (2011) report6é para las cepas 404 y 2171

de Pleurotus ostreatus, valores de actividad cercanos e iguales a cero (p. 55).
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Tanto para la cepa 202 y 896 de Pleurotus ostreatus, los picos de actividad lignino
peroxidasica obtenidos no tienen relacion con los dias de cosecha de los hongos
y los valores obtenidos son muy bajos con respecto a los encontrados en los

ensayos de actividad celulolitica y manganeso peroxidasica.

3.3.3. ENSAYO DE ACTIVIDAD MANGANESO PEROXIDASICA

En la Figura 3.6 se presentan los valores de actividad manganeso peroxidasica,

obtenidos para la cepa de Pleurotus ostreatus 202
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Figura 3.6. Actividad manganeso peroxidasa durante el crecimiento del hongo
Pleurotus ostreatus 202

Durante el periodo de crecimiento del micelio, la tendencia para la primera corrida
es creciente hasta el dia 13, en el cual se obtiene un maximo valor de actividad de
7,60 x 107 Ul; mientras que, para la tercera corrida se tiene una tendencia
creciente de la actividad manganeso peroxidasica hasta el dia 10 de

fermentacioén, con un valor maximo de actividad de 8,47 x 102 UL.
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Se observa que los valores de actividad manganeso peroxidasica en las tres

corridas de fermentacion se encuentran dentro de los mismos rangos.

Los valores de la actividad enzimatica se mantienen elevados hasta dias
posteriores al inicio del periodo de fructificacion, es decir hasta el dia 16 en la
primera corrida, y hasta el dia 20 en la tercera corrida; y una vez que se produce
la primera cosecha de los hongos la actividad disminuye a valores cercanos a
cero, asi para la primera corrida en el dia 27 se tiene un valor de 4,34 x 10™ Ul,
para la segunda corrida el valor es de 6,02 x 10 Ul en el dia 25 y para la tercera
corrida, en el dia 24, el valor de actividad es de 6,47 x 10 Ul. Posteriormente, la
actividad enzimatica empieza a incrementarse hasta dias antes de la segunda
cosecha; asi, en la primera corrida se obtiene un maximo de 4,98 x 102 Ul en el
dia 31 de fermentacion, en el dia 28 de la segunda corrida, se tiene un valor de
4,60 x 102 Ul y en la tercera corrida la actividad es de 6,11 x 102 Ul en el dia 28

de fermentacion.

A continuacién, los valores de actividad vuelven a disminuir debido a que se
produce la segunda cosecha del hongo comestible, se alcanza un valor de
actividad de 2,17 x 10* Ul en el dia 34 de la primera corrida, para la segunda
corrida se tiene un valor de actividad de 7,23 x 107 Ul en el dia 31 y en la tercera
corrida el valor que se alcanza, en el dia 31, es de 1,01 x 1072 UL. Finalmente, se
observa que los valores de actividad enzimatica vuelven a incrementarse hasta

dias previos a la tercera cosecha.

En la Figura 3.7 se presentan los valores de actividad manganeso peroxidasica,
obtenidos para la cepa de Pleurotus ostreatus 896 durante las tres corridas de

fermentacion.

Se observa una tendencia creciente de la actividad manganeso peroxidasica en la
primera corrida hasta el dia 6, con incrementos y decrementos de actividad hasta
el dia 23; sin embargo, estos altos y bajos valores se mantienen elevados con un
minimo de 6,50 x 102 Ul en el dia 9 y un maximo valor de 7,75 x 102 Ul en el dia

20. Para el caso de la tercera corrida la tendencia creciente de actividad se
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mantiene hasta el dia 17 con un maximo valor de 7,89 x 102 Ul. A partir de este
punto se presenta una disminucion de la actividad hasta alcanzar valores
cercanos a cero en los dias de la segunda cosecha, este fendmeno se presenta

en las tres corridas de fermentacion.
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Figura 3.7. Actividad manganeso peroxidasa durante el crecimiento del hongo
Pleurotus ostreatus 896

Posteriormente, existe un incremento de actividad hasta el dia 37 en la primera
corrida, con un valor de 6,51 x 10 Ul; mientras que, en la tercera corrida se

detecta un incremento hasta el dia 48, con un maximo valor de 7,67 x 102 UI.

Finalmente, cuando se produce la segunda cosecha, se tiene una disminucion de
la actividad; para la primera corrida en el dia 55 se tiene un valor minimo de 3,58
x 10 U, para la segunda corrida un valor de 3,04 x 10° Ul a los 52 dias y en la

tercera corrida un valor de 3,83 x 107 Ul a los 52 dias.

Vaca (2011) indicé que la actividad manganeso peroxidasica aumenta y se

mantiene en los maximos valores hasta los dias de la cosecha, durante los que se
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produce una disminucion de la actividad casi hasta a cero. Posteriormente, se
obtiene un nuevo incremento de la actividad 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. Ademas, sefald que la actividad
manganeso peroxidasica para la cepa de Pleurotus ostreatus 404 y 2171

muestran un pico maximo de actividad en el dia 12 de fermentacién (p. 55).

El trabajo con extractos acuosos de paja de trigo y la produccion de enzimas
ligninoliticas de Pleurotus ostreatus realizado por Redin (2010) determind que la
actividad manganeso peroxidasa se mantiene creciente hasta alcanzar el maximo

valor el dia 19 y luego decae a cero al dia 24 de fermentacion (p. 58).

Sherief, Tanash y Temraz (2010) estudiaron las enzimas ligninoliticas durante el
crecimiento y fructificacion del hongo Pleurotus ostreatus en diferentes desechos
sélidos, y determinaron que la actividad MnP se incrementa gradualmente durante
el periodo de crecimiento del micelio hasta llegar a un valor maximo a los 40 dias
de fermentacién, tanto en paja de arroz como en aserrin; y posteriormente,

presenta un descenso en los dias de cosecha del hongo comestible (p. 26).

Gupte, Gupte y Patel (2007) indicaron que se obtiene el maximo valor de actividad
enzimatica en el dia 10 de fermentacién en medio sélido con paja de trigo como

sustrato para el hongo Pleurotus ostreatus (p. 612).

Entonces, se puede inferir, con base en los estudios anteriores y el presente
estudio, que se obtienen tendencias similares de actividad manganeso
peroxidasica en los extractos a partir de cualquier tipo de sustrato, ya que esta
actividad tiene su principal aporte en la degradacién de la lignina durante la etapa
micelar. La Unica variacion se observa en el tiempo de fermentacion, el mismo

que depende del tipo de hongo utilizado.
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3.4. ANALISIS DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN LAS
TRES CORRIDAS DE FERMENTACION

3.4.1. ANALISIS DE RESULTADOS DE LA PRIMERA CORRIDA DE
FERMENTACION

En la Figura 3.8 se muestran los valores de las actividades enzimaticas obtenidas

durante el crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus 202.
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Figura 3.8. Actividades celulolitica (CMC), manganeso peroxidasica (MnP) y lignino
peroxidasica (LiP) obtenidas a diferentes tiempos para la primera corrida de fermentacion
en rastrojo de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 202

Se observa claramente que la actividad celulolitica presenta valores mas altos con
respecto a la actividad manganeso peroxidasica. La actividad lignino peroxidasica

es practicamente nula a lo largo de la fermentacion.

La corrida de fermentacion inicia con valores de actividad enzimatica igual a cero,

conforme el micelio del hongo Pleurotus ostreatus 202 crece, la actividad
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celulolitica y manganeso peroxidasica empieza a incrementar hasta el dia 13, en
donde alcanza valores de actividad de 0,256 Ul y 7,60 x 1072 Ul, respectivamente.
La actividad manganeso peroxidasica se mantiene en valores de actividad
similares desde el dia 6 al 16; mientras que, la actividad celulolitica si presenta

variaciones en los valores de actividad.

Cuando inicia el periodo de fructificacion con la aparicion de los primordios,
empieza un descenso en ambas actividades; sin embargo, la actividad celulolitica
alcanza un minimo valor de 0,141 Ul en el dia 20; mientras que, la actividad
manganeso peroxidasica se mantiene en valores cercanos a cero desde el dia 20

al 27 de fermentacion.

El dia 27 fue la primera cosecha del hongo Pleurotus ostreatus 202, es en este
punto donde la actividad celulolitica alcanza su maximo valor igual a 0,695 Ul;
posteriormente, presenta una disminucién de la actividad celulolitica hasta un
valor de 0,222 Ul en el dia 31; en ese mismo dia la actividad manganeso

peroxidasica presenta un pico actividad de 4,98 x 107 UL.

La segunda cosecha se produjo el dia 34, para este punto, se observa que la
actividad celulolitica alcanza un pico de 0,579 Ul; y posteriormente, disminuye
hasta un minimo valor de 0,102 Ul en el dia 48 y a partir de aqui se mantiene en

un valor de 0,229 Ul que indica una tercera cosecha.

Por otro lado, la actividad manganeso peroxidasica presenta una disminucion a
partir del dia 34 a valores cercanos a cero, valor que se mantiene hasta que se
termina la corrida, con un leve incremento de actividad en el dia 48 antes de la

tercera cosecha.

En la Figura 3.9 se muestran los valores de las actividades celulolitica (CMC),
manganeso peroxidasica (MnP) y lignino peroxidasica (LiP) obtenidas durante el
crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus 896 en la primera corrida de

fermentacion.
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Figura 3.9. Actividades celulolitica (CMC), manganeso peroxidasica (MnP) y lignino
peroxidasica (LiP) obtenidas a diferentes tiempos para la primera corrida de fermentacion
en rastrojo de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 896

Al igual que en la cepa 202, la actividad celulolitica presenta valores mas altos
con respecto a la actividad manganeso peroxidasica y no se observa la presencia
de actividad lignino peroxidasica, ni variaciones apreciables durante el tiempo de

fermentacion.

Una vez que empieza el proceso de fermentacion con el crecimiento del micelio,
se observa que tanto la actividad celulolitica como manganeso peroxidasica se
mantienen en valores oscilantes sobre cero hasta el dia 23. Para el caso de la
actividad celulolitica los valores de actividad se encuentran alrededor de 0,200 Ul,
mientras que, para la actividad manganeso peroxidasica los valores se

encuentran préximos a 0,070 Ul.

Del dia 27 al 34 los valores de actividad manganeso peroxidasica son
practicamente nulos; mientras que, la actividad celulolitica presenta su maximo
valor de 0,425 Ul el dia 31, que corresponde a la primera cosecha del hongo

Pleurotus ostreatus 896.
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En el dia 37 la actividad manganeso peroxidasica incrementa su valor hasta 6,51
x 102 Ul y nuevamente disminuye hasta alcanzar el valor de cero en el dia de la
segunda cosecha. La actividad celulolitica también disminuye después de la
primera cosecha, este fenomeno se da hasta el dia 48 en el que se obtiene un
minimo de 0,130 Ul; y después se incrementa hasta el dia de la segunda cosecha

con un maximo valor de 0,345 Ul en el dia 55.

