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GLOSARIO

Basidiomiceto: Clase de hongos que producen cuerpos fructiferos (Espasa-
Calve S.A, 2005).

Cuerpos fructiferos: Estructura reproductora del hongo, cuya funcidn es
dispersar las esporas. En el caso de hongos comestibles, el cuerpo fructifero es lo

que un individuo ingiere (Inbio, 2009, p. 1).

Enzimas Exocelulares: catalizadores organicos que ejercen sus funciones fuera

de la célula que las produjo (Verdu, 1987, p.100).

Esporas: Pequefa unidad de reproduccion, puede ser unicelular o pluricelular,
asexual o sexual, cuyas funciones son comparables con las de una semilla (Inbio,
2009, p. 1).

Hifa: Filamento tubular que representa la unidad estructural de ciertos hongos
(Inbio, 2009, p. 1).

Micelio: Estructura algodonosa y compacta, generalmente de color blanco
formado por el conjunto de hifas que se han desarrollado sobre un sustrato
(Lépez, 2007, p.5).

Primordio: Estado rudimentario de un 6rgano que empieza a formarse (Inbio,
2009, p. 1).

Saprofitos: Plantas o microorganismos que se alimentan de materias organicas

en descomposicion (Espasa-Calve S.A, 2005).

Sitio activo: Lugar de la molécula de enzima donde se fija el sustrato (Espasa-
Calve S.A, 2005).
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RESUMEN

El presente trabajo fue orientado a determinar el perfil de generacion de
actividades enzimaticas celulolitica, lignino peroxidasica y manganeso
peroxidasica en los extractos obtenidos durante la fermentacién en aserrin tropical
del hongo Lentinus edodes; asi como, a la determinacion de los periodos de
mayor generacion de cada una de las actividades enzimaticas ya especificadas.
Otro de los propdésitos de este trabajo fue analizar la estabilidad de los extractos

enzimaticos a tres temperaturas de almacenamiento.

Se utiliz6 el hongo Lentinus edodes y se hizo crecer en aserrin. Durante todo el
periodo de fermentacion del hongo en el aserrin, se determinaron las actividades
enzimaticas de los extractos mediante métodos espectrofotométricos. Se
realizaron tres corridas de fermentacion de los hongos Lentinus edodes en aserrin
tropical. La actividad celulolitica fue determinada por el método del reactivo DNS,
la actividad lignino peroxidasica se determind por el método de oxidacion del
alcohol veratrilico y por ultimo la actividad manganeso peroxidasica se determin6
por el método del rojo fenol. Con base en los resultados obtenidos de actividad
enzimatica durante las fases de crecimiento del hongo, se determinaron los

periodos de mayor generacion de actividad enzimatica.

Los extractos presentaron mayor actividad enzimatica celulolitica, que lignino
peroxidasica y manganeso peroxidasica. La actividad enzimatica celulolitica
presentd un valor maximo de 0,666 Ul en la tercera corrida en el dia de primera
cosecha (dia 56). La actividad lignino peroxidasica present6 una tendencia con
valores cercanos a cero durante el tiempo de fermentacién de las tres corridas. La
actividad manganeso peroxidasica presentd picos de produccion enzimatica en

los periodos de induccion, el maximo valor alcanzado fue de 8,08 x 1072 UL.

Se analizo el contenido de lignina, celulosa, humedad, ceras, grasas y resinas del
aserrin de maderas tropicales original y del aserrin fermentado después de las
cosechas del hongo y se evidencié una disminucién y/o variacion del contenido de

estas sustancias de acuerdo al tiempo de fermentacién del aserrin.
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De los extractos con mayor actividad celulolitica y manganeso peroxidasica se
realiz6 el analisis de estabilidad de la actividad enzimatica. Se almacenaron los
extractos a 3 temperaturas: ambiente promedio de (15,5 °C),a3 °Cya-14 °C. A
- 14 °C para la actividad celulolitica en los extractos se tuvo un tsp de 71,5 dias.
Para la actividad manganeso peroxidasica la mejor temperatura de

almacenamiento fue a - 14 °C y a esta temperatura se obtuvo un tso de 36,7 dias.
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INTRODUCCION

Los hongos de podredumbre blanca son aquellos que crecen en sustratos
lignocelulésicos como la madera y la paja, y secretan una mezcla de enzimas
hidroliticas y oxidativas que despolimerizan los componentes de sustratos
celulésicos. La bioconversion de desechos agroindustriales lignocelulésicos
mediante el cultivo de hongos ofrece la posibilidad de convertir estos desechos en
alimentos ricos en proteinas aceptables para otros organismos, lo que reduce el
impacto ambiental de los residuos (Morais, Ramos, Matos y Santos, 2000, p.
125).

Uno de los principales papeles de los hongos en los ecosistemas es el de
descomposicion, que es efectuado por los micelios. Estos segregan enzimas
extracelulares y acidos que sirven para degradar la lignina y la celulosa, los dos
componentes principales de la pared celular de las células de plantas. La
estructura quimica de la lignina y la celulosa son muy similares a las de muchos
contaminantes actuales. Lo fundamental en la microrremediaciéon es identificar la
cepa de hongos mas apropiada para tratar cada tipo especifico de contaminante
(Lynd, Weimer, Zyl y Pretorius, 2002, p. 521).

Debido a la capacidad del Lentinus edodes de degradar componentes de la
madera como la lignina, que es dificil de romper en la naturaleza, se han
desarrollado estudios sobre este hongo, como un organismo de biorremediacion
de contaminantes recalcitrantes y como un agente biolégico para la obtencion de

enzimas celuloliticas (Couto y Herrera, 2006, p. 505).

El uso de microorganismos para remediar ambientes dafiados, no es la Unica
aplicacion biotecnoldégica para ellos. La obtencion de metabolitos vy
especificamente de enzimas tiene un interés preponderante en muchas industrias.
Por ejemplo, las celulasas se emplean en la industria de alimentos para mejorar
procesos de despulpado, en la industria textil se emplea en los detergentes para
degradar las microfibrillas y dar una superficie suave a una prenda textil, y para

tratar las telas de jean y dar una apariencia de destefido (Abadulla, Tzanov,
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Costa, Robra, Cavaco-Paulo, y Gubitz, 2000, p. 3359; Riu, Schénsee, y Barcelo,
1998, p. 658). Asimismo, se emplean enzimas celuloliticas para degradar
materiales y desechos lignoceluldsicos para la produccion de biocombustibles
(Gaitan y Pérez, 2008, p. 10).

Las tendencias actuales de produccién mundial, estan encaminadas a ser mas
amigables con el ambiente. El desarrollo de tecnologias limpias, que aprovechen
al maximo los beneficios de los productos principales y de los subproductos es el
reto que todas las industrias y procesos productivos tienen que enfrentar. Los
procesos biotecnologicos no se quedan fuera de este contexto. Por esta razoén, el
estudio del aprovechamiento de todos los beneficios del cultivo de hongos cobra
importancia. La obtenciéon de hongos comestibles no solamente es una alternativa
de uso de desechos agroindustriales que da como beneficios un producto
alimenticio, el hongo, y un sustrato degradado que puede emplearse como abono;
adicionalmente, el recuperar las enzimas generadas por los hongos durante el
proceso fermentativo resultaria en un beneficio adicional del cultivo de hongos, al

tener un producto de alto valor agregado.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. GENERALIDADES DEL Lentinus edodes

1.1.1. GENERALIDADES

El hongo Lentinus edodes es un basidiomiceto que pertenece a la familia
Tricholomataceae y es originario de Asia. Son hongos saprofitos de pudricion

blanca, que degradan sustratos lefiosos (Chen, 2005, p. 1).

El hongo Lentinus edodes es comunmente llamado por su nombre japonés
Shiitake y este proviene de la palabra shii, que es el nombre de un arbol asiatico y

take, que es la palabra japonesa para referirse a los hongos (Davis, 2008, p. 1).

Los hongos Lentinus edodes crecen en climas templados de forma individual o en
racimos sobre maderas duras en descomposicion (Chen, 2005, p. 2). El cultivo de
hongos Lentinus edodes en ambientes naturales comenz6é en China hace
aproximadamente mil afos y desde entonces se ha investigado mas
profundamente como cultivar mejor los hongos comestibles en ambientes
artificiales (Chang y Miles, 1989, p. 202).

El Lentinus edodes ocupa el segundo lugar del total de la produccién mundial de
hongos, el primero lo ocupa el champifién. Entre 1946 y 1986 se dio el mayor
incremento en la produccion de Lentinus edodes, en 1946 se tuvo una produccion
de 10 000 Tm y en 1986 de 30 000 Tm (Chang, 1987, p. 118; Singer, 1961, p.
137).

El cultivo de hongos comestibles Lentinus edodes se ha incrementado en los
ultimos afos, debido al conocimiento acerca de sus propiedades para mantener
una buena salud y de los beneficios medicinales que presenta (Yamanaka y
Kasuji, 1997, p. 331). América Latina presenta un continuo incremento en la

produccion de hongos, en el 2002 en América del sur se produjo



aproximadamente 94% del shiitake producido en América Latina, estos datos se
muestran en la Tabla 1.1 (Lahman y Rinker, 2004, p. 683).

Tabla 1.1. Produccion anual estimada de champifién (4garicus) y shiitake en América

Latina en el 2002

Champifion (ton) Shiitake (ton)

América del Sur

Argentina 1500 8
Bolivia 10 2
Brasil 6 885 800
Chile 4 872 0
Colombia 6312 3,6
Ecuador 625 0
Peru 750 0
Venezuela 1320 0
Subtotal 22274 813,6

América Central

Costa Rica 90 3

Guatemala 80 30

Subtotal 170 33
América del Norte

México 37 230 30

Total 59 674 876,6

(Lahman y Rinker, 2004, p. 683)

Debido al incremento en la produccién del hongo comestible Lentinus edodes, se
han presentado nuevos retos en su produccion y cultivo, siendo el principal reto la
reduccién del precio en el mercado, para lo cual se debe optimizar el proceso con
la disminuciéon de los tiempos entre cosechas, la reduccion de costos de

produccion y el incremento de la eficiencia biolégica (Royse, 2001, p. 6).



1.1.2. CONDICIONES DE CULTIVO

El crecimiento del Lentinus edodes esta influenciado por ciertas condiciones del
ambiente en el cual se desarrollara como: la temperatura, la humedad tanto del
ambiente como del sustrato, el pH, las concentraciones de CO;, y Oy, y la luz.
Ademas, los hongos al no tener piel se ven afectados cuando se modifican las
condiciones de crecimiento. Las condiciones 6ptimas de crecimiento sobre todo
de temperatura, cambian de acuerdo con la etapa de crecimiento en la que se
encuentre el hongo. Para asegurar el buen desarrollo de los hongos es necesario
definir las variables antes mencionadas (Chang y Miles, 1984, p. 360; Silva, Fritz,
Cubillos y Diaz, 2010, p. 9). En la Figura 1.1 se observa cuerpos fructiferos de

hongos shiitake cultivados en ladrillos de aserrin.