Con los resultados analizados, se tiene que la cepa 202 presenta una actividad
celulolitica maxima de 0,695 Ul el dia 27 y un valor minimo de 0,102 Ul en el dia
48; mientras que, la cepa 896 tiene un valor maximo de 0,425 Ul en el dia 31 y un
minimo valor de 0,130 Ul en el dia 48 de fermentacion. Para ambas cepas, los
valores de actividad celulolitica siempre se mantienen sobre 0,100 Ul; mientras
que, las otras actividades se mantienen bajo este valor, e incluso llegan a valores

de cero.

Para la actividad manganeso peroxidasica, se encontré un maximo valor de 7,60
x 10 Ul en el dia 13 para la cepa 202 y para la cepa 896, 7,75 x 102 Ul en el dia
20. El minimo valor de actividad fue de 2,17 x 10™* Ul para ambas cepas con la
diferencia de que para la cepa 202 ocurrié en el dia 34 y para la cepa 896 en el

dia 27 de fermentacion.

Para la cepa de Pleurotus ostreatus 202, los valores de actividad lignino
peroxidasica varian entre 4,27 x 10° Ul hasta el maximo de 9,15 x 10> Ul en el
dia 13 de fermentacion. Para la cepa 896 el valor minimo de actividad enzimatica
fue 0,000 Ul y el valor maximo obtenido fue de 2,59 x 10> Ul en el dia 26 de

fermentacion.

3.4.2. ANALISIS DE RESULTADOS DE LA SEGUNDA CORRIDA DE
FERMENTACION

Los valores determinados en esta corrida son dispersos y no presentan una

tendencia definida; sin embargo, estos son similares a los obtenidos en los
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acapites 3.3.1, 3.3.2 y 3.3.3 para los mismos dias en que se realizaron los
analisis.

En la Figura 3.10 se indican las actividades celulolitica (CMC), manganeso
peroxidasica (MnP) y lignino peroxidasica (LiP) obtenidas durante el crecimiento

del hongo Pleurotus ostreatus 202 en la segunda corrida de fermentacion.

0,800

0,700 ]

o
[o2}
S
S

o
[
o
o

o
w
o
o

Actividad enzimatica (Ul)
B
8

o
N
o
S

0,100

He

0,000 ¥ . . . —m—N i, -

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo (dias)

¢CMCP.0.202 BEMnP P.O. 202 LiP P.O. 202

Figura 3.10. Actividades 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 202

Al igual que en la primera corrida, se observa que la actividad celulolitica presenta
valores mas altos con respecto a la actividad manganeso peroxidasica y lignino

peroxidasica, esta ultima se mantiene en valores cercanos o iguales a cero.

La actividad manganeso peroxidasica presenta dos valores diferentes de cero, en
el tercer dia de 3,76 x 102 Ul y en el dia 28 de 4,60 x 10 UI.

La actividad celulolitica siempre presenta valores sobre 0,100 Ul, y alcanza su

maximo valor de 0,712 Ul en el dia 25 que corresponde al dia de la primera
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cosecha en la segunda corrida. También se presenta un valor elevado de 0,565
Ul en el dia 31, en donde se produjo la segunda cosecha.

En la Figura 3.11 se indican las actividades celulolitica (CMC), manganeso
peroxidasica (MnP) y lignino peroxidasica (LiP) obtenidas durante el crecimiento

del hongo Pleurotus ostreatus 896 en la segunda corrida.
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Figura 3.11. Actividades 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 896

Al igual que en la cepa 202, la actividad celulolitica presenta valores mas altos
con respecto a la actividad manganeso peroxidasica y la actividad lignino

peroxidasica se mantiene en valores cercanos a cero a lo largo del periodo de
fermentacion.

La actividad celulolitica alcanza su maximo valor de 0,477 Ul en el dia 31 que
corresponde al dia de la primera cosecha en la segunda corrida. En la segunda

cosecha, dia 52, también se obtiene un valor elevado e igual a 0,385 UI.
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La actividad manganeso peroxidasica se presenta en el tercer dia con un valor de
2,68 x 102 Ul y en el dia 48 de 4,50 x 107 UL.

En resumen, la cepa 202 presenta una actividad celulolitica maxima de 0,712 Ul
el dia 25 y un valor minimo de 0,093 Ul en el tercer dia; mientras que, la cepa 896
tiene un valor maximo de 0,477 Ul en el dia 31 y un minimo valor de 0,055 Ul en
el tercer dia de fermentacion. Tanto los valores de actividad celulolitica y los dias
en los que se obtienen dichos valores son similares con los encontrados en la

primera corrida.

Para la actividad manganeso peroxidasica, en el dia 28, se encontr6 como el
maximo valor 4,60 x 10 Ul para la cepa 202; y para la cepa 896 el maximo fue
de 4,50 x 102 Ul en el dia 48. El minimo valor de actividad fue de 1,10 x 10 Ul
para la cepa 202 y de 2,21 x 10 Ul para la cepa 896, en los dias 22 y 31,

respectivamente.

Para la cepa de Pleurotus ostreatus 202, los valores de actividad lignino
peroxidasica varian entre 4,35 x 10°Ul hasta el maximo de 1,84 x 102 Ul en el
dia 22 de fermentacion. Para la cepa 896 el valor minimo de actividad enzimatica
es 0,000 Ul y el valor maximo obtenido es de 1,22 x 10 Ul en el dia 48 de

fermentacion.

Los maximos y minimos valores de actividad manganeso peroxidasica y lignino
peroxidasica de la segunda corrida no coinciden con lo encontrado en la primera
corrida, esto podria deberse a que el analisis en esta corrida solo se realizd en
dias cercanos a la cosecha y en dias de cosecha por lo que no se evaluaron
todos los puntos durante la fermentacién; sin embargo, si se compara al mismo
tiempo, en ambas corridas, los valores se encuentran dentro de los mismos

rangos.
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3.43. ANALISIS DE RESULTADOS DE LA TERCERA CORRIDA DE
FERMENTACION

En la Figura 3.12 se muestran las actividades celulolitica (CMC), manganeso
peroxidasica (MnP) y lignino peroxidasica (LiP) obtenidas durante el crecimiento

del hongo Pleurotus ostreatus 202 en la tercera corrida de fermentacion.
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Figura 3.12. Actividades celulolitica (CMC), manganeso peroxidasica (MnP) y lignino
peroxidasica (LiP) obtenidas a diferentes tiempos para la tercera corrida de fermentacioén
en rastrojo de maiz de la cepa de Pleurotus ostreatus 202

Se observa que la actividad celulolitica es la que presenta mayores valores,
seguida de la actividad manganeso peroxidasica; mientras que, la actividad

lignino peroxidasica es practicamente nula.

Durante el periodo de crecimiento del micelio, la actividad celulolitica presenta
dos picos claramente definidos, con 0,785 Ul el dia 24 correspondiente a la
primera cosecha. El segundo pico se observa en el dia de la segunda cosecha, el
dia 31, con un valor de 0,638 UI.
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A partir del dia 38 la actividad celulolitica se mantiene alrededor del valor de 0,270
Ul con un decremento en el dia 52 y un nuevo pico de 0,390 Ul en el dia 55 que

corresponde a la tercera cosecha.

La actividad manganeso peroxidasica presenta sus maximos valores entre los
dias 10 y 17, el valor maximo que alcanza en esta etapa es de 8,47 x 102Ul en el
decimo dia, y se mantiene sobre valores de cero hasta el dia 24, en donde
alcanza un valor minimo de 6,47 x 107 Ul, la actividad vuelve a incrementar en el
dia 28 a 6,11 x 102 UI y en el dia 48 a 4,55 x 1072 Ul, el resto de dias de la

fermentacion los valores de esta actividad permanecen préximos a cero.

En la Figura 3.13 se indican las actividades enzimaticas obtenidas durante el

crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus 896.
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Figura 3.13. Actividades 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 896
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Una vez mas, se comprueba que la maxima actividad enzimatica es la actividad
celulolitica, seguida de la actividad manganeso peroxidasica. Para este caso

tampoco se muestra una actividad lignino peroxidasica considerable.

La actividad celulolitica presenta una tendencia creciente desde el inicio de la
fermentacion hasta el dia 13, en el cual la actividad presenta un valor de 0,323 Ul
a continuacion, este valor disminuye hasta 0,252 Ul en el dia 24. Una vez que se
da la primera cosecha en el dia 28, se origina un pico maximo de actividad
celulolitica con un valor de 0,478 Ul; posteriormente, la actividad disminuye hasta
un valor de 0,135 Ul en el dia 41. Finalmente, se incrementa en el dia 52, que

corresponde a la segunda cosecha del hongo, y alcanza un valor de 0,391 Ul.

La actividad manganeso peroxidasica va en aumento hasta el dia 20, y alcanza su
maximo valor de 7,89 x 102 Ul en el dia 17. Durante los dias 24 y 31 no se
presenta actividad. A partir del dia 38 hasta el 48 se incrementa hasta alcanzar un
valor de 7,67 x 1072 Ul; finalmente, los valores vuelven a disminuir y la actividad

tiende a cero para el final de la fermentacion.

La actividad celulolitica maxima que se encontrd para la cepa 202 tiene un valor
de 0,785 Ul el dia 24 y un valor minimo de 0,080 Ul en el dia 52; mientras que, la
cepa 896 tiene un valor maximo de 0,478 Ul en el dia 28 y un minimo valor de

0,135 Ul en el dia 41 de fermentacion.

Para la actividad manganeso peroxidasica se encontré que el maximo valor
alcanzado fue de 8,47 x 102 Ul en el dia 10 para la cepa 202 y para la cepa 896
fue de 7,89 x 102 Ul en el dia 17. El minimo valor de actividad fue de 1,08 x 10
Ul, para ambas cepas, con la diferencia de que para la cepa 202 fue en el dia 52

y para la cepa 896 en el dia 28 de fermentacion.

Para la cepa de Pleurotus ostreatus 202 los valores de actividad lignino
peroxidasica varian entre 4,25 x 10° Ul hasta el maximo de 1,08 x 102 Ul en el
dia 10 de fermentaciéon. Para la cepa 896 el valor minimo de actividad enzimatica
es 4,25 x 10° Ul y el valor maximo obtenido es de 2,68 x 10 Ul en el dia 13 de
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fermentacion. Para ambas cepas, los valores de actividad celulolitica siempre se
mantienen sobre 0,100 Ul; mientras que, las otras actividades se mantienen

debajo de este valor e incluso llegan a valores de cero.

Martinez et al. (2005) indicaron que el hongo Pleurotus ostreatus tiene dos
mecanismos de degradacidon de los materiales lignocelulésicos, los cuales
depende de la cepa que se utilice. En el primer mecanismo se degrada la lignina,
celulosa y hemicelulosa al mismo tiempo; mientras que, en el segundo
mecanismo se degrada primero la lignina y hemicelulosa presentes en el sustrato,

para, posteriormente, permitir la degradacion de la celulosa (p. 197).

Para este estudio se comprueba que ambas cepas utilizan el segundo mecanismo
de degradacion, es decir, en la primera etapa de crecimiento del hongo se
degrada la lignina; y, una vez que esta barrera se retira, las enzimas pueden
acceder al material celulésico para que el hongo pueda obtener los nutrientes

necesarios para su desarrollo.

Es por eso, que en la primera y tercera corrida de fermentacién se observa que la
actividad manganeso peroxidasica, de las dos cepas, aumenta en el periodo de
crecimiento del micelio y se mantiene en sus maximos valores hasta que se
acerca al periodo de fructificacion y cosecha. En este punto, la actividad
manganeso peroxidasica disminuye y se acerca a cero; mientras que, la actividad
celulolitica presenta sus maximos valores en los dias de la cosecha; esto se debe
a que en esta etapa el hongo requiere mas nutrientes y fuentes de carbono para

desarrollar el cuerpo fructifero.

Después de la primera cosecha, la actividad manganeso peroxidasica aumenta
nuevamente y la actividad celulolitica disminuye, hasta la segunda cosecha, en
donde se obtiene un segundo valor maximo en la actividad celulolitica; mientras
que, la actividad manganeso peroxidasica disminuye hasta valores cercanos a
cero; esto indica que nuevamente empieza el proceso de degradacion de la
lignina presente en el sustrato para degradar posteriormente el resto de

materiales como la celulosa.
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Es decir, que tanto para la cepa 202 y 896, los periodos de mayor generacion de
la actividad manganeso peroxidasica coinciden con los de menor generacion de la
actividad celulolitica, y viceversa. La diferencia entre las cepas radica en que la
etapa de cosecha del Pleurotus ostreatus 896 se produce dias después de la
cosecha del hongo 202, por lo que los periodos de maxima y minima generacion

de actividades enzimaticas se dan mas tarde en la cepa 896.

Sanchez, Meneses, Miranda, Santellano y Alarcén (2001) realizaron un estudio
sobre las enzimas fibroliticas de Pleurotus ostreatus (IE8) en cultivo solido sobre
bagazo de cafia de azucar, en el que determinaron una actividad celulolitica de
0,550 Ul en el séptimo dia (p. 1).

En el presente estudio se obtuvo un valor minimo de actividad celulolitica para la
cepa de Pleurotus ostreatus 896 de 0,425 Ul a los 31 dias de fermentacién y un
maximo valor para la cepa 202 de 0,785 Ul en el dia 24, esto demuestra una vez
mas que los valores de actividad enzimatica dependen del tipo de hongo utilizado

y del sustrato en el que crece.

No se detectdé actividad lignino peroxidasica en ninguna de las corridas de
fermentacion. En trabajos realizados por Vyas y Molitoris (1995, p. 3919), Guillén,
Marquez y Sanchez (1998, p. 302) y Vaca (2011, p. 55) no se registraron
actividad lignino peroxidasica para el hongo Pleurotus ostreatus en ninguna de las
condiciones, en los tres trabajos citados la actividad lignino peroxidasica se midio
por el método de Tien y Kirk (1984, p. 2280).

La ausencia de actividad lignino peroxidasica indicaria que existen otras enzimas
responsables de la degradacién de la lignina, como es el caso de la enzima
Lacasa, la cual ha sido ampliamente estudiada en distintos hongos de pudricién
blanca (Gomez et al., 2005, p. 38).
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3.5. DETERMINACION DEL PERIODO DE MAYOR
GENERACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

En las Tablas 3.8 y 3.9 se indican los tiempos y valores de maxima generacion de
actividad enzimatica para las tres corridas de fermentacién del hongo Pleurotus

ostreatus 202 y 896, respectivamente.

Tabla 3.8. Tiempos y valores de maxima generacion enzimatica para las tres corridas de
fermentacion del hongo Pleurotus ostreatus 202

. PRIMERA SEGUNDA TERCERA
LA I CORRIDA CORRIDA CORRIDA
) o ) 0,695 Ul 0,712 Ul 0,785 Ul
Maxima actividad celulolitica
27 dias 25 dias 24 dias
Maxima actividad manganeso 7,60 x 10 UL 4,60 x 10 UL 8,47 x 107 Ul
peroxidasica 13 dias 28 dias 10 dias
Maxima actividad lignino 9,15 % 10° UL 1,84 x 10° UI 1,08 x 107 UL
peroxidasica 13 dias 22 dias 10 dias

Tabla 3.9. Tiempos y valores de maxima generacion enzimatica para las tres corridas de
fermentacion del hongo Pleurotus ostreatus 896

. PRIMERA SEGUNDA TERCERA
PR TN CORRIDA CORRIDA CORRIDA
0,425 UI 0,477 UI 0,478 UI
Maxima actividad celulolitica
31 dias 31 dias 28 dias
Maxima actividad manganeso 7,75 x 107 UL 4,50 x 10” UI 7,89 107 Ul
peroxidasica 20 dias 48 dias 17 dias
Mixima actividad lignino 2,50x10° UL | 1,22x10°UI | 2,68 x 107 Ul
peroxidasica 16 dias 48 dias 13 dias

La primera cosecha del hongo Pleurotus ostreatus 202 se da entre los 24 a 27
dias posteriores a la siembra, en los cuales se obtuvieron los maximos valores de
actividad celulolitica. Se encontrd un valor maximo de 0,785 Ul a los 24 dias de la

tercera corrida. Las diferencias entre los valores de actividad celulolitica de la
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primera y segunda cosecha con respecto al maximo valor encontrado en la

tercera cosecha apenas son del 11,46 % y 9,30 %, respectivamente.

La primera cosecha del hongo Pleurotus ostreatus 896 se da entre los 28 a 31
dias posteriores a la siembra, en los cuales se obtuvieron los maximos valores de
actividad celulolitica. Se encontrd un valor maximo de 0,478 Ul a los 28 dias de la

tercera corrida.

Las diferencias entre los valores de actividad celulolitica de la primera y segunda
cosecha con respecto al maximo valor encontrado en la tercera cosecha apenas

son del 11,09 % y 0,20 %, respectivamente.

Para la actividad manganeso peroxidasica, la cepa 202 presenta su mayor valor
en la tercera corrida y es de 8,47 x 102 Ul, esto sucede en el dia 10 que se
encuentra dentro del periodo de desarrollo del micelio. El valor maximo difiere del

valor de la primera corrida en un 10,27 %.

La cepa 896 también presenta su mayor valor de actividad manganeso
peroxidasica en la tercera corrida y es de 7,89 x 102 Ul, esto sucede en el dia17
que se encuentra dentro del periodo de desarrollo del micelio. El valor maximo

difiere del valor de la primera corrida en un 1,77 %.

Para la actividad lignino peroxidasica de la cepa 202 se observa que presenta un
valor maximo de 1,08 x 10 Ul en la tercera corrida a los 10 dias de fermentacion,
tiempo que se encuentra dentro del periodo establecido para el desarrollo del

micelio, este valor difiere del obtenido en la primera cosecha en un 15.31 %.

En el caso de la cepa 896 se obtuvo un maximo valor de actividad lignino
peroxidasica a los 13 dias de fermentacion con un valor de 2,68 x 10> Ul en la
tercera corrida, valor que difiere en un 3,36 % con respecto al de la primera
cosecha, de igual forma los valores maximo se obtienen en la etapa de desarrollo

del micelio.
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Los valores maximos de la actividad manganeso peroxidasica y lignino
peroxidasica obtenidos durante la segunda corrida de fermentacion, para ambas
cepas, no se pueden comparar con la primera y tercera corrida debido a que no
se obtuvieron los datos en los dias que presentan mayor actividad en las otras
corridas, es por eso que los valores maximos presentan diferencias considerables
tanto en los valores de actividad enzimatica como en los dias en los que se

detectaron dichos valores.

Con lo expuesto anteriormente, se determind que la cepa 202 produce una mayor
actividad celulolitica y manganeso peroxidasica con respecto a la cepa 896;
ademas, que los valores maximos de actividad enzimatica obtenidos en cada
corrida de fermentacioén difieren entre si en porcentajes minimos lo cual indica que

son resultados reproducibles e indican repetibilidad.

Como se indicé en el subcapitulo 3.1, el contenido de celulosa del rastrojo de
maiz utilizado en la fermentacion fue superior al contenido de lignina del mismo,
por lo cual se esperaba una mayor generacion de actividad celulolitica, en
comparaciéon con la actividad manganeso peroxidasica y lignino peroxidasica que
son especificas en la degradacion de la lignina, esto se cumpli6 para ambas
cepas de Pleurotus ostreatus utilizadas en este estudio, cuyos valores de
actividad celulolitica superan a los valores maximos de actividad lignino

peroxidasica y manganeso peroxidasica alcanzados.

Vaca (2011) indicé que las cepas 2171 y 404 del hongo Pleurotus ostreatus
generan mayor actividad celulolitica, en comparacion con la actividad manganeso
peroxidasica y lignino peroxidasica; por lo que, en general el hongo Pleurotus
ostreatus es esencialmente un hongo celulolitico (p. 53). Por lo tanto, la celulasa
seria la enzima que puede tener una aplicacibn comercial ya que su maxima
generacion se da en el periodo de cosecha del hongo, de esta manera se obtiene
tanto los cuerpos fructiferos como los extractos enzimaticos y aprovechar

totalmente el proceso fermentativo.
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3.6. CARACTERIZACION QUIMICA DEL RASTROJO DE MAIZ
DESPUES DE LA PRIMERA Y SEGUNDA COSECHA DEL
HONGO Pleurotus ostreatus 202 'Y 896.

En la Tabla 3.10 y 3.11 se indican los resultados obtenidos de la caracterizacion
del rastrojo de maiz después de la primera y segunda cosecha del hongo
Pleurotus ostreatus 202 y 896 de la tercera corrida de fermentacion, en base

seca y base humeda, respectivamente.

Tabla 3.10. Resultados en base seca de la caracterizacion del rastrojo de maiz después de
la primera y segunda cosecha

Muestra Humedad Solubilidad en Celulosa | Lignina | Otros

(%) alcohol-benceno (%) (%) (%) (%)
Sin fermentar 7,94 11,30 41,52 20,24 26,93
1™ Cosecha P.O. 202 8,32 7,24 33,57 16,45 42,74
2% Cosecha P.0. 202 9,14 7,27 32,25 17,95 42,53
1" Cosecha P.O. 896 8,29 6,85 35,31 16,72 41,11
2% Cosecha P.0. 896 | 8,71 6,24 33,17 | 18,62 | 41,97

Tabla 3.11. Resultados en base himeda de la caracterizacion del rastrojo de maiz después
de la primera y segunda cosecha

Muestra Humedad | Solubilidad alcohol- | Celulosa | Lignina | Otros

(%) benceno (%) (%) (%) (%)
Sin fermentar 7,36 10,47 38,47 18,75 24,95
1™ Cosecha P.O. 202 7,68 6,68 30,99 15,19 39,46
2% Cosecha P.0. 202 8,37 6,66 29,55 16,45 38,97
1" Cosecha P.O. 896 7,66 6,33 32,61 15,44 37,96
2% Cosecha P.O. 896 8,01 5,74 30,51 17,13 38,61

En la Tabla 3.12 se indican los porcentajes de variacion de los componentes del
rastrojo de maiz en la primera y segunda cosecha de los hongos Pleurotus

ostreatus 202 y 896 con respecto al rastrojo de maiz sin fermentar.
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Tabla 3.12. Porcentaje de variacion de los componentes del rastrojo de maiz en base
himeda de la primera y segunda cosecha de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896 con
respecto al rastrojo de maiz sin fermentar

Otros (% taninos, glicidos,
Solubilidad Celulosa | Lignina proteinas simples, pectinas,
Muestra alcohol- (%) (%) pentosanos, hexosanos,
benceno (%) ° 0 fragmentos de lignina, biomasa
y cenizas)
1™ Cosecha P.O. 202 -36,20 -19,44 -18,99 + 58,16
2% Cosecha P.O. 202 -36,39 -23,19 -12,27 + 56,19
1" Cosecha P.O. 896 -39,54 -15,23 -17,65 + 52,14
2% Cosecha P.O. 896 -45,18 -20,69 -8,64 + 54,75

Durante el desarrollo del proceso fermentativo, el hongo consume los nutrientes
del sustrato; es por este motivo que mientras los porcentajes de celulosa, lignina y
componentes solubles en benceno disminuyen, el porcentaje de los otros

compuestos del rastrojo de maiz incrementan.