Figura 1.1. Shiitake fructificado en ladrillos moldeados de aserrin

(Fan et al, 2005, p. 192)



1.1.2.1. Sustrato

Algunos requerimientos para el cultivo de Lentinus edodes son carbohidratos,
nitrbgeno y una pequefia cantidad de minerales y vitaminas, estos requerimientos
deben ser provistos por la sustancia organica que se escoja como sustrato para el
crecimiento del Lentinus edodes. El sustrato puede ser aserrin, bagazo de cafia
de azucar, tallos de maiz, cascarilla de algodén, mazorcas de maiz y tallos de
frijoles. Al sustrato principal es importante afiadirle una fuente de nitrégeno como
la urea y una fuente de minerales como el carbonato de calcio, en porcentaje del
20% y 1% respectivamente (Fan, L., Pan, H., y Wu, Y, 2005, p. 193).

En Asia, una de las formas mas comunes de cultivar el Lentinus edodes es en
troncos de maderas duras. El aserrin de madera dura es el sustrato base mas
popularmente utilizado en el mundo para formular sustratos sintéticos (Smith,
1997, p. 5). El cultivo de Lentinus edodes a gran escala, se realiza en sustratos
artificiales compuestos de cualquier aserrin o residuo agricola disponible
localmente (Chen, Arrold y Stamets, 2000, p. 773).

El Lentinus edodes puede crecer en diferentes tipos de maderas como son: cedro,
pino, ciprés, aliso, laurel, nogal, balsa, sauce, entre otros. De acuerdo a la
disponibilidad del tipo de madera, se debera formular el sustrato. Para favorecer
el crecimiento homogéneo de los hongos, se debe dar una densidad determinada
al sustrato, la cual facilite el intercambio de gases con el medio ambiente (Silva.et
al, 2010, p. 17).

1.1.2.2. Temperatura

Los hongos Lentinus edodes son organismos mesofilos que pueden crecer a
temperaturas entre 10 a 40 °C. La temperatura éptima esta alrededor de 23 °C;
sin embargo varia segun la especie y etapa de crecimiento en la que se encuentre
el hongo (Zadrazil y Kutman, 1982, p. 283).



1.1.2.3. Humedad relativa

Es importante mantener una humedad relativa 6ptima del aire, la mas adecuada
para el desarrollo de los hongos se encuentra entre 50% y 85%, las mas bajas se
recomiendan para la etapa de crecimiento del micelio y las mas altas para la
etapa de fructificacion (Chen, 2005, p. 8; Zadrazil y Kutman, 1982, p. 284).

1.1.2.4. Concentracion de CO,y O,

Es indispensable proveer oxigeno a los hongos Lentinus edodes, pues son
microorganismos aerobios. Es necesaria la alimentacion de aire fresco en
especial durante la etapa de fructificacion, pues concentraciones mayores al 1%
de CO; inhiben el aparecimiento de los cuerpos fructiferos (Kozak y Krawczyk,
1989, p. 17).

1.1.2.5. Luz

La luz es una fuente de energia para los hongos, para el desarrollo del micelio se
recomienda aplicar luz difusa débil. Una mayor intensidad Iluminosa es
indispensable para iniciar la fructificacion. Durante el periodo de fructificacion se
alternan los periodos de luz con oscuridad. La luz también ayuda a desarrollar el
color caracteristico de estos hongos (Chen, 2005, p. 8; Silva et al, 2010, p. 26).

1.1.2.6. pH

Los hongos crecen mejor en medios acidos, pues degradan mas rapidamente los
sustratos. Sin embargo; los hongos pueden crecer en un amplio rango de pH que
va de 3 a 7, el rango Optimo esta entre 4,5y 5,5 (Kozak y Krawczyk, 1989, p. 15;
Silva et al, 2010, p. 27).



1.1.3. TECNICAS DE CULTIVO

El Lentinus edodes se cultiva de forma natural en ambientes abiertos y de forma
artificial en ambientes creados. Los rendimientos son mayores cuando se cultiva
los hongos en ambientes creados, ya que se puede tener cosechas durante todo
el ano, mientras que en los habitats naturales las cosechas solo se presentan en
primavera y otofio debido a las temperaturas bajas de estas estaciones (lkegaya,
1997, p. 338).

1.1.3.1. Cultivo en sustratos naturales

El cultivo de Lentinus edodes en sustratos naturales se realiza en troncos y ramas
de varias especies de arboles. Los troncos por lo general no reciben tratamientos
previos de esterilizacion pues su corteza sirve como barrera fisica y quimica
contra posibles hongos contaminantes (Silva et al, 2010, p. 17). Los troncos se
cortan generalmente en el invierno, porque en esta época tienen mayor contenido

de azucares.

Los troncos se colocan horizontalmente durante la etapa de crecimiento del
micelio, que puede tardar de 6 meses a 2 afios. Cuando esta etapa ha finalizado,
la fructificacion se induce al colocar los troncos de forma vertical y poniéndolos en

contacto con agua (Zadrazil y Kutman, 1982, p. 281).

1.1.3.2. Cultivo en sustratos artificiales

El cultivo artificial del Lentinus edodes se realiza de diferentes maneras entre las
cuales se tiene, el cultivo sobre camas o fundas de aserrin, el cultivo en bloques
de aserrin de 5 y 6 kg de peso, y en placas de sustrato de aserrin de 15 kg
(Lépez, Valencia y Chang, 2004, p. 309).



La mayoria de productores de hongos de Lentinus edodes cultivan a los hongos
en fundas de un peso que va desde 1 kg hasta 6 kg. Para este tipo de cultivos se
escoge el aserrin que esté disponible en la region y que sea econdmicamente
rentable, se afiaden aditivos como carbonato de calcio y fungicidas en bajas
concentraciones, de tal manera que se provea al hongo de los nutrientes
necesarios para su crecimiento y se eviten contaminaciones (Royse, 2001, p. 6;
Silva et al, 2010, p. 30).

Para realizar el cultivo en fundas se debe esterilizar el material que se va a utilizar
como sustrato, luego de este proceso se verifican las condiciones de humedad y
se inocula el microorganismo en fundas plasticas, se realiza la siembra en capas
de sustrato e in6culo, hasta llegar al peso deseado. Las fundas se cierran y se
trasladan a las camaras oscuras, hasta que el micelio poble todo el sustrato, se
remueve la proteccidén y se sumergen en agua. Para que se dé la fructificacion se
les expone a la luz, bajo estas condiciones permanecen hasta la cosecha (Chen,
2005, p. 10; Royse, 2001, p. 7).

1.1.4. ETAPAS DE CULTIVO

El Lentinus edodes empieza su vida como una red invisible de hilos, que
degradan el tejido muerto de varias maderas duras como el roble (Bursera
Ssimaruba), el haya (Fagus sylvatica), el castafio (Castanea sativa), o el arbol shii
(Castanopsis sieboldii), el micelio digiere la madera y forma los hongos, los cuales
llegada su etapa de madurez producen esporas y estas son arrastradas por el
viento y se depositan sobre la corteza de los arboles. Asi se da inicio a un nuevo

ciclo de vida del Lentinus edodes (Royse, 2001, p. 8).

1.1.4.1. Obtencion de la semilla

El micelio al estar constituido por hifas, lineas de interconexién individual, es muy

fragil (Komatsu y Tokimoto, 1982, p. 107).La semilla es el vehiculo de transporte



del micelio desde el medio de cultivo “in vitro” hasta el sustrato definitivo donde
crecera el hongo. La conservacion de la cepa se realiza en tubos y cajas petri con
agar. Existen varios medios para reproducir la semilla, se puede pasar el micelio
que se encuentra en agar a frascos de aserrin, frascos de trigo o medio liquido
(Garcia, 2003, p. 23).

La esterilizacidon del sustrato para obtener la semilla se realiza al colocar el
sustrato en frascos, luego se llevan los frascos a autoclaves y se esteriliza el
sustrato a una temperatura de 121 °C durante 20 a 30 minutos con una humedad
cercana al 45%. Los frascos son enfriados a temperatura ambiente dejandolos
dentro del equipo de esterilizacién o llevandolos a la sala de inoculacién (France,
Canumir, y Cortéz, 2000, p. 19).

1.1.4.2. Inoculacion

El proceso de inoculacién debe hacerse bajo una campana de flujo laminar
desinfectada. La inoculacién consiste en extraer una porcion de la semilla con
hongo, para ser introducido en el aserrin esterilizado y enfriado (Lizuka y
Takeuchi, 1978, p. 3).

1.1.4.3. Incubacion

Esta etapa se desarrolla en una camara oscura en la que se debe controlar las
condiciones ambientales. Durante la fase de colonizacién el micelio crece y pobla
el sustrato, a la vez que desarrolla los recursos necesarios para la fructificacion, el
tiempo de colonizacién dependera de las caracteristicas de la cepa y del sustrato.
La temperatura debe estar entre 20 y 25 °C y la humedad relativa entre 60 y 80%
(Cook y Flegg, 1962, p. 171).



1.1.4.4. Induccion

Finalizado el proceso de incubacion, por lo general, se remueven las fundas
plasticas, o se realizan perforaciones y se trasladan las bolsas a la nevera con el
propésito de dar un choque térmico, de tal manera que se induzca la fructificacion
(Lizuka y Takeuchi, 1978, p. 4).

Otro método de induccion consiste en sumergir los bloques colonizados en agua,
por un tiempo de dos dias, este tiempo sera menor o mayor dependiendo de la

diferencia de temperatura entre el agua y el aire (Royse, 2001, p. 7).

1.1.4.5. Fructificacion

El inicio de la fructificacion se da con el cambio de color del micelio que se
encuentra sobre el sustrato. El micelio cambia de un color blanco a un color café
claro y luego a un color café oscuro debido a la accidén de la luz y el aire. Se da el
aparecimiento de los primordios y en esta etapa es importante mantener la
temperatura entre 20-25 °C, el riego no es necesario, ni tampoco la ventilacion, ya
que los primordios son muy sensibles. Al cabo de unos dias los primordios dan

origen a los cuerpos fructiferos (Fan et al, 2005, p. 127).

1.1.4.6. Cosecha

Si no existen cambios bruscos en las condiciones ambientales los primeros
carpoforos se cosechan 14 dias después de la induccion. El tamafio de los
carpoforos suele ser variado, los sombreros alcanzan diametros entre 2 y 20 cm.
La cosecha se realiza con un cuchillo estéril o con la mano, el corte debe ser lo

mas proximo al sustrato (Garcia, 2003, p. 29).
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En granjas bien manejadas se obtienen entre 6 y 8 cosechas en un periodo de 10
meses, desde la primera cosecha. El rendimiento bioldgico se encuentra entre 40
y 60% (Fan et al, 2005, p. 127).

1.1.5. DETERMINACION DE LA EFICIENCIA BIOLOGICA

Una estimacion practica de la capacidad de los hongos para convertir un sustrato
en cuerpos fructiferos se denomina eficiencia biolégica. La eficiencia biolégica se
calcula dividiendo el peso fresco total de hongos cosechados en un cultivo, por el
total de peso seco de sustrato y se suele expresar como porcentaje, como se
establece en la ecuacién 1.1. Con esto se establece la relacidon porcentual que
existe entre el peso fresco de los hongos producidos y el peso seco del sustrato.
En algunos casos la eficiencia biolégica puede ser mayor que 100% (Chang y
Miles, 1989, p. 248).