Se observa que los porcentajes de los componentes solubles en alcohol-benceno,
tanto en la primera como en la segunda cosecha, se reducen con respecto al
porcentaje inicial del sustrato sin fermentar. Si bien, la cepa 896 degrad6 un
mayor porcentaje de estos compuestos, esta permanecié alrededor de 52 dias en
el proceso fermentativo para reducir un 45,18 %; mientras que, la cepa 202 en 31

dias ya degrad6 estos componentes en un 36,20 %.

Si se analiza en la segunda cosecha de la cepa 202, dia 31, y la primera cosecha
de la cepa 896, dia 28, se tiene que la cepa 202 degrado los compuestos solubles
en benceno en un 36,39 %; mientras que, la cepa 896 al mismo tiempo degraddé
estos componentes en un 39,54 %. Por lo tanto, el hongo 202 consume mas
rapidamente los compuestos del sustrato, por lo que desarroll6 los cuerpos

fructiferos en menor tiempo que la cepa 896.

En cuanto al componente mayoritario y mas importante del rastrojo de maiz que
es la celulosa, se puede inferir que la cepa 202 redujo el contenido de este

compuesto en la segunda cosecha de 38,47 % a 29,55 % y la cepa 896 de 38,47
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% a 30,51 %; esto indica que las dos cepas son eficientes degradadoras de

celulosa.

Sin embargo, la cepa 202 redujo el contenido de celulosa en un 23,19 %; mientras
que, la cepa 896 logrd una reducciéon de 20,69 %, ambos porcentajes analizados
en la segunda cosecha, por lo que la cepa 202 presenta mayor afinidad a la
degradacion de la celulosa, lo cual se refleja en la cantidad de actividad
celulolitica, indicada en el subcapitulo 3.5, de 0,785 Ul; la cual supera al valor

encontrado para la cepa 896 de 0,478 UlI.

Al analizar en un mismo periodo de tiempo también se comprueba lo dicho
anteriormente, ya que en la primera cosecha de la cepa 896, dia 28, se registra
una reducciéon de 15,23 %, este porcentaje es menor al que presenta la cepa 202
de 23,19 % al dia 31, es decir, que la cepa 202 degrada mas celulosa y se

desarrolla mas rapido que la cepa 896.

Con respecto a la lignina que forma parte del rastrojo de maiz, inicialmente se
determiné un contenido de 18,75 %, el cual se redujo en la segunda cosecha a
16,45 % para la cepa 202 y a 17,13 % en la cepa 896, esto indica que la
degradacion de este componente es menor en relacion a la celulosa, ya que la
cepa 202 reduce el 12,27 % de lignina; mientras que, la cepa 896 alcanza a

reducir un 8,64 %.

Todo lo descrito anteriormente indica, una vez mas, que el hongo Pleurotus
ostreatus tiene mas afinidad con la celulosa que con la lignina, como se ha
determinado en el estudio realizado por Vaca (2011) y en el presente trabajo a lo

largo de los analisis de las diferentes actividades enzimaticas (p. 53).

Debido a la degradacion de la celulosa en moléculas simples, de la lignina en
fragmentos pequefos, presencia de residuos de biomasa fingica y compuestos
productos de la fermentacioén, el porcentaje de los otros componentes del rastrojo

de maiz incrementa en mas del 50 %.
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En la Figura 3.14 se indica la variacion de los porcentajes de celulosa y lignina

con respecto al tiempo para las cepas 202 y 896 del hongo Pleurotus ostreatus.
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Figura 3.14. Variacion de los porcentajes de celulosa y lignina con respecto al tiempo para
las cepas de hongo Pleurotus ostreatus 202 y 896

Para el caso de la celulosa se evidencia, nuevamente, que la cepa 202 disminuye
la cantidad de celulosa presente en el sustrato en menor tiempo que la cepa 896,
y conforme avanza el tiempo se tiene una tendencia decreciente lo cual indica que
los hongos seguiran con la degradacion de este biopolimero hasta que cese su
crecimiento. A diferencia de la tendencia decreciente que presenta la celulosa; la
lignina no presenta una tendencia definida, esto se debe a que cada funda
muestreada para el analisis tiene una velocidad de crecimiento diferente y de
acuerdo al periodo en el que se encuentre presenta un mayor o menor porcentaje
de degradacion; sin embargo, es claro que el contenido de lignina disminuye en

todos los casos con respecto al porcentaje inicial.



4.1.

78

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

El hongo Pleurotus ostreatus 202 se adaptdé mas facilmente al medio de
fermentacion y a las condiciones ambientales de la camara de cultivo, por
lo que el crecimiento y desarrollo de los cuerpos fructiferos ocurrié en

menor tiempo, con respecto a la cepa 896.

En cada corrida de fermentacibn se observd que los periodos de
crecimiento del micelio tienen, practicamente, igual tiempo de duracion, y
que los dias de cosecha son aproximadamente los mismos, con una
diferencia de 2 a 3 dias. Este comportamiento se presentdé en ambas

cepas.

Tanto en la primera y segunda cosecha, la cepa 896 present6 un mayor
rendimiento biolégico en las tres corridas de fermentacion con respecto a la
cepa 202. En la primera cosecha el rendimiento biolégico de la cepa 202 es
menor en un 7,65 % y en la segunda cosecha en un 6,43 %, por lo que los

rendimientos de ambas cepas son similares

Se obtuvo hasta una tercera cosecha de la cepa 202, pero los hongos eran

pequefios y de menor peso con respecto a las cosechas anteriores.

Para ambas cepas, la mayor actividad enzimatica fue la actividad
celulolitica, seguida de la actividad manganeso peroxidasica y por ultimo la
lignino peroxidasica, por lo que estos hongos tienen mas afinidad por la

celulosa.

La cepa 202 produjo una mayor actividad enzimatica de los tres tipos de
enzimas analizadas con respecto a la cepa 896, los valores mas altos de

actividad enzimatica se obtuvieron en la tercera corrida de fermentacion.
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La actividad manganeso peroxidasica aumentd en el periodo de
crecimiento del micelio y se mantuvo en sus maximos valores hasta el
periodo de fructificacion y cosecha, en donde disminuyd a valores cercanos
a cero; mientras que, la actividad celulolitica presenté sus maximos valores

en los dias de la cosecha.

Para las dos cepas los periodos de mayor generacion de la actividad
manganeso peroxidasica coincidieron con los de menor generacion de la

actividad celulolitica, y viceversa.

La actividad celulolitica se mantuvo durante todo el desarrollo del hongo ya
gue no se presentaron valores de cero en las tres corridas de fermentacion
para ambas cepas de Pleurotus ostreatus. Esto no sucede para las otras

actividades enzimaticas analizadas en este estudio.

La actividad celulolitica maxima alcanzada por la cepa de Pleurotus
ostreatus 202 se presentdé en la tercera corrida, un pico maximo de
absorbancia de 0,532, correspondiente a una actividad celulolitica de 0,785

Ul, alcanzada en el dia 24 de fermentacion.

La actividad celulolitica maxima alcanzada por la cepa de Pleurotus
ostreatus 896 se presentd en la tercera corrida, con un pico maximo de
absorbancia de 0,324, correspondiente a una actividad celulolitica de 0,478

Ul, alcanzada en el dia 28 de fermentacion.

La maxima actividad manganeso peroxidasica alcanzada por la cepa de
Pleurotus ostreatus 202 se presentd en la tercera corrida, con un pico
maximo de absorbancia de 0,393, correspondiente a una actividad

manganeso peroxidasica de 8,47 x 1072 Ul, en el dia 10 de fermentacion.

La maxima actividad manganeso peroxidasica alcanzada por la cepa de

Pleurotus ostreatus 896 se presentd en la tercera corrida, con un pico
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maximo de absorbancia de 0,366, correspondiente a una actividad

manganeso peroxidasica de 7,89 x 102 Ul, en el dia 17 de fermentacion.

Los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896 son eficientes degradadores de
celulosa y lignina, ya que en la segunda cosecha redujeron el contenido
inicial de celulosa en el rastrojo de maiz de 38,47 % a 29,55 % y 30,51 %,
respectivamente y para la lignina se encontré6 que el contenido inicial de
18,75 % se redujo a 16,45 % para la cepa 202y a 17,13 % en la cepa 896.

RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de la influencia que tiene el método de extracciéon en la
actividad enzimatica con las mismas cepas de este trabajo, estos métodos

podrian ser filtracion al vacio o mediante el uso de prensas.

Determinar la influencia que tiene el tamafo del bioreactor (funda 7 x 10
pulgadas) en la cantidad de actividad enzimatica generada durante el

crecimiento de los hongos.

Obtener a escala de laboratorio enzimas nativas, a partir de la purificacion
de los extractos enzimaticos obtenidos durante el proceso de fermentacion,

como alternativa a las enzimas comerciales.
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ANEXO 1
RESUMEN FOTOGRAFICO DEL DESARROLLO DEL HONGO
COMESTIBLE Pleurotus ostreatus

A continuaciéon se indican las fotografias del crecimiento y desarrollo de los

hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896.

En las Figuras Al.1, Al.2 y Al.3 se observa el crecimiento del micelio hasta la
obtencioén de la semilla de los hongos; en las Figuras Al.4, Al.5 y Al.6 se indica el
crecimiento de los hongos en la camara oscura hasta la aparicion de los
primordios. Finalmente, en las Figuras AlL7 y Al.8 se visualizan los cuerpos

fructiferos de ambas cepas en la camara clara oscura.

Figura Al.1. Desarrollo del hongo comestible Pleurotus ostreatus en tubos de ensayo con
malta agar
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Figura AL2. Crecimiento del hongo comestible Pleurotus ostreatus en cajas petri con
malta agar

Figura AL3. Crecimiento del micelio del hongo comestible Pleurotus ostreatus en granos
de trigo



Figura Al.4. Fundas de rastrojo de maiz inoculadas con granos de trigo con hongo
comestible Pleurotus ostreatus

Figura ALS. Rastrojo de maiz cubierto completamente por el micelio del hongo
comestible Pleurotus ostreatus
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Figura AL.6. Aparicion de los primordios del hongo comestible Pleurotus ostreatus en la
camara oscura

Figura Al.7. Cuerpo fructifero del hongo comestible Pleurotus ostreatus cepa 202



Figura AL8. Cuerpo fructifero del hongo comestible Pleurotus ostreatus cepa 896
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ANEXO II
DETERMINACION DE RESINAS, GRASAS Y CERAS

Para esta determinacién se utiliz6 la norma TAPPI T 6 0s-59. Se mide con base
en el principio de que estos compuestos son solubles en una mezcla de alcohol —

benceno.