Peso total de hongos frescos

Eficiencia Biologica = x 100 [1.1]

Peso del sustrato seco

1.1.6. ENFERMEDADES Y PLAGAS

El riesgo de contaminacion en los hongos de Lentinus edodes es
considerablemente alto, a pesar de manejar una adecuada inoculacién. Las
consideraciones principales para prevenir las plagas son conservar la asepsia en
todos los pasos de cultivo del hongo, tener una cantidad adecuada de in6culo en
el sustrato, evitar contacto con el suelo y conservar las condiciones ambientales
dentro de los rangos 6ptimos. Los tiempos prolongados de siembra hacen que el
sustrato se contamine, incluso antes de ser inoculado. Se debe descartar los
sustratos que tengan presencia de algun tipo de contaminacion (Silva et al, 2010,
pp. 31-32).

Es usual que aun en cultivos de Lentinus edodes bien llevados aparezcan

contaminaciones superficiales, principalmente de mohos, o procesos incipientes
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de contaminacion bacteriana de olor nauseabundo caracteristico. Los principales
microorganismos que contaminan los cultivos de Lentinus edodes o compiten por
los nutrientes y el agua contenida en el sustrato son el Tricoderma, mas conocido
como hongo verde y el Hypoxylon, conocido como moho negro. Para controlar la
presencia del moho verde, se debe regar los hongos solo cuando sea necesario, y
eliminar y quemar los hongos contaminados. Para prevenir la aparicion del moho

negro, no se debe usar los arboles muy viejos (Tan y Moore, 1992, p. 1081).

Durante la etapa de colonizacion del micelio existe el mas alto riesgo de
contaminacion de los cultivos, por lo que se aconseja mantener el aserrin humedo
y no exponer las bolsas a la luz solar directa. Los insectos que pueden ser un
problema son las termitas (Reticulitermes lucifugus), escarabajos de corteza
(Hilastes ater), y colémbolos (Collembola); causan graves danos al alimentarse de

los primordios y el micelio que cubre el aserrin (Davis, 2008, p. 2).

1.2. LA LIGNINA Y LA CELULOSA

La lignina y la celulosa son los constituyentes principales de las paredes celulares
de las plantas. Las paredes celulares de las plantas en la madera estan formadas

por celulosa y hemicelulosa enlazadas mediante lignina (Casey, 1990, p. 31).

1.2.1. LA LIGNINA Y SU ESTRUCTURA

La lignina esta presente unicamente en las plantas vasculares que crean tejidos
que se especializan en funciones como el transporte de soluciones acuosas y
apoyo mecanico; por lo tanto, las plantas primitivas no poseen lignina (Niladevi,
2009, p. 398).

La polimerizaciéon de la lignina se lleva a cabo luego de la deposicién de los
polisacaridos y se inicia por oxidacion enzimatica de los precursores a radicales

fenoxi. Estos radicales libres pueden reaccionar unos con otros en una gran
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variedad de formas y esto hace que la lignina no tenga una estructura unica. En la
Figura 1.2, se observa la polimerizacion al azar de unidades de radicales de

alcohol sinpilico, p-cumarilico y coniferilico (Casey, 1990, pp. 76-84).

Anillos aromaticos
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Figura 1.2. Estructura de Lignina
(Bommarius y Riebel, 2004, p. 431)



13

Mientras que la celulosa es una molécula lineal con cierta cristalinidad e
hidrofilicidad, la lignina es un polimero con estructura ramificada tridimensional
(Delfin y Duran, 2003, p. 37).

A pesar de los extensos estudios sobre la composicion de la madera, la estructura
molecular de la lignina no se encuentra claramente definida. Se puede decir que
la lignina es un polimero polifendlico con una red ramificada tridimensional
(Carrillo, 2003, p. 12; Niladevi, 2009, p. 400).

Los componentes de la lignina y carbohidratos existen en la madera
estrechamente asociados. Los polisacaridos presentes en la madera forman
enlaces cruzados covalentes con la lignina y dan como resultado una estructura
de escalera con propiedades fisicas unicas y que le atribuyen el soporte mecanico

necesario a las plantas (Bommarius y Riebel, 2004, p. 432).

La compleja estructura de la lignina hace que para degradar las moléculas que la
conforman, se sucedan multiples reacciones bioquimicas, las que inician con la
divisibn de los vinculos intersticiales entre monomeros, después se dan
desmetilaciones y a su vez se producen hidroxilaciones, con lo que se modifica la
cadena lateral y se da la fision del anillo aromatico, seguido por la disimilacion de
los metabolitos alifaticos producidos. La masa molecular de la lignina es alta, se
encuentra en valores aproximados a 100 kDa, esto imposibilita su absorcidon
dentro de la célula microbiana. La degradacién bioloégica de la lignina
macromolecular se da debido a la actividad de enzimas extracelulares (Niladevi,
2009, pp. 399-400).

La degradaciéon de la lignina por accion enzimatica debido a la presencia de
hongos, se inicia con una oxidacién fendlica inducida por oxidasas fendlicas como
son la laccasa y/o la peroxidasa. Este ataque da como resultado la polimerizacion,
la despolimerizacion, la desmetilaciéon y la formacién de quinona. La degradacién
subsecuente ocurre por la accidon de otra enzima, la celobiasa: quinona

oxidorreductasa, la que requiere la celobiosa como cosustrato (Casey, 1990, p.
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119). En la Figura 1.3 se ilustra las principales reacciones que se producen en la

lignina debido a la accion enzimatica derivada del crecimiento de hongos.

Lignina ngnlna

e

CHO Parte de una molécula de lignina

§ h‘g . (. S

AT T
igninocelulosa \ Fragmentos
. _ solubles de lignina

laccasas y/o
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(acciéon hemicelulosas) perOX|dasas

CO.

- Radicales =
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/ /) , 0,
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Hifa de
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H. 0. "\ /. —p
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ol

peroxidasa

Figura 1.3. Degradacion de la lignina por hongos basidiomicetos
(Hofrichter, 2000, p. 198)

1.2.2. LA CELULOSA Y SU ESTRUCTURA

La celulosa es un polisacarido lineal formado por unidades de anhidro-D-

glucopiranosa enlazadas entre las posiciones 1 y 4 de las unidades adyacentes
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del azucar mediante un enlace 3, como se observa en la Figura 1.4 (Carbajal y
Flores, 2011, p. 2).

HO '
HO 0 0
\. o n

Figura 1.4. Enlace B-1,4-glucosidico de las unidades adyacentes de aztcar de la celulosa
(Casey, 1990, p. 34)

La celulosa es el componente estructural de las paredes celulares de las plantas,
se encuentra en forma de fibras largas y filamentosas, llamadas microfibrillas. Las
microfibrillas estan en las células de la madera madura y se encuentran envueltas
en una matriz compuesta principalmente de hemicelulosa y lignina. Entre las
células existe una regién denominada lamela intermedia la cual esta compuesta
por lignina y sustancias pécticas. Las microfibrillas, en combinacion con los
restantes materiales de la matriz, suministran rigidez y resistencia mecanica a las
plantas (Alvarez, 2003, p. 5).

“La sintesis de la celulosa se produce fuera del citoplasma en la membrana y en

la interfase de la pared celular” (Casey, 1990, p. 45).

La celulosa se degrada bajo diferentes circunstancias y este hecho hace posible
la aplicacion de un tipo de degradacion segun el material de interés. Es posible
tener diferentes tipos de degradacion como: la hidrolitica, oxidante, alcalina,

térmica, microbioldgica y mecanica (Carrillo, 2003, p. 13).

La degradacion microbiologica de la celulosa se produce por la accidn de enzimas

presentes en hongos, bacterias, plantas y animales, estas enzimas causan la
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descomposicion hidrolitica de la celulosa y la hemicelulosa. Las enzimas que
hidrolizan la celulosa se las denomina celulasas. Las celulasas catabolizan la
celulosa y tienen un papel muy importante, ya que equilibran el ciclo de carbono

(Carvajal y Flores, 2011, p. 3).

Las celulasas producidas por hongos tienen un gran potencial ambiental y
econdmico. Cuando una espora de hongo germina en la madera, se produce una
disolucién de la pared primaria, ocasionada por hifas que segregan enzimas al
penetrar en la pared celular por perforaciones o huecos presentes en la madera.
Los factores mas importantes que impiden la degradacién enzimatica de la
madera suelen ser la presencia de lignina y el caracter cristalino de la celulosa
(Casey, 1990, pp. 54-55).

1.3. ACTIVIDAD ENZIMATICA Y EXTRACTOS ENZIMATICOS

1.3.1. ACTIVIDAD ENZIMATICA

A la cantidad de enzima activa presente en una preparacion con base en su
concentracion se la conoce como actividad enzimatica; la actividad enzimatica
expresa la cantidad de sustrato que reacciona por unidad de tiempo cuando las

condiciones de la reaccién estan definidas (Braverman, 1990, p. 32).

Se define la unidad de actividad enzimatica (Ul) como la cantidad de enzima que
cataliza la conversion de 1umol de sustrato por minuto, bajo condiciones de

reaccion establecidas (Braverman, 1990, p. 32).

En algunas reacciones enzimaticas es necesaria la intervencion de cofactores.
Los cofactores son moléculas no proteicas relativamente pequefias que se
requieren en determinadas reacciones, para mejorar la eficiencia catalitica de las
enzimas (Kirk y Farrel, 1987, p. 489).
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La actividad enzimatica se mide a una temperatura fija, con concentraciones
saturantes tanto de los sustratos como de los cofactores, de manera que el valor
represente la velocidad maxima de la reaccion enzimatica (Chavez, Brito, Pérez, y
Delfin, 1990, p. 37).

Las enzimas exocelulares son mas estables que las intracelulares porque realizan
sus funciones en ambientes mas hostiles. La actividad de las enzimas esta
constantemente amenazada por la desnaturalizacion provocada por factores
externos como la temperatura, el pH y agentes desnaturalizantes quimicos como
los alcoholes y/o fisicos como las radiaciones (Braverman, 1990, pp. 37-41,
Chavez, Brito, Pérez, y Delfin, 1990, p. 37).

1.3.2. PEROXIDASAS

Los sistemas de degradacion de la molécula de lignina son complejos sistemas
enzimaticos extracelulares que involucran tres enzimas oxidativas como: la lignino
peroxidasa, la manganeso peroxidasa y la laccasa (Davila y Vasquez-Duhalt,
2006, p. 37).

1.3.2.1. Lignino peroxidasa (E.C.1.11.1.14) (LiP)

La lignino peroxidasa es una de las enzimas mas comunes presentes en la
degradacion de la lignina. La lignino peroxidasa tiene un relativo alto potencial
redox, lo cual le permite oxidar compuestos fendlicos como no fendlicos. Esta
enzima actua sobre los radicales quimicos libres de la cadena de propilo para
producir subestructuras de lignina y también para poder depolimerizar la lignina.
El alcohol veratrilico es un sustrato excelente para la lignino peroxidasa, este es
un buen mediador para la oxidacién de otros compuestos, porque previene la

inactivacion de la enzima (Niladevi, 2009, p. 401).
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1.3.2.2. Manganeso Peroxidasa (E.C.1.11.1.13) (MnP)

La manganeso peroxidasa, otra de las enzimas mas importantes producidas por
organismos degradadores de lignina, por lo general se produce junto a la lignino
peroxidasa y laccasa. Esta es una hemo peroxidasa y necesita de H,O, para su
actividad. El potencial redox de esta enzima es menor que el de la lignino
peroxidasa y habitualmente no oxida los compuestos no fendlicos. La manganeso
peroxidasa oxida el Mn*? a Mn*®, que se estabiliza con la presencia de acidos
organicos principalmente el oxalato, malonato y quelantes. Estos acidos facilitan
la liberacion del Mn™ desde el sitio activo de la enzima. La reaccion para pasar de
Mn*? a Mn**, es una reaccion de pasos mdultiples que se describe en las
ecuaciones 1.2, 1.3 y 1.4 (Braverman, 1990, pp. 40, Niladevi, 2009, p.401).

MnP + H,0, - MnPcompuesto (I) + H,0 [1.2]
MnPcompuesto (I) + Mn(II) » MnPcompuesto(Il) + Mn(III) [1.3]
MnPcompuesto(Il) + Mn(Il) - MnP + Mn(III) + H,0 [1.4]

1.3.2.3. Mecanismo de accion enzimatica

Las peroxidasas oxidan una amplia variedad de sustratos organicos e inorganicos
y catalizan procesos de peroxidaccion segun las reacciones que se muestran en

la Figura 1.5.

En la Figura 1.5 se observa que el ciclo catalitico de las peroxidasas comienza
con la reaccion entre el sitio activo de la enzima nativa y el peroxido de hidrogeno
(H203). Después de producirse esta reaccion de 6xido-reduccién se tiene como
productos perdxido de hidrogeno (H2O-) reducido a agua (H20) y un Compuesto |
que se forma debido a la oxidacién de dos electrones de la proteina férrica. El
Compuesto | es un producto intermediario que posee dos equivalentes

reductores, un centro oxiferril (Fe™ = O) y un radical T-cationico. Este compuesto
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se reduce gracias al electron de una molécula del sustrato reductor (AH) y se
tiene como resultado un radical del sustrato (A*) y un Compuesto Il, en el cual el
radical catiénico ha sido reducido al estado nativo. Por ultimo, el Fe** = O del
Compuesto Il es reducido a la forma férrica (Fe*®) de la enzima nativa mediante la
sustraccion de un electron de una segunda molécula de sustrato reductor (Davila
y Vasquez-Duhalt, 2006, p. 30; Ruiz, 1998, p. 6).

Las peroxidasas ligninoliticas difieren en los sustratos (AH) que son oxidados por
la transferencia de un electron a los compuestos | y Il. La LiP no es especifica en
sus sustratos reductores; mientras que la MnP es especifica en sus sustratos
reductores ya que solo el Mn*? puede completar eficientemente su ciclo catalitico
(Carrillo, 2003, p. 13).

Enzima nativa

N

vAH + CHy, \Hl
AH, His
w1

J (’\{
(_; MH+ H AH (

s
L1

Compuesto II Compuesto |

Figura 1.5. Ciclo catalitico de las peroxidasas
(Dawson, 1988, p.435)
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Al ser el Mn*® una especie altamente oxidante e inestable en medio acuoso, los
hongos lignocelulosicos secretan acidos dicarboxilicos, principalmente el acido
oxalico y otros acidos como el malonico, que forman complejos estables con el
Mn*® capaces de difundirse a través de la pared celular vegetal y que acttan
como oxidantes de compuestos fendlicos (Davila y Vasquez-Duhalt, 2006, p. 31;
Dawson, 1988, p. 435).

Las diferencias cataliticas entre LiP y MnP probablemente son debidas a la
existencia de diferentes sitios de uniéon para el sustrato en estas enzimas

homologas (Davila y Vasquez-Duhalt, 2006, p. 31).

1.3.3. CELULASAS

Las celulasas o enzimas celuloliticas son las terceras mas importantes enzimas
utilizadas en la industria. Estas enzimas se utilizan en las industrias de produccion
de etanol, en la industria de pulpa y papel, y en la produccion de detergentes
entre otros usos (Carrillo, 2003, p. 3; Shinghania, 2009, p. 372).

La enzima celulolitica es un complejo formado por tres tipos de enzimas
celuloliticas que son: las celobiasas, las endoglucanasas y las exoglucanasas, las
cuales actuan conjuntamente para originar productos primarios como glucosa,

celobiosa y oligosacaridos (Shinghania, R; 2009; p. 373).

Las celulasas son sintetizadas por una variedad de microorganismos entre los
cuales se tienen los hongos y las bacterias. Los hongos celuloliticos de mayor
eficiencia son los que pertenecen al género Trichoderma. También existen otros
hongos celuloliticos como: Aspergillus, Clasdosporium, Penicilium y hongos
comestibles como Lentinus edodes, Volvariella volvacea y Pleurotus sp (Vilchez,
2000, p. 9).
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1.3.3.1. Endoglucanasas (1,4-B-D-glucan glucanohidrolasas, EC 3.2.14)

Las enzimas Endoglucanasas rompen los enlaces B-glucosidicos en el interior de
las moléculas de celulosa aleatoriamente, y se generan sitios accesibles para el
posterior ataque de las exoglucanasas. Después de esta accidn se tiene una
disminucion del tamano de las cadenas y un crecimiento mddico de los grupos

reductores (Béguin y Lemaire, 1996, p. 202).

1.3.3.2. Exoglucanasas

Las Exo-B-glucanasas atacan las moléculas de celulosa desde los terminales no
reductores y produce subunidades de celobiosa. Atacan el extremo no reductor y
subunidades de glucosa a partir del extremo no reductor liberado. Tienen limitada
accion sobre la carboximetilcelulosa e hidroximetilcelulosa (Shinghania, 2009, p.
372; Béguin y Lemaire, 1996, p. 202).

1.3.3.3. B-glucosidasas (EC 3.2.1.21)

Las B-glucosidasas son capaces de hidrolizar celobiosa en glucosa. La glucosa es
el resultado final de la accidon degradante del complejo celulolitico sobre la
celulosa (Vilchez, 2000, p. 7).

1.3.3.4. Mecanismo de accion enzimatica

El ataque a la celulosa inicialmente se da por la endoglucanasa, esta enzima
actua en las regiones amorfas de la celulosa, se liga al azar sobre las
microfibrillas, provoca la hidrélisis de los enlaces [(-1,4-glucosidicos y genera
multiples sitios de ataque para la accion de las exo-1,4-B-D-glucanasas, las
cuales actuan sobre los extremos no reductores de la cadena, y liberan una

unidad de celobiosa. Finalmente, la B-glucosidasa junto con las endoglucanasas y



22

las exoglucanasas, intervienen sobre la celobiosa y los pequefios oligbmeros de
la celulosa y producen moléculas de glucosa. La accién de estas tres enzimas
produce la degradaciéon de la celulosa y esto se observa en la Figura 1.6
(Braverman, 1990, pp. 36-37; Montoya, 2008, p. 28).
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Figura 1.6. Degradacion enzimatica de la celulosa
(Ovando y Waliszewski, 2005, p. 114)

El modelo presentado es una simplificacion de las reacciones que se dan durante
la degradacion biolégica de la celulosa, ya que no se tiene presente las
actividades oxidativas auxiliares. En los hongos de pudricibn blanca se ha
observado un numero de actividades enzimaticas oxidativas auxiliares, las cuales
no son fundamentales para la hidrélisis de la celulosa pero podrian intervenir en la

degradacion del polimero, al realizar transformaciones utiles como oxidaciones o
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remocion de productos finales que pueden causar represion catabédlica o
inhibiciébn de la actividad de los grupos principales de las enzimas celuloliticas
(Markham, 1998, p. 1097).

1.3.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La medicion de la actividad enzimatica en soluciones liquidas suele hacerse con
meétodos de espectrofotometria de absorcidn para determinar la concentracion del
sustrato (Diaz et al, 2005, p. 4).

La absorbancia es la cantidad de luz que absorbe una muestra. La absorbancia
es el inverso de la transmitancia. La expresion matematica que se utiliza para

calcular la absorbancia se presenta en la ecuacion 1.5.

A=log (%) [1.5]

Donde Py es la intensidad de luz incidente y P es la intensidad de luz transmitida.
La absorbancia se relaciona con la concentracion a través de la Ley de Lambert y
Beer, la cual se expresa en la ecuacién 1.6 (Avery y Shaw, 1987, p.73; Harris,
2007, p. 411).

A= excxl [1.6]
Donde:
€ es el coeficiente de extincién molar (M™'ecm™)
c es la concentracién molar (M)

I es la longitud del paso de luz a través de la muestra (cm)

El valor de € se llama absortividad molar y es el parametro que indica cuanta luz
absorbe una sustancia a una determinada longitud de onda (Avery y Shaw, 1987,
p. 73).
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La Ley de Lambert y Beer es el fundamento de la espectrofotometria y es una de
las ecuaciones mas utilizadas en la quimica analitica. La ley de Lambert y Beer
afirma que la absorbancia es proporcional a la concentracion de la sustancia
absorbente, pero esto se cumple Unicamente para soluciones diluidas. Para
soluciones concentradas las moléculas interactuan entre si y cambian sus
propiedades. Para medir la absorbancia se necesita de un espectrofotbmetro y es
valido para longitudes de onda en el rango de luz visible (400-700 nm) y en el
rango de luz ultravioleta (200-400 nm) (Diaz et. al, 2005, p. 4; Harris, 2007, p.
414).

1.3.5. ESTABILIDAD DE EXTRACTOS ENZIMATICOS

La temperatura es el factor mas critico para la extensién de la vida util de las
enzimas, pues la temperatura de refrigeracion disminuye la velocidad de
crecimiento de los microorganismos y es efectiva para reducir la actividad

enzimatica (King y Bolin, 1989, p.136).

Tradicionalmente los procesos de deterioro de la calidad de los alimentos
almacenados bajo condiciones ambientales son de orden cero o primer orden
(Taoukis, Labuza, y Saguy, 1997, p. 368).

Para describir los modelos que siguen los procesos de deterioro de soluciones
enzimaticas es necesario revisar la cinética de las reacciones quimicas. Para una
determinada sustancia existe un periodo de tiempo en el cual sus caracteristicas
organolépticas se conservan, este periodo se conoce como tiempo de vida util
(Singh, 1994, p. 7).
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1.3.5.1. Cinética del deterioro de los alimentos, prediccion de la vida util y tiempo de

vida media

El estudio de las reacciones quimicas implica el conocimiento de las constantes y
de los mecanismos por los cuales una especie quimica se convierte en otra (Casp
y Abril, 2003, p. 55; Singh, 1994, p. 8).

Si se considera la reaccion quimica de la ecuacion 1.7, se tiene:

kf

aA+bB == cC +dD [1.7]
kb
Donde
AyB reactantes
CyD productos de la reaccién

a,b,c,yd coeficientes estequiométricos

ke Y Kp constantes de velocidad

Las constantes de velocidad de reaccion se pueden determinar al controlar cobmo

varia la concentracién de cada uno de los productos.

La naturaleza compleja de algunos sistemas hace dificil determinar los
mecanismos de las reacciones intermedias que llevan a un cambio en particular
de la calidad. En la practica, la degradacién de los alimentos y en consecuencia la
pérdida de vida util esta representada por la pérdida de los factores de calidad
deseados (Qg), 0 por la formacion de factores de calidad indeseables (Q;); (Saguy
y Karel, 1980, p. 80) entonces la formacién de Qg4 y Q; se expresan en las

ecuaciones 1.8y 1.9, asi:

— 22— ko [18]

d[Qd] 1, n\
~ded _ o [1.9]
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Donde

[Qq] ¥ [0;] parametros quimicos, fisicos, microbiolégicos o sensoriales
cuantificables de un sistema concreto

kKyk son las constantes aparentes de velocidad de reaccion

nyn son los o6rdenes aparentes de la reaccion

Los 6rdenes y las constantes aparentes de velocidad de reaccion se determinan
experimentalmente, para lo que se miden las variaciones de [Q;] y[Q;] con
respecto al tiempo (Casp y Abril, 2003, p. 57; Singh, 1994, p. 10).