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
o Estufa

e Balanza analitica

e Rotavapor

e Desecador

Muestra para analisis

Se utiliza una muestra de tamafno 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 a través de los tamices # 40 y 60. La fraccién recolectada del

tamiz # 60 es la requerida para los analisis.

Posteriormente, se determina la humedad del analisis, para este procedimiento se

pesa 2 g de la muestra molida y tamizada y se coloca en la estufa a 105°C
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durante 12 h, se deja enfriar la muestra en el desecador y luego se pesa; el

contenido de humedad se calcula con la ecuacién [1]:

Masa jpjcial—Masa final

% Humedad = X 100 [1]

Masa jpjcial

Método

Para determinar tanto celulosa como lignina es necesario realizar la extraccion de
ceras, grasas Yy resinas, para lo cual inicialmente se pesa el balon del soxhlet,
limpio y seco en una balanza analitica de hasta cuatro cifras decimales, también
se pesa 5 g de muestra tamizada, esta muestra se coloca en un thimble o
capuchdén 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 equipo y se lo coloca 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. La temperatura del bafio debe permanecer a 80°C por lo que se debe
mantener el nivel del agua del bafio en las % partes y se debe verificar

constantemente la adecuada circulacién del agua por los refrigerantes.

Los capuchones se deben 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 balén en la estufa a 105°C por un
periodo de 3 h, para dejarlo enfriar en el desecador. Finalmente, se pesa el baldn

y se halla el contenido de ceras, grasas y resinas con la ecuacion [2]:

Masa baldn jpjciaj—Masa balén a1

% Grasas = x 100 [2]

Masa thimble jpjcja1 X (1—H analisis)
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ANEXO III
DETERMINACION DE CELULOSA

Este método esta descrito en la norma T 17 m-55 de las TAPPI. Esta
determinacién se realiza con base en que por clorinacion de la muestra, se aisla

la fracciéon de celulosa.

Reactivos

e Solucion de hipoclorito de sodio, 10 %
e Solucion de bidxido de azufre, 3 %

e Solucién de sulfito de sodio, 2 %

Equipo

e Vasos de precipitacion
e Crisoles filtrantes

e Embudos

e Bario termostatizado

e Bomba de vacio

e Lunas de reloj

Método

Se pesa 2 g de muestra previamente tratada con alcohol-benceno, para eliminar
las resinas, grasas y ceras como se indicé en el Anexo Il. 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
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agua, 50 mL de bioxido 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 precipitacién y se afiade 115 mL
de sulfito de sodio al 2 %. Se lo introduce en un bafio de agua caliente durante 30
min. Se vuelve a filtrar la solucion 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 periodo 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 ecuacion [3]:

Masa crisol jpiciaj—Masa crisol fina)

% Celulosa = x 100 [3]

Masa muestra jpjcia] X (1—H*)

H es igual a cero, ya que al sacar la muestra de la estufa y colocarla

inmediatamente en el desecador, no se incrementa la humedad de la muestra.
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ANEXO IV
DETERMINACION DE LIGNINA

Se utilizé la norma TAPPI T13 o0s-54, cuyo principio es que al someter los
materiales celulosicos al ataque de acidos fuertes, los carbohidratos se hidrolizan,

y dejan la lignina como un residuo insoluble.

Reactivos

e Solucioén de acido sulfurico, 72 %

Equipo

e Balones de destilacion
e Refrigerantes

e Vasos de precipitacion
e Lunas de reloj

e Bafo termostatizado

e Crisoles filtrantes

e Bomba de vacio

e Balones

Método

Se pesa 1 g de muestra libre de resinas, ceras y grasas como se indico en el
Anexo Il. Se coloca la muestra en un erlenmeyer de 125 mL y se agrega 15 mL de
una solucién de acido sulfurico al 72 %. Se agita continuamente durante 2 h y se
mantiene la muestra a una temperatura entre 18 — 20°C. La muestra se transfiere

a un balon de 1 L y se afiade 560 mL de agua, para que la solucion nueva tenga
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una concentracion de acido sulfurico del 3 %. Se mantiene en ebullicién la
muestra con reflujo por un lapso de 4 h. Se deja enfriar y sedimentar la muestra

contenida en el balén.

Posteriormente, se filtra la solucion 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. Finalmente, se coloca el crisol en el desecador hasta que se enfrie y se

pesa. La cantidad de lignina se determina con la ecuacion [4]:

Masa crisol jpiciai—Masa crisol fnal

% Lignina = x 100 [4]

Masa muestra jpicia1 X (1—H*)

H es igual a cero, ya que al sacar la muestra de la estufa y colocarla

inmediatamente en el desecador, no se incrementa la humedad de la muestra.
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ANEXO V
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD DEL
RASTROJO DE MAIZ DESPUES DE LA ESTERILIZACION

Una vez concluida la esterilizacion del rastrojo de maiz, se separaron dos
muestras, las cuales se pesaron en crisoles previamente tarados. Estas muestras
se secaron en una estufa a 100 °C durante 24 h, y después se enfriaron en un
desecador por 4 h. Una vez terminado el proceso de secado se registré el peso

final de cada uno de los crisoles.
En las Tablas AV.1, AV.2 y A.V.3 se indican los pesos de las muestras de rastrojo
de maiz en los crisoles, antes y después del proceso de secado, para las tres

corridas de fermentacion.

Tabla AV.1. Pesos de las muestras de rastrojo de maiz hiimedo en la primera corrida

1 22,93 16,07
2 22,84 15,92
Promedio 22,89 16,00

Tabla AV.2. Pesos de las muestras de rastrojo de maiz himedo en la segunda corrida

1 22,94 15,05
2 22,06 15,84
Promedio 22,50 15,45

Tabla AV.3. Pesos de las muestras de rastrojo de maiz himedo en la tercera corrida

1 24,31 17,00
2 23,45 16,54
Promedio 23,88 16,77
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Se determindé la humedad del rastrojo utilizado para la siembra del hongo

Pleurotus ostreatus con la ecuacioén [5]:

Peso jpiciai—Peso
inicial final X 100 [5]
Peso jnjcial

% Humedad =

En la Tabla AV.4 se indican los porcentajes de humedad del rastrojo de maiz

esterilizado en cada corrida de fermentacion.

Tabla AV .4. Porcentaje de humedad del rastrojo de maiz esterilizado

Primera corrida 30,11 %

Segunda corrida 31,36 %

Tercera corrida 29.77 %
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ANEXO VI
OBTENCION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE D-GLUCOSA

Para elaborar la curva de calibracién se prepar6 una solucion de glucosa de 2 g/L
y diluciones en solucién amortiguadora de citrato 0,05 M pH 4,8 como se indica en
la Tabla AVI.1.

Tabla AVI.1. Diluciones y concentraciones de los estandares utilizados

Ne° DILUCION DEL ESTANDAR CONCENTRACION (g/L)
1 | Sin dilucién 2,00

2 | 2 mL de solucién de glucosa + 1 mL de tampdn 1,33

3 | 2 mL de solucién de glucosa + 2 mL de tampdon 1,00

4 | 2 mL de solucion de glucosa + 6 mL de tampdon 0,50

5 | 2 mL de solucion de glucosa + 8 mL de tampdon 0,40

6 | 2 mL de solucion de glucosa + 14 mL de tampon 0,25

7 | 2 mL de solucién de glucosa + 18 mL de tampodn 0,20

8 | 2 mL de solucidén de glucosa + 38 mL de tampdn 0,10

Se realiz6 la misma metodologia descrita en el subcapitulo 2.5 con la diferencia

de que los estandares ocupan el lugar de los extractos enzimaticos.

Se empled como sustrato una solucidbn de carboximetilcelulosa, al 2 %, en

solucion amortiguadora de citrato de sodio 0,05 M pH 4,8.

En tubos de ensayo de 50 mL se agregaron 0,5 mL de la solucién de sustrato mas
0,5 mL de estandar y se colocaron en un bafio maria a 50 °C, por 30 min.
Posteriormente, se adicionaron 3,0 mL de reactivo DNS y se pusieron los tubos en
agua en ebullicion por 5 min. Después de hervir, se enfriaron con agua para
detener la reaccion. Se agregaron 20 mL de agua destilada en cada tubo y se

homogeneizaron las mezclas.



105

Se realiz6 el mismo procedimiento para el blanco de reactivos, pero se utilizaron
0,5 mL de solucién amortiguadora de citrato de sodio 0,05 M pH 4,8 en lugar de

0,5 mL de estandar.

En un espectrofotometro, se midié la absorbancia a 540 nm del blanco y la

muestra de estandar. La curva de calibracién se observa en la Figura AVI.1.
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Figura AVIL.1. Curva de Calibracion de D-Glucosa
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ANEXO VII
EJEMPLO DE CALCULO DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA

Para calcular la actividad celulolitica a partir de los datos de absorbancia
obtenidos en las corridas experimentales, primero se requiere la ecuacion [6] de la

curva de calibracidon de la Figura AVI.1 es la siguiente:
A =0,2985C—-0,0014 [6]

Donde:
A = Absorbancia medida a 540 nm

C= Concentraciéon (mg glucosa / mL de extracto)

Con la ecuacion [6] se determind la concentracion de las muestras del ensayo de
actividad celulolitica, después se realizd la transformacion de unidades
respectivas, de tal manera que las unidades sean las correspondientes a las de

actividad enzimatica (umol /min x g rastrojo seco).

Para ejemplificar la manera de realizar los calculos se elige la absorbancia
promedio de la cepa 202 en la primera corrida de fermentacidén cuyo valor al sexto
dia es de 0,098.

_ A+ 0,0014 _ 0,098 + 0,0014 _ 0,333 mg glucosa
02985 0,2985 ~ mL extracto

_ 0,333 mgglucosa 75 mL extracto 100 g rastrojo total

mL extracto i 45 g rastrojo total i 69,89 g rastrojo seco

1 mmol glucosa 1000 umol glucosa 1 0,146 pmol

* * * =
180 mg glucosa 1 mmol glucosa 30 minde reaccion g rastrojo seco * min

Se debe tomar en cuenta que el rastrojo de cada corrida tiene su propio

porcentaje de humedad como se indico en la Tabla 3.2.
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ANEXO VIII
EJEMPLO DE CALCULO DE LA ACTIVIDAD LIGNINO
PEROXIDASICA

La concentracion de sustrato oxidado se determiné mediante la ley de Lambert-

Beer con un € = 9 300 M"'em™y la ecuacién [7].
A=gegxCxl [7]

Donde:

A = Absorbancia medida a 310 nm
¢ = Coeficiente de extincion molar
C= Concentracion molar

| = Longitud de paso de luz a través de la muestra

Posteriormente, se realiz6 la transformacién de unidades de tal manera que las
unidades sean las correspondientes a las de actividad enzimatica (umol /min x g
rastrojo seco). Para ejemplificar la manera de realizar los calculos se elige la
absorbancia promedio de la cepa 202 en la primera corrida de fermentacién cuyo
valor al sexto dia es de 0,003. Se debe tomar en cuenta que el rastrojo de cada

corrida tiene su propio porcentaje de humedad como se indic6 en la Tabla 3.2.

o A 0,003 _ 2,688E—07mol
T ex]l 9300M-lcm~'x1cm L mezcla de reaccién
2,688 E — 07 mol 1 L mezcla de reaccion 75 mL extracto

~ L mezcla de reaccién - 1000 mL mezcla de reaccién . 45 g rastrojo total

100 g rastrojo total 10 mL mezcla de reacciébn 10° umol

’ 69,89 g rastrojo seco * 0,5 mL de extracto "1 mol

1 2,14 E — 04 pmol

* =
60 min de reaccién g rastrojo seco * min
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ANEXO IX
EJEMPLO DE CALCULO DE LA ACTIVIDAD MANGANESO
PEROXIDASICA

La concentracion de sustrato oxidado se determiné mediante la ley de Lambert-

Beer con un € = 22 000 M"'em™ y la ecuacion [8].

A=gegxCxl [8]

Donde:

A = Absorbancia medida a 610 nm
¢ = Coeficiente de extincion molar
C= Concentracion molar

| = Longitud de paso de luz a través de la muestra

Posteriormente, se realiz6 la transformacién de unidades de tal manera que las
unidades sean las correspondientes a las de actividad enzimatica (umol /min x g
rastrojo seco). Para ejemplificar la manera de realizar los calculos se elige la
absorbancia promedio de la cepa 202 en la primera corrida de fermentacién cuyo
valor al sexto dia es de 0,250. Se debe tomar en cuenta que el rastrojo de cada

corrida tiene su propio porcentaje de humedad como se indic6 en la Tabla 3.2.

o A 0,250 1136 E— 05 mol
T exl 22000M-'cm~'x1cm L mezcla de reaccién
1,136 E — 05 mol 1 L mezcla de reaccion 75 mL extracto

~ L mezcla de reaccién - 1000 mL mezcla de reaccién . 45 g rastrojo total

100 g rastrojo total 10 mL mezcla de reacciébn 10° umol

’ 69,89 g rastrojo seco * 0,5 mL de extracto "1 mol

1 5,41 E — 02pumol

* =
10 min de reaccion g rastrojo seco * min
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ANEXO X
RESULTADOS DEL ANALISIS DEL RASTROJO DE MAiZ

Se analizé el contenido de lignina y celulosa inicial del rastrojo de maiz (sin
fermentar), estos analisis también se llevaron a cabo para el rastrojo de maiz
fermentado después de la primera y segunda cosecha, tanto para la cepa 202

como para la cepa 896.

En la Figura AX.1 se indica el informe de resultados otorgado por el Laboratorio
de Pulpa y Papel del Departamento de Ciencia de los Alimentos y Biotecnologia
(DECAB) de la Escuela Politécnica Nacional, en donde se realizaron los analisis

correspondientes segun las normas indicadas en los Anexos I, llI, IV.



ESCUELA POLITECNICA NACIONAL

Q DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA (DECAB )
A : Campus Politécnico José Rubén Orellana Ricaurte

W Direc.; Pasaje Andalucia E12-A y Alfredo Mena Caamaiio , Telf.: 2507 138

Personas de Contacto: Dra. Irma Paredes. Telf : 2507 144 ext. 2490 e-mail: Ima paredes@epn edu.ec
Tiga. Elisabeth Venegas . Telf.: 2507 144 ext. 2272 . e-mail: elisabeth venegas@epn.edu.e¢

Quito- Ecuador

INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS O TRABAJO

ORDEN: DC-OTI 0003-2012

Cliente: PROYECTO TITULACION, Eliana Eras

IDENTIFICACION DE LA(S) MUESTRA(S) Y SERVICIO (S)

No. Muestra
muestra

Servicio/Analito
/En todas las muestras)

Laboratorio

| Rastrojo de maiz sin
fermentar

1 Rastrojo de maiz
fermentado 1*
cosecha PO202

1 Rastrojo de maiz
fermentado 1
cosecha PO896

| Rastrojo de maiz
fermentado 2™

celulosa
lignina

Humedad para analisis;
solubilidad alcohol- benceno:

Pulpay papel

cosecha PO202
] Rastrojo de maiz

fermentado 2"

cosecha PO896
RESULTADOS
Muestra Humedad(%) | Solubilidad alcohol- | Celulosa (%) | Lignina (%)

benceno (%)

Rastrojo sin ferm 7.94 11,30 41,52 20,24
P0O202 1" cosec 8,32 7.24 33,57 16,45
PO896 1 cosec 8,29 6,85 35.31 16,72
PO202 2™ cosec 9,14 7.27 32,25 1795\
PO896 2" cosec 8,71 6,24 33,17 18,62\
COMENTARIOS: \

PROFESIONAL RESPONSABLE
DEL ANALISIS O TRABAJO

P e

)(g Oswaldo Acufia G

Figura AX.1. Informe de los analisis realizados en el rastrojo de maiz por parte del

Laboratorio de Pulpa y Papel de la Escuela Politécnica Nacional
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ANEXO XI
RENDIMIENTOS BIOLOGICOS

En las Tablas AXl.1 y AXI.2 se indican los pesos de los hongos comestibles
obtenidos durante la primera y segunda cosecha de la primera corrida, asi como

el peso promedio de los hongos con su respectiva desviacion estandar.

Tabla AXI.1. Peso de los hongos comestibles obtenidos en la primera cosecha de la
primera corrida

N° Funda Peso Hongo (g) N° Funda Peso Hongo (g)
1 60,72 1 59,87
2 39,46 2 55,63
3 47,85 3 42,54
4 72,56 4 40,81
5 70,85 5 48,98
6 54,87 6 68,96
7 52,12 7 63,92
8 55,63 8 49,84
9 4327 9 25,91
10 34,19 10 49,63
11 42,98 11 49,88
12 44,55 12 59,91
13 61,94 13 40,06
14 75,41 14 42,09
15 73,49 15 49,90
16 55,87 16 69,87
17 44,31 17 56,88
18 23,59 18 40,55
19 30,84 19 50,99

20 33,98 20 50,70
21 59,64 21 74.52
22 46,84 22 75,86
23 53,87 Xto 53,06 + 12,17
24 37,96
X+to 50,70 =+ 13,83
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Donde:

X = Promedio del peso de los hongos

o = Desviacién estandar

Tabla AXI.2. Peso de los hongos comestibles obtenidos en la segunda cosecha de la
primera corrida

N° Funda Peso Hongo (g) N° Funda Peso Hongo (g)
1 15,10 1 30,24
2 30,50 2 28,97
3 22,34 3 19,46
4 22,98 4 30,87
5 19,87 5 27,93
6 21,61 6 21,23
7 22,93 7 21,98
8 30,82 8 29,86
9 19,54 9 29,71
10 19,89 10 19,87
11 30,55 11 21,64
12 23,10 12 18,71
13 31,98 13 19,22
14 21,39 14 22,67
15 23,87 15 28,54
16 23,96 16 21,13
17 19,84 17 19,80
18 20,63 X*o 2423 =+ 4,51
19 19,74
20 30,55

Xto 23,56 =+ 4,65

En las Tablas AXI.3 y AXIl.4 se indican los pesos de los hongos comestibles
obtenidos durante la primera y segunda cosecha de la segunda corrida, asi como

el peso promedio de los hongos con su respectiva desviacidén estandar.
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Tabla AXI.3. Peso de los hongos comestibles obtenidos en la primera cosecha de la
segunda corrida

N° Funda Peso Hongo (g) N° Funda Peso Hongo (g)

1 69,94 1 59,54

2 45,61 2 69,47

3 52,28 3 63,13

4 48,39 4 70,96

5 76,37 5 30,82

6 39,83 6 41,94

7 47,46 7 69,78

8 75,81 8 55,41
Xto 56,96 =+ 13,73 9 58,62
10 67,41

Xto 58,71 <+ 1247

Tabla AXI.4. Peso de los hongos comestibles obtenidos en la segunda cosecha de la
segunda corrida.

N° Funda Peso Hongo (g) N° Funda Peso Hongo (g)
1 30,56 1 31,07
2 13,98 2 24,75
3 29,87 3 20,94
4 25,69 4 27,88
X+o 25,03 + 6,64 Xto 26,16 + 3,75

En las Tablas AXL.5 y AXI|.6 se indican los pesos de los hongos comestibles

obtenidos durante la primera y segunda cosecha de la tercera corrida, asi como el

peso promedio de los hongos con su respectiva desviacidén estandar.
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Tabla AXI.S. Peso de los hongos comestibles obtenidos en la primera cosecha de la
tercera corrida

N° Funda Peso Hongo (g) N° Funda Peso Hongo (g)
1 62,94 1 69,87
2 55,61 2 59,71
3 52,28 3 63,52
4 58,39 4 60,96
5 75,87 5 60,21
6 48,92 6 61,84
7 42,69 7 56,35
8 74,15 8 78,87
9 75,98 9 63,58
10 70,85 10 47,95
11 43,51 11 70,23
12 37,74 12 69,81
13 73,59 13 37,55
14 50,88 14 71,26
15 75,41 15 76,71
16 70,96 16 30,63
17 68,67 17 47,65
18 74,82 18 75,22
19 38,65 19 68,11
20 72,74 20 67,82
21 55,22 21 73,97
22 67,84 22 69,66

X+o 61,26 = 12,96 Xto 62,79 =+ 12,14
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Tabla AXI.6. Peso de los hongos comestibles obtenidos en la segunda cosecha de la
tercera corrida

N° Funda Peso Hongo (g) N° Funda Peso Hongo (g)

1 25,56 1 26,84

2 23,98 2 31,56

3 19,45 3 25,74

4 18,72 4 25,61

5 30,93 5 24,53

6 31,54 6 21,78

7 24,90 7 25,87

8 22,81 8 22,56

9 32,39 9 30,51

10 27,81 10 29,65

11 30,29 Xto 26,47 + 3,08
12 30,85

13 24,51

14 25,87

15 27,12

16 20,44

17 19,33

18 18,94

X+o 2530 =+ 4,55
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ANEXO XII
RESULTADOS DE LA ABSORBANCIA MEDIDA EN EL ENSAYO
DE DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA

En las Tablas AXIl.1, AXII.2 y AXIl.3 se indican los valores de absorbancia a
diferentes tiempos en el ensayo de determinacion de la actividad celulolitica para

las tres corridas de fermentacion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896.