Para analizar un atributo Q se utiliza la ecuacion 1.10:

+2 = kon [1.10]
dt

Donde * se refiere al incremento o disminucion del valor del atributo Q, k es la

pseudo constante de velocidad de reaccion cuando esta se desplaza a la derecha

y n es el orden aparente de esta reaccion. Se asume que los factores ambientales

tales como temperatura, humedad y luz asi como las concentraciones de los otros

componentes permanecen constantes (Taoukis, 1997, p. 369).

Si el atributo disminuye con el tiempo la ecuacién 1.10 se expresa como se

muestra en la ecuaciéon 1.11.

_3Q _ 1on
i kQ [1.11]
Un concepto que permite determinar la estabilidad de compuestos enzimaticos es
el tiempo de vida media. El tiempo de vida media de una enzima esta definido
como el tiempo necesario para que una enzima pierda la mitad de su actividad

inicial. El tiempo de vida media suele expresarse mediante la ecuacion 1.12
(Sadana, 1991, p. 204).

In2

tsg = —

[1.12]
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Donde :

Kq constante de la reaccion

1.3.5.2. Reaccion de orden cero

Se considera Q como un atributo de calidad que disminuye de forma lineal
durante el periodo de almacenamiento (Labuza y Riboh, 1982, p. 68; Taoukis,
1997, p. 369).

Una disminucion lineal del atributo implica que su variacion con respecto al tiempo
es constante, entonces la pérdida de dicho atributo no depende de su
concentracion. La relaciéon lineal entre atributo y tiempo se obtiene cuando la
reaccion es de orden cero, por lo tanto si en la ecuacion 1.11 n = 0, se tiene la

ecuacion 1.13:
— g [1.13]

Al integrar la ecuacion 1.13 se tiene la ecuacién 1.14:

Q = Qo — kty [1.14]
Donde
Qo Valor inicial del atributo de calidad
Q Valor que toma dicho atributo después de transcurrido el tiempo t.

El final de la vida util (t,), se alcanza cuando el atributo de calidad toma un cierto

valor, llamado @y, el cual se tiene en la ecuacion1.15:

Qf = Qo — kty, [1.15]

Y la vida util quedara expresada como se muestra en la ecuaciéon 1.16:
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t, =24 [1.16]

La ecuacion 1.13 de orden cero es util en la descripcidon de procesos como la
degradacion enzimatica, el pardeamiento enzimatico y la oxidaciéon de lipidos
(Casp y Abril, 2003, p. 57).

1.3.5.3. Reaccion de primer orden

Cuando el atributo es dependiente de la concentracién inicial del mismo,
presentara una disminucion de forma exponencial con el tiempo, entonces a
medida que el tiempo avanza y la calidad el atributo disminuye, la velocidad de
reaccion es cada vez menor. La relacion exponencial entre el atributo de calidad y
el tiempo se puede representar con una ecuacion de primer orden, n=1, donde la
ecuacion 1.11 queda representada por la ecuacion 1.17 (Labuza y Riboh, 1982, p.
69; Singh, 1994, p. 8).

aQ
—=2 = kQ [1.17]

Al integrar la ecuacion 1.17 se tiene la ecuacion 1.18

InL =kt [1.18]
Qo
Donde
Q Cantidad de atributo que queda en el tiempo (t).

Y si se expresa la ecuacion 1.18 de forma lineal se tiene la ecuacion 1.19.

InQ = InQ, — kt [1.19]

La ecuacion 1.11 expresada de manera exponencial queda como se describe en

la ecuacion 1.20:
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Q = Qpe™ ¢ [1.20]

El final de la vida util se alcanzara cuando el atributo de calidad tome el valor de

Qf, por lo que se tiene la ecuacion 1.21:
Qs = InQ, — kt,, [1.21]

InQo—InQ
L= % [1.22]

Los fenbmenos que se representan por medio de reacciones de primer orden son
la pérdida de vitaminas, proteinas y el crecimiento microbiano (Casp y Abril, 2003,
p. 59).

1.3.5.4. Dependencia de las constantes de velocidad (k) con la temperatura

Un modelo cinético completo de pérdida de vida util debe considerar la cantidad
inicial de la sustancia y las condiciones ambientales en las que se conserva.
Dentro del modelo cinético se deben incluir aquellos factores ambientales que
afecten forzosamente a las constantes de velocidad de reaccion y que sean mas
susceptibles de sufrir variaciones durante la vida util de las enzimas. Los
principales factores ambientales que inciden sobre la conservacion de alimentos y
otras sustancias son la temperatura, la humedad relativa, presién, luz. Debido a
que la temperatura afecta significativamente las constantes de velocidad de las
reacciones, esta es la variable que se incluye en los modelos matematicos para el
calculo de la vida util (Saguy y Karel, 1980, p. 81; Taoukis, 1997, p. 369).

De la representacion grafica de la variacion de un atributo con respecto al tiempo
a diferentes temperaturas se puede obtener el valor de las constantes de
velocidad de reaccion para cada temperatura a través de la ecuacion 1.23, que

corresponde a la ecuacion desarrollada por Svante Arrhenius.
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k = kyexp [— i—‘;,] [1.23]
Donde:

k, = factor pre-exponencial
E, = energia de activacion (kJ.mol™)
R = constante de los gases perfectos (kJ.mol™".K™)

T =temperatura en la escala absoluta (°K)

La energia de activacion es la minima energia que deben poseer las moléculas
antes de que se dé la reaccion y el término exponencial es la fraccion de

moléculas que poseen energia minima.

Al expresar la ecuaciéon 1.23 de forma logaritmica, se tiene la ecuaciéon 1.24.

Ink = Ink, — Ef% [1.24]

De la ecuacion 1.24 se tiene una relacion lineal entre la constante de velocidad y

la inversa de la temperatura absoluta.

1.4. BIOTECNOLOGIA DE DESECHOS LIGNOCELULOSICOS

Los materiales lignocelulésicos son los compuestos mas abundantes en la
biosfera (Shoji y Kitamoto, 1997, p. 466).

Los principales desechos ligninocelulésicos son los sustratos lefiosos, como la
madera dura y blanda, los residuos agricolas como la paja, las cascaras de
semillas, rastrojos que en su mayoria provienen del cultivo y procesamiento de
cereales como el arroz, la cebada, el trigo, el maiz. También provienen del
procesamiento de legumbres, frutas, obtencién de aceites y residuos alimenticios
caseros (Chandel y Singh, 2010, p. 1298).
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La lignocelulosa esta presente en la mayoria de plantas y estd compuesta de tres
biopolimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina. La estructura compleja y dificil de
la lignocelulosa disminuye la disponibilidad de este material como materia prima
para diferentes usos comerciales (Shoji y Kitamoto, 1997, p. 466). La
bioconversion de residuos organicos produce un gran impacto ambiental porque

se elimina la acumulaciéon de basura.

1.4.1. ENZIMAS COMO PRODUCTOS POTENCIALES Y SUS APLICACIONES

Los hongos son los primeros agentes de desintegracion del material organico,
pues degradan la pared celular de las plantas y de esta manera se obtiene la
biomasa rica en proteinas para consumo humano y animal, y para aplicaciones en
biorremediacion ambiental (Gaitan, Esqueda, Gutiérrez, Sanchez y Mata, 2005, p.
435).

Los hongos secretan una o mas de tres enzimas extracelulares como: lignino
peroxidasa (EC 1.11.1.14), manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13) y laccasa (EC
1.10.3.2). Estas enzimas ligninoceluloliticas de los basidiomicetos son de gran
importancia para el mejoramiento de la eficiencia de la bioconversién de desechos
residuales e intervienen en una gran variedad de aplicaciones tecnoldgicas. La
aplicaciéon de enzimas ligninoceluloliticas en la industria y el ambiente, requiere
cantidades considerables de enzimas a un bajo costo (Kamm y Kamm, 2006, p.
185; Niladevi, 2009, p. 398).

Las enzimas degradadoras de lignina se han utilizado para combatir la
contaminacién de los efluentes industriales, producida por compuestos como
tintes, fenoles y demas sustancias cenobiticas. El rol de estas enzimas en los
textiles es actuar sobre la decoloracion de las tintas y la degradaciéon de
compuestos fendlicos y no fendlicos. En la industria del papel se requieren estas
enzimas para que descompongan y degraden la lignina presente en la pulpa de

madera. Las enzimas ligninoliticas tienen también su aplicacion en la
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estabilizaciéon del vino y jugo de frutas, en la industria cosmética y biosensores
(Niladevi, 2009, p. 398).

Las celulasas son las enzimas mas comercializadas después de las enzimas de
amilasa y proteasas. Sus principales aplicaciones comerciales son en la industria
de los detergentes, de los textiles, en pulpa y papel y en la produccion de
biocombustibles (Kamm y Kamm, 2006, p. 186; Singhania, 2009, pp. 377-378).

La produccion de etanol a partir de biomasa con contenido ligninocelulésico esta
estudiandose como una de las mas importantes tecnologias sustentables para

producir combustibles renovables (Singhania, 2009, pp. 378).

1.4.2. LOS MICROORGANISMOS Y LA GENERACION DE ENZIMAS
LIGNINO CELULOLITICAS

La aplicacién biotecnoldégica de microorganismos u organismos saprofitos ha
llegado a ser cada vez mas y mas importante, tanto para los propdésitos
alimenticios, industriales, como para el tratamiento y transformacion de materiales
organicos de desechos ricos en materia organica que son muy resistentes a la

degradacion natural y no tienen un valor nutritivo (Lépez, 1986, p. 52).

Los materiales lignoceluldsicos son los principales sustratos para la produccion de
hongos. La mayoria de los hongos excretan enzimas que pueden descomponer
compuestos celuldsicos en glucosa, y utilizar la glucosa como fuente de carbono
para su desarrollo. Los hongos basidiomicetos producen celulasas cuando se
cultivan en Optimas condiciones. La generacidon de la enzima laccasa se da
durante el proceso de colonizacién y disminuye cuando comienza la fructificacion.
La produccion de la enzima endocelulasa esta directamente relacionada con las
cosechas. La lignina es altamente resistente a la biodegradacion, pero los hongos
de pudricién blanca logran una eficaz degradaciéon de la lignina, presente en los
sustratos (Shoji, y Kitamoto, 1997, p. 467).
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Dependiendo de las enzimas involucradas en el proceso de pudricion, los hongos
pueden ser Lignivoros, si degradan la Lignina a través de enzimas llamadas
genéricamente Ligninasas, que ocasionan una pudriciéon del tipo “Blanca”, o
pueden ser Celuloliticos, si degradan Celulosa con la ayuda de un conjunto de
enzimas conocidas como Celulasas, y que dan una pudricién del tipo Café (Silva
et. al, 2010, p. 19).

El Lentinus edodes es un tipo de hongo de pudricién blanca que es capaz de

degradar celulosa, hemicelulosa y lignina.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. OBJETIVOS

a) Determinar el perfil de actividad celulolitica durante el proceso de

fermentacion del aserrin por el hongo Lentinus edodes.

b) Determinar el perfil de actividad ligninoperoxidasica durante el proceso de

fermentacioén del aserrin por el hongo Lentinus edodes.

c) Determinar el perfil de actividad manganesoperoxidasica durante el

proceso de fermentacién del aserrin por el hongo Lentinus edodes.

d) Evaluar la estabilidad de los extractos enzimaticos.

2.2. MATERIALES

Se utiliz6 una cepa de Lentinus edodes proporcionada por el Laboratorio de

Bioprocesos de la Escuela Politécnica Nacional.

El trigo utilizado fue trigo seco sin cascara, el cual se adquirié en el mercado de

Santa Clara de la ciudad de Quito.

El aserrin de maderas tropicales utilizado, fue un producto de desecho de la

produccion de tableros de madera que fabrica la empresa ENDESA-BOTROSA.

Para el desarrollo de los hongos en el aserrin se utilizaron dos camaras ubicadas
en el segundo piso del Laboratorio de Bioprocesos de la Escuela Politécnica

Nacional.

En la Tabla 2.1 se muestran los materiales utilizados para el desarrollo de la parte

experimental de este proyecto.



Tabla 2.1. Materiales utilizados para el desarrollo de la parte experimental

Material ‘ Cantidad ‘ Capacidad ‘
15 50 mL
2 100 mL
Vasos de precipitacion
2 500 mL
4 1 000 mL
Embudo Buchner 1 -
Kitasato 1 250 mL
Tubos de vidrio con tapa rosca 45 10 mL
Tubos plasticos para centrifuga 12 10 mL
3 1 000 mL
2 500 mL
Balones de vidrio aforados 5 250 mL
5 100 mL
2 50 mL
Embudos 6 -
Gradillas 3 72 tubos
Termdmetros 3 0-130 °C
Frascos de vidrio con tapa 40 250 mL
Celda de vidrio 1 4 mL
Celda de vidrio 1 1 mL
Celda de cuarzo 1 4 mL

Papel filtro
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En la Tabla 2.2 se muestran los equipos utilizados para el desarrollo de la parte

experimental de este proyecto. Los medios de cultivo (Malta agar, Plate count

agar) y los reactivos utilizados con sus respectivas marcas se muestran en la

Tabla 2.3.
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Tabla 2.2. Equipos utilizados para el desarrollo de la parte experimental

Equipo Marca Modelo Capacidad ‘ Sensibilidad
Agitador con BI
IMABE 12 - 540° 1 -1°
calentamiento Barnstead/Thermolyne ¢ ¢ 00 tpm - 540°C 00 rpm - 1°C
NEW BRUNSWICK
Autoclave SCIENTIFIC CO. L
OHAUS Scout 200 g 0,001 g
Balanza OHAUS Trooper 6 kg 0,001 g
TAWANKA TWP 20 kg 0,1¢g
Balanza analitica Boeco Germany 200 g 0,1 mg
Cole Parmer Polysad 1200-00 Circulator 90 °C 0,1°C
Bafio Maria
Julabo SwW22 99,9 °C 0,1 °C
Bomba de vacio MRC CVP-14 - 760 mmHg 25 mmHg
Calderin Sussman MBOIL
Cam.ara de Flujo Lamlr.lar Cajbma flow 85 10C IFV Industries 250 L
Laminar H Flujo horizontal
Centrifuga THERMO IEC HN SII 9 000 rpm 2 rpm
Computador ARI
Datalogger OAKTON RH/TempoLog 100 %RH - 50°C | 0,1 %RH - 0,1 °C
Labomed. Inc. Doubl
Espectrofotometro abomed. fne. Double UVD 3500 0,001
Beam
Boekel Industries INC. 132000 100°C-10L 5°C
Incubadora W.C. Heraeus Heraeus GMBH 250°C-10L 10°C
MMMGrap Ecocell 310°C-111L 0,1°C
pH metro HANNA pHep 0,1
General electric Smart Fresh
Refrigeradora DUREX
Kelvinator
Termohigrémetro EXTECH RH520A 100 %RH - 60°C | 0,1 %RH -0,1 °C
Termometro de Taylor 40-50 °C 2°C
temperatura maxima y
minima Braman 40-50 °C 2°C
NEW
EW BR ICK
Shaker E JW UNSWIC BRUNSWICK 600 rpm 5 rpm
o SCIENTIFIC N.B.S.
) ) Fine Care Corporation Accumax 10-100 pl 0,1 pl
Micropipetas -
Labonet BioPette 100-1000 pl 2 ul
Ventilador Capital CVF-20 JAPAN




Tabla 2.3. Reactivos utilizados para el desarrollo de la parte experimental

Reactivo

Acetato de Sodio

Marca

Merk

Pureza

Analitico-99%

Acido Acético

Riel De Haen ag seelza Hannover

Analitico-99%

Acido Citrico

J.T. Baker Inc

Técnico-99%

Acido Tartérico BDH Laboratories Analitico-99%
Agua Oxigenada Merk Analitico-30%
Albumina J.T. Baker Inc Técnico

Alcohol veratrilico

Aldrich

Analitico-99%

Bisulfito de Sodio

Fisher Scientific

Analitico-99%
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Carboximetilcelulosa | HiMedia Laboratories Técnico-67%
DNS Sigma Analitico-99%
Fenol BDH Laboratories Analitico-99%
Hidroxido de Sodio Merk Analitico-99%
Malta Agar Difco TM Analitico

Plate Count Agar Difco TM Analitico

Tartrato de Sodio Sigma Analitico-99%

Tartrato de Sodio y _ o .
Fisher Scientific Analitico-99%

Potasio

2.3. ESTRATEGIA METODOLOGICA

Para la determinaciéon de los perfiles de actividad enzimatica celulolitica,
ligninolitica y manganeso peroxidasica durante el proceso de fermentacion del
aserrin por el hongo Lentinus edodes, se realizé la replicacion del hongo Lentinus
edodes en tubos de ensayo, cajas petri y frascos de vidrio, hasta que se obtuvo la
cantidad suficiente de in6culo para cada corrida. Para cada corrida se emplearon
aproximadamente 20 frascos de trigo con inoculo y se inocularon 140 fundas
plasticas con aserrin de maderas tropicales. Se realizaron tres corridas. El
proceso de fermentacion se llevo a cabo en dos camaras, la camara oscura sirvié

para el desarrollo del micelio y la cdmara clara-oscura sirvié para el desarrollo de
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la etapa de fructificacion hasta la cosecha. En cada corrida se dividieron las
fundas en dos grupos en los dias cercanos al proceso de inducciéon. El grupo 1
correspondio a aquellas fundas que fructificaron primero y el grupo 2 correspondio
a las fundas que tardaron mas tiempo en fructificar. Durante todo el proceso de
fermentacion desde el dia de la inoculacién hasta la cosecha, se muestrearon al
azar dos fundas por dia, dos veces por semana para obtener los extractos
enzimaticos y determinar la actividad de las enzimatica de la celulasa, lignino

peroxidasa y manganeso peroxidasa, por métodos espectrofotométricos.

Para evaluar la estabilidad de los extractos enzimaticos se elaboré una muestra
compuesta de los extractos con actividad enzimatica, la cual se obtuvo en los dias
de mayor actividad enzimatica, y se distribuyd esta muestra en porciones iguales
en tubos de vidrio con tapa rosca. Los tubos se almacenaron a tres temperaturas
diferentes, las cuales fueron temperatura ambiente promedio (15,5 °C),
temperatura de refrigeracion (3 °C) y temperatura de congelaciéon (- 14 °C). El
almacenamiento se realiz6 por 30 dias y cada dos dias se realizé6 la

determinacioén de las actividades enzimaticas.

2.4. CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DEL ASERRIN

Se determiné el contenido de celulosa, lignina, resinas, ceras y grasas del aserrin
utilizado en la fermentacibn. Se analizaron 4 muestras de aserrin
correspondientes a la muestra original, el aserrin fermentado de la primera
cosecha del hongo Lentinus edodes para el grupo 1, el aserrin fermentado de
segunda cosecha del hongo para el grupo 1y el aserrin fermentado después de la
primera cosecha del hongo del grupo 2. Las muestras fueron analizadas en el
laboratorio de Pulpa y Papel de la Escuela Politécnica Nacional. Se siguid la
metodologia descrita en el Manual sobre la Fabricacién de Pulpa y Papel de Grant
y las normas TAPPI. Los procedimientos de las normas utilizadas se describen en

los anexos |, Il y Ill respectivamente.
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2.5. PREPARACION DEL INOCULO DEL HONGO Lentinus edodes
(Shiitake)

Para la preparacion del in6culo del hongo Lentinus edodes se siguieron tres
pasos principales, que fueron: el cultivo en tubos de ensayo, la duplicacion en

cajas Petri y el cultivo en frascos de vidrio.

En tubos de ensayo, el desarrollo del hongo Lentinus edodes se realizé con Malta
Agar como medio de cultivo. Estos tubos con un aproximado de 10 mL de Malta
Agar y hongo inoculado en estria, se colocaron en la estufa durante 20 dias a

28 °C hasta que el micelio cubri6é en su totalidad la superficie del medio.

La duplicacion en cajas Petri se realizd una vez que el microorganismo cubrid
todo el medio de cultivo de los tubos, se utiliz6 malta agar como medio de cultivo.
Las cajas petri inoculadas se llevaron a una estufa en la cual se dejé por 30 dias a

28 °C, hasta que el micelio cubra todo el medio de la caja (Carrién, 2000, p. 48).

Para el cultivo del hongo Lentinus edodes en los frascos, se prepararon frascos
de vidrio de una capacidad de 250 mL, en los que se colocé 110 g de trigo seco y
132 mL de agua cumpliendo asi con una relacién 1:1,2. Se taparon y esterilizaron
en el autoclave a 121 °C por 20 minutos. Se sacaron los frascos del autoclave, se
ajustaron las tapas, se agitaron para distribuir el trigo y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente en la camara de flujo laminar, la cual fue previamente

limpiada, secada y esterilizada (Carrién, 2000, p. 48).

Cuando los frascos alcanzaron una temperatura aproximada de 30 °C, se inoculo
cada uno con una porcidon equivalente a la mitad del micelio de una caja petri,
para lo cual se dividié al agar de la caja Petri con Lentinus edodes en cuatro
partes iguales, se seleccion6 dos de estas partes y con ayuda de un aza estéril se
colocé los pedazos dentro del frasco de tal manera que el hongo esté en contacto
con el trigo. Se taparon sin ajustar completamente la tapa, permitiendo asi la

entrada de aire. Los frascos se llevaron a una estufa en la cual permanecieron por
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30 dias a 28 °C, hasta que el micelio cubrié todos los granos de trigo. Estos

fueron los indculos con los que se realizo la siembra en las fundas.

En la Figura 2.1 se esquematiza el proceso de desarrollo del hongo Lentinus

edodes en los tubos de ensayo, en las cajas petri y en los frascos de vidrio.

28°C 1 1 Fundas
20 dias 30 dias inoculadas

Figura 2.1. Proceso de crecimiento del hongo Lentinus edodes en tubos, cajas Petri 'y

frascos de vidrio

Las fases de desarrollo del hongo Lentinus edodes desde el crecimiento en tubos
hasta la obtencion del inoculo para la siembra en fundas se pueden observar en el
Anexo V.