Tabla AXII.1. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de determinacién
de la actividad celulolitica para la primera corrida de fermentacion de los hongos Pleurotus

ostreatus 202 y 896

: Absorbancia Absorbancia promedio
bia 202-1 202-2

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
6 0,087 0,108 0,158 0,100 0,098 0,129
9 0,136 0,095 0,138 0,115 0,115 0,127
13 0,152 0,191 0,135 0,163 0,172 0,149
16 0,183 0,077 0,142 0,136 0,130 0,139
20 0,034 0,154 0,112 0,119 0,094 0,116
23 0,109 0,087 0,134 0,138 0,098 0,136
27 0,467 0,470 0,125 0,134 0,469 0,129
31 0,168 0,129 0,308 0,264 0,149 0,286
34 0,411 0,369 0,227 0,251 0,390 0,239
37 0,107 0,110 0,183 0,209 0,109 0,196
41 0,075 0,090 0,147 0,190 0,083 0,169
48 0,056 0,079 0,097 0,076 0,067 0,087
51 0,172 0,136 0,121 0,162 0,154 0,142
55 0,078 0,229 0,228 0,236 0,154 0,232
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Tabla AXII.2. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de determinacion
de la actividad celulolitica para la segunda corrida de fermentacion de los hongos

Pleurotus ostreatus 202 y 896

. Absorbancia Absorbancia promedio
P 202-1 202-2
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 0,046 0,074 0,033 0,038 0,060 0,035
22 0,307 0,321 0,314
25 0,480 0,462 0,471
28 0,102 0,144 0,148 0,142 0,123 0,145
31 0,392 0,356 0,377 0,254 0,374 0,316
34 0,116 0,112 0,175 0,163 0,114 0,169
48 0,088 0,091 0,089
52 0,104 0,405 0,255
55 0,074 0,089 0,082

Tabla AXII.3. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de determinacion
de la actividad celulolitica para la tercera corrida de fermentacion de los hongos Pleurotus

ostreatus 202 y 896

’ Absorbancia Absorbancia promedio
bia 202-1 202-2

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 0,127 0,033 0,106 0,091 0,080 0,099
6 0,152 0,118 0,124 0,116 0,135 0,120
10 0,065 0,173 0,144 0,183 0,119 0,163
13 0,149 0,188 0,223 0,213 0,168 0,218
17 0,061 0,115 0,187 0,175 0,088 0,181
20 0,247 0,064 0,182 0,207 0,155 0,194
24 0,641 0,423 0,105 0,235 0,532 0,170
28 0,091 0,090 0,342 0,305 0,090 0,324
31 0,457 0,407 0,212 0,194 0,432 0,203
34 0,158 0,085 0,152 0,134 0,121 0,143
38 0,132 0,240 0,103 0,117 0,186 0,110
41 0,191 0,151 0,098 0,083 0,171 0,091
45 0,155 0,230 0,109 0,101 0,192 0,105
48 0,063 0,133 0,152 0,202 0,098 0,177
52 0,066 0,040 0,278 0,250 0,053 0,264
55 0,239 0,288 0,153 0,159 0,263 0,156
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ANEXO XIII
RESULTADOS DE LA ABSORBANCIA MEDIDA EN EL ENSAYO
DE DETERMINACION DE LA LIGNINO PEROXIDASA

En las Tablas AXIIL.1, AXII.2 y AXIIl.3 se indican los valores de absorbancia a
diferentes tiempos en el ensayo de determinacién de la actividad lignino
peroxidasica para las tres corridas de fermentacion de los hongos Pleurotus
ostreatus 202 y 896.

Tabla AXIIIL.1. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de
determinacion de la actividad lignino peroxidasica para la primera corrida de fermentacion
de los hongos Pleurotus ostreatus 202 'y 896

’ Absorbancia Absorbancia promedio
Dl 202-1 202-2
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
6 0,003 0,002 0,010 0,007 0,003 0,009
9 0,055 0,058 0,033 0,000 0,056 0,016
13 0,108 0,106 0,015 0,043 0,107 0,029
16 0,014 0,017 0,002 0,059 0,015 0,030
20 0,018 0,022 0,021 0,015 0,020 0,018
23 0,024 0,019 0,016 0,027 0,022 0,021
27 0,007 -0,004 0,004 0,005 0,002 0,005
31 0,003 -0,002 0,001 0,000 0,001 0,001
34 -0,010 0,023 -0,001 0,002 0,006 0,001
37 0,002 -0,001 0,017 -0,003 0,001 0,007
41 0,017 0,025 0,017 0,020 0,021 0,019
48 0,003 -0,001 0,003 0,009 0,001 0,006
51 0,004 -0,002 0,000 0,000 0,001 0,000
55 0,001 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
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Tabla AXIIIL.2. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de
determinacion de la actividad lignino peroxidésica para la segunda corrida de fermentacion
de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

. Absorbancia Absorbancia promedio
P 202-1 202-2

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

3 0,001 0,005 0,009 0,005 0,003 0,007
22 0,020 0,022 0,021
25 0,018 0,009 0,014
28 0,001 0,000 0,012 0,003 0,001 0,008
31 0,000 0,006 0,000 0,000 0,003 0,000
34 0,008 0,000 0,013 -0,008 0,004 0,003
48 0,013 0,015 0,014
52 0,005 0,000 0,003
55 0,008 0,006 0,007

Tabla AXIII.3. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de
determinacion de la actividad lignino peroxidésica para la tercera corrida de fermentacion
de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

’ Absorbancia Absorbancia promedio
bia 202-1 202-2
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 -0,001 0,006 0,002 0,004 0,003 0,003
6 0,090 0,014 0,013 0,008 0,052 0,010
10 0,124 0,130 0,014 0,007 0,127 0,011
13 0,114 0,131 0,060 0,003 0,122 0,032
17 0,015 0,180 0,030 0,013 0,097 0,022
20 0,063 0,071 0,016 0,016 0,067 0,016
24 0,010 0,014 0,012 0,007 0,012 0,009
28 0,001 0,008 0,004 0,008 0,005 0,006
31 0,003 -0,002 0,003 0,005 0,001 0,004
34 0,012 0,002 0,003 0,000 0,007 0,002
38 0,002 0,014 -0,001 0,002 0,008 0,001
41 0,062 0,023 0,005 0,009 0,042 0,007
45 -0,003 0,005 0,019 0,025 0,001 0,022
48 0,000 0,002 0,011 0,017 0,001 0,014
52 0,007 -0,002 0,000 0,002 0,003 0,001
55 0,001 0,001 0,006 0,025 0,001 0,016
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RESULTADOS DE LA ABSORBANCIA MEDIDA EN EL ENSAYO
DE DETERMINACION DE LA MANGANESO PEROXIDASA

En las Tablas AXIV.1, AXIV.2 y AXIV.3 se indican los valores de absorbancia a

diferentes tiempos en el ensayo de determinacion de la actividad manganeso

peroxidasica para las tres corridas de fermentacion de los hongos Pleurotus
ostreatus 202 y 896.

Tabla AXIV.1. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de
determinacion de la actividad manganeso peroxidasica para la primera corrida de
fermentacion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

’ Absorbancia Absorbancia promedio
Dl 202-1 202-2

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
6 0,264 0,235 0,358 0,327 0,250 0,343
9 0,302 0,256 0,301 0,299 0,279 0,300
13 0,330 0,371 0,344 0,359 0,351 0,352
16 0,316 0,284 0,310 0,312 0,300 0,311
20 0,002 0,005 0,360 0,355 0,004 0,358
23 -0,016 0,019 0,365 0,341 0,002 0,353
27 0,001 0,003 0,007 -0,005 0,002 0,001
31 0,231 0,228 0,003 0,003 0,230 0,003
34 -0,002 0,004 0,032 0,038 0,001 0,035
37 0,025 0,031 0,305 0,296 0,028 0,301
41 0,029 0,025 0,278 0,312 0,027 0,295
48 0,129 0,032 0,167 0,153 0,080 0,160
51 0,000 0,002 0,159 0,003 0,001 0,081
55 0,127 -0,125 -0,020 0,053 0,001 0,017




Tabla AXIV.2. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de

determinacion de la actividad manganeso peroxidésica para la segunda corrida de
fermentacion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896
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Absorbancia

Absorbancia promedio

Dia
202-1 202-2

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

3 0,168 0,173 0,207 0,037 0,171 0,122
22 0,006 0,004 0,005

25 0,023 0,032 0,027
28 0,211 0,206 0,055 0,022 0,209 0,038
31 0,008 0,058 0,003 -0,001 0,033 0,001
34 0,057 0,049 0,023 0,027 0,053 0,025
48 0,211 0,197 0,204
52 0,024 0,004 0,014
55 0,020 0,029 0,025

Tabla AXIV.3. Valores de absorbancia a diferentes tiempos en el ensayo de

determinacion de la actividad manganeso peroxidésica para la tercera corrida de
fermentacion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

’ Absorbancia Absorbancia promedio
bia 202-1 202-2

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 0,220 0,203 0,198 0,203 0,212 0,201
6 0,261 0,240 0,203 0,177 0,251 0,190
10 0,405 0,380 0,298 0,262 0,393 0,280
13 0,386 0,341 0,326 0,320 0,363 0,323
17 0,375 0,329 0,375 0,356 0,352 0,366
20 0,168 0,174 0,361 0,356 0,171 0,359
24 0,047 0,013 -0,003 0,005 0,030 0,001
28 0,296 0,270 0,000 0,001 0,283 0,001
31 0,049 0,045 0,002 -0,001 0,047 0,001
34 0,074 0,082 0,039 0,083 0,078 0,061
38 0,106 0,115 0,478 0,020 0,110 0,249
41 0,118 0,121 0,308 0,299 0,119 0,304
45 0,132 0,124 0,315 0,307 0,128 0,311
48 0,213 0,209 0,368 0,343 0,211 0,356
52 0,000 0,001 0,001 0,034 0,001 0,018
55 0,050 0,067 -0,003 0,124 0,059 0,061
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ANEXO XV
RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA

En las Tablas AXV.1, AXV.2 y AXV.3 se indican los valores de actividad
celulolitica a diferentes tiempos para las tres corridas de fermentacion de los

hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896.

Tabla AXV.1. Valores de actividad celulolitica a diferentes tiempos para la primera
corrida de fermentacidn de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

’ UI (pmol /min x g rastrojo seco) UI promedio
b 202-1 202-2 896-1 896-2 202 896
0 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
6 0,131 0,162 0,236 0,149 0,146 0,193
9 0,203 0,142 0,206 0,172 0,173 0,189
13 0,227 0,285 0,202 0,243 0,256 0,223
16 0,272 0,115 0,212 0,203 0,194 0,208
20 0,052 0,230 0,168 0,178 0,141 0,173
23 0,163 0,131 0,200 0,206 0,147 0,203
27 0,693 0,697 0,187 0,200 0,695 0,194
31 0,251 0,193 0,458 0,393 0,222 0,425
34 0,610 0,548 0,338 0,373 0,579 0,356
37 0,160 0,165 0,273 0,311 0,163 0,292
41 0,113 0,135 0,220 0,283 0,124 0,251
48 0,085 0,118 0,146 0,115 0,102 0,130
51 0,256 0,203 0,181 0,242 0,229 0,211
55 0,117 0,341 0,339 0,351 0,229 0,345
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Tabla AXV.2. Valores de actividad celulolitica a diferentes tiempos para la segunda
corrida de fermentacion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

: UI (nmol /min x g rastrojo seco) UI promedio
bia 202-1 202-2 896-1 896-2 202 896
0 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
3 0,071 0,114 0,051 0,059 0,093 0,055
22 0,465 0,486 0,475
25 0,725 0,698 0,712
28 0,156 0,219 0,225 0,216 0,187 0,221
31 0,593 0,538 0,570 0,385 0,565 0,477
34 0,177 0,171 0,266 0,248 0,174 0,257
48 0,135 0,138 0,137
52 0,159 0,612 0,385
55 0,114 0,136 0,125

Tabla AXV.3. Valores de actividad celulolitica a diferentes tiempos para la tercera corrida
de fermentacién de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

: UI (pmol /min x g rastrojo seco) UI promedio
bia 202-1 202-2 896-1 896-2 202 896
0 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
3 0,188 0,050 0,158 0,136 0,119 0,147
6 0,226 0,176 0,184 0,172 0,201 0,178
10 0,098 0,256 0,213 0,271 0,177 0,242
13 0,221 0,278 0,331 0,316 0,249 0,323
17 0,091 0,171 0,278 0,260 0,131 0,269
20 0,366 0,096 0,270 0,307 0,231 0,288
24 0,945 0,624 0,157 0,347 0,785 0,252
28 0,135 0,135 0,506 0,451 0,135 0,478
31 0,675 0,601 0,314 0,288 0,638 0,301
34 0,235 0,126 0,226 0,199 0,181 0,213
38 0,196 0,355 0,154 0,174 0,276 0,164
41 0,284 0,224 0,146 0,124 0,254 0,135
45 0,230 0,341 0,163 0,151 0,285 0,157
48 0,095 0,197 0,226 0,299 0,146 0,263
52 0,099 0,060 0,411 0,370 0,080 0,391
55 0,353 0,426 0,227 0,236 0,390 0,232
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ANEXO XVI
RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD LIGNINO PEROXIDASICA

En las Tablas AXVI.1, AXVI.2 y AXVI.3 se indican los valores de actividad lignino
peroxidasica a diferentes tiempos para las tres corridas de fermentaciéon de los

hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896.

Tabla AXVI.1. Valores de actividad lignino peroxidasica a diferentes tiempos para la
primera corrida de fermentacidn de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

: UI (pmol /min x g rastrojo seco) UI promedio
bia 202-1 202-2 896-1 896-2 202 896
0 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
6 2,56E-04 1,71E-04 8,55E-04 5,98E-04 2,14E-04 7,27E-04
9 4,70E-03 4,91E-03 2,78E-03 9,49E-18 4,81E-03 1,39E-03
13 9,23E-03 9,06E-03 1,24E-03 3,68E-03 9,15E-03 2,46E-03
16 1,20E-03 1,41E-03 1,28E-04 5,04E-03 1,30E-03 2,59E-03
20 1,54E-03 1,88E-03 1,75E-03 1,28E-03 1,71E-03 1,52E-03
23 2,05E-03 1,62E-03 1,37E-03 2,27E-03 1,84E-03 1,82E-03
27 5,98E-04 -3,42E-04 3,42E-04 4,27E-04 1,28E-04 3,85E-04
31 2,56E-04 -1,71E-04 8,55E-05 0,00E+00 4,27E-05 4,27E-05
34 -8,55E-04 1,92E-03 -8,55E-05 1,71E-04 5,34E-04 4,27E-05
37 1,71E-04 -8,55E-05 1,41E-03 -2,56E-04 4,27E-05 5,77E-04
41 1,45E-03 2,14E-03 1,45E-03 1,71E-03 1,79E-03 1,58E-03
48 2,56E-04 -8,55E-05 2,56E-04 7,27E-04 8,55E-05 4,91E-04
51 3,42E-04 -1,71E-04 0,00E+00 0,00E+00 8,55E-05 0,00E+00
55 8,55E-05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 4,27E-05 0,00E+00




125

Tabla AXVI.2. Valores de actividad lignino peroxidésica a diferentes tiempos para la
segunda corrida de fermentacion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

: UI (nmol /min x g rastrojo seco) UI promedio
bia 202-1 202-2 896-1 896-2 202 896

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

3 8,70E-05 4,35E-04 7,83E-04 4,35E-04 2,61E-04 6,09E-04
22 1,78E-03 1,90E-03 1,84E-03
25 1,57E-03 7,83E-04 1,17E-03
28 8,70E-05 0,00E+00 1,07E-03 2,61E-04 4,35E-05 6,66E-04
31 0,00E+00 5,22E-04 0,00E+00 0,00E+00 2,61E-04 0,00E+00
34 6,96E-04 0,00E+00 1,13E-03 -6,96E-04 3,48E-04 2,18E-04
48 1,13E-03 1,31E-03 1,22E-03
52 4,35E-04 0,00E+00 2,18E-04
55 6,96E-04 5,22E-04 6,09E-04

Tabla AXVI.3. Valores de actividad lignino peroxidasica a diferentes tiempos para la
tercera corrida de fermentacion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

: UI (pmol /min x g rastrojo seco) UI promedio
bia 202-1 202-2 896-1 896-2 202 896
0 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
3 -8,51E-05 5,10E-04 1,70E-04 3,40E-04 2,13E-04 2,55E-04
6 7,66E-03 1,15E-03 1,06E-03 6,80E-04 4,40E-03 8,72E-04
10 1,05E-02 1,10E-02 1,15E-03 6,38E-04 1,08E-02 8,93E-04
13 9,65E-03 1,11E-02 5,10E-03 2,55E-04 1,04E-02 2,68E-03
17 1,28E-03 1,53E-02 2,59E-03 1,11E-03 8,29E-03 1,85E-03
20 5,38E-03 6,02E-03 1,38E-03 1,34E-03 5,70E-03 1,36E-03
24 8,76E-04 1,20E-03 9,78E-04 5,95E-04 1,04E-03 7,87E-04
28 8,51E-05 6,80E-04 3,40E-04 6,80E-04 3,83E-04 5,10E-04
31 2,55E-04 -1,70E-04 2,55E-04 4,25E-04 4,25E-05 3,40E-04
34 1,04E-03 1,30E-04 2,55E-04 0,00E+00 5,84E-04 1,28E-04
38 1,70E-04 1,19E-03 -8,51E-05 1,70E-04 6,80E-04 4,25E-05
41 5,23E-03 1,91E-03 4,25E-04 7,66E-04 3,57E-03 5,95E-04
45 -2,55E-04 4,25E-04 1,62E-03 2,08E-03 8,51E-05 1,85E-03
48 0,00E+00 1,70E-04 9,36E-04 1,40E-03 8,51E-05 1,17E-03
52 5,95E-04 -1,70E-04 0,00E-+00 1,70E-04 2,13E-04 8,51E-05
55 8,51E-05 8,51E-05 5,10E-04 2,13E-03 8,51E-05 1,32E-03
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RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD MANGANESO PEROXIDASICA
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En las Tablas AXVIL.1, AXVIL.2 y AXVIL.3 se indican los valores de actividad

manganeso peroxidasica a diferentes tiempos para

fermentacion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896.

las tres corridas de

Tabla AXVII.1. Valores de actividad manganeso peroxidasica a diferentes tiempos para la
primera corrida de fermentacién de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

’ UI (pmol /min x g rastrojo seco) UI promedio

bia 202-1 202-2 896-1 896-2 202 896

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

6 5,72E-02 5,09E-02 7,77E-02 7,09E-02 5,41E-02 7,43E-02

9 6,55E-02 5,56E-02 6,53E-02 6,48E-02 6,05E-02 6,50E-02
13 6,85E-02 6,16E-02 7,80E-02 7,70E-02 7,60E-02 7,62E-02
16 7,15E-02 8,05E-02 7,91E-02 7,40E-02 6,50E-02 6,74E-02
20 4,34E-04 1,08E-03 6,71E-02 6,77E-02 7,59E-04 7,75E-02
23 -3,36E-03 4,01E-03 7,46E-02 7,78E-02 3,25E-04 7,65E-02
27 2,17E-04 6,50E-04 1,52E-03 -1,08E-03 4,34E-04 2,17E-04
31 5,01E-02 4,94E-02 6,50E-04 6,50E-04 4,98E-02 6,50E-04
34 -4,34E-04 8,67E-04 6,94E-03 8,24E-03 2,17E-04 7,59E-03
37 5,42E-03 6,72E-03 6,61E-02 6,42E-02 6,07E-03 6,51E-02
41 6,29E-03 5,42E-03 6,03E-02 6,76E-02 5,85E-03 6,40E-02
48 2,79E-02 6,94E-03 3,62E-02 3,32E-02 1,74E-02 3,47E-02
51 0,00E+00 4,34E-04 3,44E-02 5,42E-04 2,17E-04 1,75E-02
55 2,75E-02 -2,70E-02 -4,23E-03 1,14E-02 2,71E-04 3,58E-03
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Tabla AXVIL.2. Valores de actividad manganeso peroxidasica a diferentes tiempos para la
segunda corrida de fermentacion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

: UI (nmol /min x g rastrojo seco) UI promedio
bia 202-1 202-2 896-1 896-2 202 896

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

3 3,71E-02 3,82E-02 4,56E-02 8,06E-03 3,76E-02 2,68E-02
22 1,32E-03 8,83E-04 1,10E-03
25 5,08E-03 6,95E-03 6,02E-03
28 4,66E-02 4,55E-02 1,21E-02 4,75E-03 4,60E-02 8,44E-03
31 1,66E-03 1,28E-02 6,62E-04 -2,21E-04 7,23E-03 2,21E-04
34 1,26E-02 1,08E-02 5,08E-03 5,96E-03 1,17E-02 5,52E-03
48 4,66E-02 4,35E-02 4,50E-02
52 5,30E-03 7,73E-04 3,04E-03
55 4,41E-03 6,40E-03 5,41E-03

Tabla AXVIL3. Valores de actividad manganeso peroxidasica a diferentes tiempos para la
tercera corrida de fermentacion de los hongos Pleurotus ostreatus 202 y 896

: UI (pmol /min x g rastrojo seco) UI promedio

bia 202-1 202-2 896-1 896-2 202 896

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

3 4,75E-02 4,38E-02 4,27E-02 4,38E-02 4,56E-02 4,33E-02

6 5,64E-02 5,18E-02 4,39E-02 3,83E-02 5,41E-02 4,11E-02
10 8,08E-02 7,09E-02 6,44E-02 5,64E-02 8,47E-02 6,04E-02
13 8,32E-02 7,36E-02 7,02E-02 6,90E-02 7,84E-02 6,96E-02
17 8,74E-02 8,20E-02 8,09E-02 7,68E-02 7,58E-02 7,89E-02
20 3,62E-02 3,76E-02 7,79E-02 7,68E-02 3,69E-02 7,74E-02
24 1,01E-02 2,80E-03 -6,47E-04 1,08E-03 6,47E-03 2,16E-04
28 6,39E-02 5,82E-02 0,00E+00 2,16E-04 6,11E-02 1,08E-04
31 1,06E-02 9,71E-03 4,31E-04 -2,16E-04 1,01E-02 1,08E-04
34 1,60E-02 1,77E-02 8,41E-03 1,78E-02 1,68E-02 1,31E-02
38 2,29E-02 2,47E-02 1,03E-01 4,21E-03 2,38E-02 5,37E-02
41 2,55E-02 2,61E-02 6,64E-02 6,45E-02 2,58E-02 6,55E-02
45 2,85E-02 2,68E-02 6,79E-02 6,62E-02 2,76E-02 6,71E-02
48 4,60E-02 4,51E-02 7,94E-02 7,40E-02 4,55E-02 7,67E-02
52 0,00E+00 2,16E-04 3,24E-04 7,34E-03 1,08E-04 3,83E-03
55 1,08E-02 1,45E-02 -5,39E-04 2,68E-02 1,26E-02 1,31E-02