2.6. PREPARACION DEL SUSTRATO DE ASERRIN E
INOCULACION DEL HONGO Lentinus edodes

El sustrato que se utilizd fue aserrin de maderas tropicales obtenido de la
empresa Endesa-Botrosa. Se pesaron 4 costales con aproximadamente 3 kg de
aserrin en cada saco y se colocaron, en 2 autoclaves. Se llevaron a ebullicién en
agua a 90 °C durante 4 horas, pasado este tiempo se escurrié el exceso de agua
de los sacos, hasta que ya no se observé goteo y se dejaron enfriar al ambiente.
El aserrin se colocd sobre una mesa de acero inoxidable, la cual fue previamente

limpiada, secada y desinfectada.
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Cuando el aserrin alcanzé aproximadamente 30 °C, fue introducido en las fundas
junto con el in6culo del hongo. En las fundas se introdujeron de manera aleatoria
el aserrin y el inéculo del hongo, hasta obtener un peso total de 300 gramos y una
relacion de 15% en peso de in6culo. Se utilizaron fundas plasticas de 17,78 x
25,40 cm (7 x 10 pulgadas). Las fundas se cerraron con cinta adhesiva. En cada

corrida se inocularon alrededor de 140 fundas.

2.6.1. DESARROLLO DEL MICELIO

Las fundas inoculadas se llevaron a la camara oscura donde estuvieron cerradas
hasta el tercer dia después de la siembra, en este dia con la ayuda de un bisturi
estéril se realizaron dos perforaciones de 2x2 cm en la parte superior de cada
funda, una a cada lado. La aireacién y humidificacién de la camara se realiz6
desde el primer dia de estancia de las fundas en la camara oscura. Para
mantener la humedad sobre el 80% y una temperatura entre 16 y 20 °C, se regd
la camara durante 3 minutos, por 2 ocasiones al dia. La aireacion se realizé al
mismo tiempo que el riego, para esto se encendieron los ventiladores por 5

minutos dos veces al dia (Barba, 1998, p. 57).

Las fundas permanecieron en la camara oscura hasta que el micelio se desarrolld
por completo, cubrié todo el aserrin, se dio la induccion y aparecieron los primeros
primordios. Las fundas que presentaron contaminaciones fueron retiradas de la

camara, esterilizadas y descartadas.

2.6.1.1. Induccion

Una vez que el micelio cubrié por completo el sustrato se retir6 la funda plastica
para favorecer el crecimiento de los cuerpos fructiferos. Una vez que fueron
removidas las fundas plasticas se sumergieron los bloques en agua durante dos
dias (Barba, 1998, p. 57).
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Para este procedimiento conocido como induccion, se utilizaron bandejas
plasticas previamente desinfectadas, que contenian agua a temperatura ambiente

hasta una altura aproximada de 5 cm.

El proceso de induccidén también se realizd6 después de la primera cosecha, para

inducir la aparicion de nuevos primordios.

2.6.1.2. Division de las fundas

Debido a que el crecimiento del hongo en las fundas fue disparejo, se dividi6 las
fundas en dos grupos de acuerdo al crecimiento presentado en cada una de ellas.

La divisiéon de las fundas se realiz6 en los dias cercanos al proceso de induccion,
debido a que en este periodo de tiempo fue mas facil identificar la adaptacion y
crecimiento del hongo. El parametro que se utilizé para realizar la division fue la
presencia o ausencia de pequefias protuberancias blancas, las cuales dieron

origen a los primordios.

El grupo 1 de fundas estuvo formado por aquellas fundas que antes del proceso
de induccion de cada corrida presentaron protuberancias blancas, y el grupo 2
estuvo formado por las fundas en las que no se observd presencia de dichas

protuberancias al mismo tiempo; si no dias después.

El grupo 1 de fundas, las fundas con protuberancias blancas, luego del proceso
de induccion se llevaron a la camara clara-oscura; mientras que las fundas del
grupo 2, permanecieron en la camara oscura bajo las mismas condiciones de
aireacion y riego, hasta que presentaron las protuberancias blancas y se siguio el

mismo procedimiento descrito para las fundas del grupo 1.



43

2.6.1.3. Descripcion de las cAmaras

En la Figura 2.2 se observa el esquema de las camaras en las que se realiz6 el
proceso de fermentacion del aserrin con el hongo Lentinus edodes. Las camaras
estuvieron provistas de un ventilador y tres aspersores en cada una. La camara
oscura consisti6 en un cuarto ubicado en un lugar oscuro y ademas estaba
cubierto por un plastico negro que no permitié el ingreso de la luz solar al interior
de la camara. La camara clara-oscura consistiéo en un cuarto ubicado en una zona
donde existia acceso a la luz solar y estuvo cubierta por un plastico trasparente

que permitio el ingreso de la luz.

AMA san ssan
AL Aes snae
AMA sad ssan

Figura 2.2. Esquema de las camaras donde se realiz6 el proceso de fermentacion

Ademas para controlar la temperatura y la humedad, en cada camara se contd
con un termoémetro de maxima y minima, y con un higrometro electronico

(Datalogger).
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2.6.2. FRUCTIFICACION

Las fundas con los primordios se llevaron a la camara clara-oscura, para con la
presencia de la luz solar, promover el crecimiento de los cuerpos fructiferos y
obtener el hongo. Se continud con el riego y la aireacion diaria, para mantener

condiciones de humedad superior al 80% y temperatura entre 16 y 20 °C.

Las fases de desarrollo del hongo Lentinus edodes desde la siembra en fundas

hasta las cosechas se pueden observar en el Anexo V.

2.6.3. MUESTREO Y OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS

Cada corrida de fermentaciéon se dividié en dos grupos en funcion del desarrollo
del micelio. El primer grupo correspondié a todas las fundas que presentaron
primordios entre los dias 17 y 25 segun la corrida analizada. El segundo grupo
correspondio a aquellas fundas que presentaron primordios entre los dias 40 y 55

segun el numero de corrida de fermentacion analizado.

Para cada grupo en cada corrida, desde el inicio del periodo de fermentacion
(siembra en fundas), hasta las cosechas de los hongos se muestrearon 2 fundas
diarias, 2 veces por semana. Se escogieron las fundas al azar, y se homogeniz6
su contenido. Para la determinaciéon de cada actividad enzimatica se pesaron 45 g
de sustrato fermentado homogenizado y se colocaron en un erlenmeyer de
250 mL de capacidad con 75 mL de la solucion buffer correspondiente a cada
ensayo. Se colocaron los erlenmeyers en el shaker por 30 minutos, el contenido
de cada erlenmeyer se filtré al vacio y se centrifugé a una velocidad de 1350xg.

En el extracto obtenido se determinaron las actividades enzimaticas.

Para determinar la absorbancia de los extractos se realizé una paralela para cada
ensayo de determinacién de las actividades celulolitica, ligninoperoxidasica vy
manganeso peroxidasica, es decir se obtuvo en total dos datos de absorbancia

para cada actividad por dia de ensayo.
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A partir de los datos promedio de absorbancia obtenidos para cada extracto, se
calcularon las actividades enzimaticas y se expresaron en Unidades
Internacionales. La férmula que se utilizé para el calculo de la actividad
enzimatica corresponde a la ecuacion 2.1 que se describié en el primer capitulo

de este trabajo.

A= excxl [2.1]

Los datos de absorbancia medidos para los extractos con actividad enzimatica
celulolitica, ligninoperoxidasica y manganeso peroxidasica para las tres corridas

de fermentacion se presentan en el Anexo VI.

2.6.4. DETERMINACION DE LA EFICIENCIA BIOLOGICA DEL Lentinus

edodes

Para la determinacion de la eficiencia bioldgica se utilizo el valor del porcentaje de
humedad del aserrin de maderas tropicales luego de la esterilizacion. Para
determinar el porcentaje de humedad del aserrin utilizado, se sigui6é el

procedimiento descrito en el Anexo VII.

Adicionalmente se pesaron los cuerpos fructiferos del hongo Lentinus edodes que

se cosecharon en cada corrida de fermentacion y se empled la ecuacion 2.2.

Peso total de hongos frescos

Eficiencia Biologica = x 100 [2.2]

Peso del sustrato seco

La eficiencia bioldgica se expres6 en porcentaje y representa el peso del hongo

fresco en gramos sobre el peso de aserrin seco.
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2.7. DETERMINACION DEL PERFIL DE ACTIVIDAD
CELULOLITICA DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS DE LA
FERMENTACION DE ASERRIN

La actividad celulolitica se determind segun el método de Miller (Ghose, 1987, p.
259). Se utilizd como sustrato una solucién de Carboximetilcelulosa al 2% en
buffer de citrato de sodio 0,05 M y pH de 4,8. Sobre 5 mL de esta solucién, se
agreg6é 0,5 mL de extracto enzimatico en un tubo de ensayo de 25 mL de
capacidad y se coloc6 en un bafio Maria a 50 °C, durante 30 minutos. Se agrego
3,0 mL de reactivo DNS y se colocaron tanto el blanco de reactivos, como el
blanco de muestra y las muestras de extractos en agua hirviendo por 5 minutos.
Para detener la reaccidén se enfriaron los tubos colocandolos bajo agua fria. Se
agregaron 20 mL de agua destilada y se mezclé el reaccionante con el agua

destilada.

Para preparar el blanco de reactivos se sustituyeron 0,5 mL de extracto
enzimatico por 0,5 mL de solucion buffer de citrato de sodio 0,05 M (pH 4,8). Para
corregir los azucares presentes en el extracto enzimatico y preparar las muestras

de blanco de muestra, después de agregar DNS se agregé el extracto enzimatico.

De todas las muestras y sus respectivos blancos, mas el blanco de reactivos, se
midi6 la absorbancia a 540 nm en un espectrofotbmetro. La concentracion de
azucares reductores se calculé mediante la ecuacién de regresion, cuyos datos se
obtuvieron de una curva patron con D-glucosa anhidra. El método de obtencion de

la curva de calibracion y los datos de la curva se presentan en el Anexo VIII.

La actividad enzimatica se reportd en Unidades Internacionales (Ul), la Ul se
define como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 ymol de sustrato por
minuto bajo las condiciones de la reaccion. Para cada corrida de fermentacion del
hongo Lentinus edodes la actividad se expres6 en Ul por gramos de materia seca
(Ul-g™ MS).
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El proceso de determinaciéon del perfil de actividad celulolitica de los extractos,
descrito en los parrafos anteriores, se observa en la Figura 2.3.

Buffer citrato de

sodio 0,05 M y Solucién Extracto enzimatico
pH 4,8 carboximetilcelulosa (solo en muestra de
extractos)
0> mt 0,5 mL i 0,5 mL

Blanco de muestra

Muestra de
Blanco de extractos
reactivos
0,5 mL (solo en
blanco de muestra)
Calentamiento
—>

(50 °C x 30 min)

DNS
5mL
Reaccion
(92 °C x 5 min)
Enfriamiento

Agua (T)

Agua
20 mL Destilada

Medicidon
absorbancia

540 nm

Figura 2.3. Diagrama de proceso para la determinacion del perfil de actividad celulolitica

de los extractos obtenidos de la fermentacion de aserrin
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El valor de actividad enzimatica celulolitica se obtuvo al seguir los pasos

indicados en el Anexo [X.

2.8. DETERMINACION DEL PERFIL DE ACTIVIDAD LIGNINO
PEROXIDASICA DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS DE LA
FERMENTACION DE ASERRIN

La actividad lignino peroxidasica fue medida espectrofotométricamente (Tien y
Kirk, 1983, pp. 2281; Villa, 2007, p. 41). En un tubo de ensayo con rosca de 10
mL de capacidad se colocaron: 1 mM de una solucién de tartrato de sodio con pH
de 3,0, 0,5 mL del extracto enzimatico, 2 mM de alcohol veratrilico, 0,1% de
Tween 80 y 4 mM de peréxido de hidrégeno. El volumen final fue de 10 mL y la
mezcla contenida en los tubos se dejé reaccionar en un bafio Maria a 30 °C por

60 minutos.

Se prepard un blanco de muestra sin adicionar peréxido de hidrégeno. Para el
blanco de reactivos, el blanco de muestra y las respectivas muestras de extractos
se leyd la absorbancia a 310 nm. La actividad enzimatica se reporté en Unidades
Internacionales (Ul), la Ul se define como la cantidad de enzima necesaria para
oxidar 1 pmol de sustrato por minuto bajo las condiciones de la reaccion. La
actividad se expresé en Ul por gramos de materia seca (Ul-g™' MS) para cada una

de las corridas de fermentacion.

En la Figura 2.4, se observa el esquema para el proceso de determinacion del
perfil de actividad lignino peroxidasica de los extractos descrito en los parrafos

anteriores.

Para la determinacidén del periodo de mayor generacion de la actividad lignino
peroxidasica, se analizaron los valores de generacidon de la actividad lignino

peroxidasica durante las diferentes fases de crecimiento del hongo, desde el dia



49

de la siembra hasta las cosechas, y se lograron determinar los valores maximos

de generacion de la enzima.

e 2 mM alcohol veratrilico
¢ 0,1% Tween 80

o 4 mM H,0,(excepto en blanco de muestra)

Buffer tartrato de sodio Extracto
1mMypH3,0 enzimatico
9,9 mL 9,4mL | 0,5mL

Blanco de

reactivos Blanco de muestra

Muestra de extractos

Reaccion
(30 °C x 60 min)

Enfriamiento
Agua (T,)

Medicidon absorbancia
310 nm

Figura 2.4. Diagrama de proceso para la determinacion del perfil de actividad lignino

peroxidasica de los extractos obtenidos de la fermentacion de aserrin
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El valor de actividad enzimatica lignino peroxidasica se obtuvo al seguir los pasos

indicados en el Anexo X.

2.9. DETERMINACION DEL PERFIL DE ACTIVIDAD
MANGANESO PEROXIDASICA DE LOS EXTRACTOS
OBTENIDOS DE LA FERMENTACION DE ASERRIN

La actividad manganeso peroxidasica se determindé mediante el procedimiento
espectrofotométrico basado en (Lopes, Teixeira, Numes, y Durrant, 2009, p. 820;
Montoya, 2008, p. 40). En un tubo de ensayo con rosca de 10 mL se colocé: 0,1
mL de buffer acetato de sodio (pH 4,5), 0,05 mL de una solucién de 2 nM de
MnSOQy, 0,2 mL de una solucién de albumina al 0,5% y 0,05 mL de una solucion 2
mM de H,O, en buffer fosfato de sodio 0,2 M (pH 8,0). La mezcla se dej6
reaccionar a 30 °C por 10 minutos en un bafo Maria. Se afiadieron 0,04 mL de
una solucién NaOH 2N y se detuvo la reaccién. Cada muestra fue preparada con
su respectivo blanco de muestra, al cual no se le anadio la solucion de peroxido

de hidroégeno.

Para los blancos y sus respectivas muestras se ley6 la absorbancia a 610 nm. La
actividad enzimatica se reporté en Unidades Internacionales (Ul), donde la Ul es
la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 ymol de sustrato por minuto bajo
las condiciones de la reacciéon. La actividad se expresé en Ul por gramos de

materia seca (Ul-g” MS) para cada corrida.

Para la determinacion del periodo de mayor generaciéon de la actividad
manganeso peroxidasica, se analizaron los valores de generacion de la actividad
manganeso peroxidasica durante las diferentes fases de crecimiento del hongo
desde el dia de la siembra, hasta las cosechas, y se lograron determinar los

valores maximos de generacion de la enzima.
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En la Figura 2.5, se observa el esquema para el proceso de determinacion del
perfil de actividad manganeso peroxidasica de los extractos descrito en los

parrafos anteriores.

El valor de actividad enzimatica manganeso peroxidasica se obtuvo al seguir los

pasos indicados en el Anexo XI.

e 0,1 mL buffer acetato de sodio pH 4,5

e 0,05 mL sol. 2nM de MnSQO,

e 0,2 mL sol. albumina al 0,5%

¢ 0,1 mL sol. Rojo fenol

® 0,5 mL de buffer acetato de sodio (solo en blanco de reactivos)

e 0,05 mL sol. 2mM de H,0;(excepto en blanco de muestra)

Extracto enzimatico
\L 0.5 mL (excepto en blanco de
’

reactivos)

0,5mL

Blanco de reactivos
Blanco de muestra
Muestra de extractos

Reaccion

(30 °C x 10 min)

Enfriamiento
Agua (T,)

Sol. NaOH
0,04mL | 2N

Medicidon
absorbancia

610 nm

Figura 2.5. Diagrama de proceso para la determinacion del perfil de actividad manganeso

peroxidasica de los extractos obtenidos de la fermentacion de aserrin
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2.10. ANALISIS GLOBAL DE LA GENERACION DE ENZIMAS
CELULOLITICA LIGNINO PEROXIDASICA Y MANGANESO
PEROXIDASICA

Para el analisis estadistico de los resultados de actividad enzimatica celulolitica,
lignino peroxidasica y manganeso peroxidasica, se utilizd el programa
Statgraphics. Se realiz6 un analisis de varianza de la actividad enzimatica con un
nivel de significancia del 95%. Se compararon las actividades enzimaticas para 5
dias especificos asociados al crecimiento del hongo Lentinus edodes obtenidos

en las tres corridas de fermentacion realizadas. Los dias de analisis fueron:

El dia inicial

e Dia de completa poblacion del micelio en el sustrato
e Dia de primera cosecha

e Dia de post. induccion

 Ultimo dia de corrida (dia de segunda cosecha)

Adicionalmente, con los valores promedio de actividad enzimatica, se obtuvo un
grafico global de la generacion de actividad enzimatica asociada a las etapas del
crecimiento del hongo Lentinus edodes. Las etapas empleadas como eje X del

grafico fueron:

e Inoculacién o siembra

e Finalizacion de la fase de adaptacion
e Cobertura del micelio en el sustrato
e Post. induccién 1

e Primera cosecha

e Induccién 2

e Post. induccién 2

e Aparicién de segundos primordios

e Segunda cosecha
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Las tablas de datos y el procedimiento seguido para la obtencién de dichas curvas

se observa en el Anexo XII.

2.11. EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE LOS EXTRACTOS
ENZIMATICOS

Para evaluar la estabilidad de los extractos enzimaticos con actividad enzimatica
celulolitica, se prepar6 una muestra compuesta formada por los extractos
obtenidos en los dias 45 y 49 de la tercera corrida de fermentacién del hongo
Lentinus edodes. En los dias 45 y 49 a mas del extracto necesario para el analisis
de la variaciéon de actividad enzimatica de los extractos, se extrajo un mayor
volumen de extracto para lo cual se selecciond una funda mas de aserrin
fermentado cada dia. Los dos dias se pesaron 45 g de sustrato fermentado y se
colocaron en un erlenmeyer de 250 mL con 75 mL de la solucion buffer
correspondiente a cada ensayo. Se colocaron los erlenmeyer en el shaker por 30
minutos, el contenido de cada erlenmeyer se filtr6 al vacio y se centrifugd a una
velocidad de 1350 x g.

La cantidad aproximada de extracto con actividad enzimatica obtenida de cada
erlenmeyer fue de 25 mL. El dia 45 se obtuvieron 48 mL de extracto y el dia 49 se
obtuvieron 95 mL, las dos partes de extracto se mezclaron, y se obtuvo un
volumen total aproximado de 140 mL de extracto con actividad enzimatica

celulolitica.

El volumen total de extracto compuesto bien mezclado fue distribuido en tubos de
vidrio de 10 mL de capacidad, en cada tubo se colocaron 3 mL del extracto. Se
elaboro6 un total de 45 tubos para el analisis de estabilidad enzimatica celulolitica.
Los 45 tubos con extracto compuesto con actividad enzimatica celulolitica fueron
distribuidos de la siguiente manera, 15 tubos se colocaron a temperatura

ambiente promedio de (15,5 °C), 15 tubos se colocaron a temperatura de
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refrigeracion (3 °C) y los otros 15 se colocaron a temperatura de congelacién
(-14 °C).

Para evaluar la estabilidad de los extractos enzimaticos con actividad enzimatica
manganeso peroxidasica, de igual manera, se preparé una muestra compuesta de
los extractos obtenidos los dias 17 y 21 de la tercera corrida de fermentacién del
hongo Lentinus edodes. El procedimiento seguido fue exactamente igual al
descrito en el parrafo anterior para el analisis de los extractos con actividad
enzimatica celulolitica. El dia 17 se obtuvieron 46 mL de extracto con actividad
enzimatica manganeso peroxidasica y el dia 21 se obtuvieron 98 mL de extracto
con actividad enzimatica manganeso peroxidasica; el volumen total que se
repartié en los tubos fue de 138 mL aproximadamente. De igual manera con el
volumen de extracto total, bien mezclado, se elaboraron un total de 45 tubos para
el analisis de estabilidad enzimatica manganeso peroxidasica, cada tubo con un
contenido de 3 mL de extracto. Los 45 tubos con extracto compuesto con
actividad enzimatica manganeso peroxidasica fueron distribuidos de la siguiente
manera, 15 tubos se colocaron a temperatura ambiente promedio de (15,5 °C), 15
tubos se colocaron a temperatura de refrigeracion (3 °C) y los otros 15 tubos se

colocaron a temperatura de congelacién (-14 °C).

Cada 2 dias se realizd el andlisis de la estabilidad de las enzimas, para esto se
dejaron los tubos a temperatura ambiente hasta que se descongeld su contenido
y se filtrd, luego se siguid el procedimiento descrito en los subcapitulos 2.7, 2.8 y
2.9 de este proyecto, con lo cual se determiné la absorbancia de los extractos
almacenados a diferentes temperaturas. Este procedimiento se realiz6 por 30

dias.

Para determinar la estabilidad enzimatica de los extractos, se siguié el mismo
procedimiento de determinacién de los perfiles de actividad enzimatica, por lo
tanto, se obtuvieron dos valores de absorbancia por cada muestra analizada y
para el calculo de la actividad enzimatica se obtuvo la media de dichos valores. La
actividad enzimatica se reporté en Unidades Internacionales (Ul), donde la Ul es

la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 pmol de sustrato por minuto bajo
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las condiciones de la reaccion. Para cada temperatura de almacenamiento se
reportd la actividad en Ul por gramos de materia seca (Ul-g" MS). Ademas el
parametro utilizado para el analisis de estabilidad enzimatica celulolitica y
manganeso peroxidasica fue el tiempo de vida media o tsp; es decir que se calculd
el tiempo que se demor6 en perder el 50% de la actividad enzimatica inicial, para

esto se utiliz6 la ecuacion 2.3.

Uly—=Ul
tso = ——2 [2.3]

Donde:
Ulf = Concentracidon enzimatica final
Ul, = Concentracion enzimatica inicial

k = Constante de degradacién enzimatica

No se realiz6 el analisis de estabilidad de los extractos con actividad
ligninoperoxidasica ya que como se observara en el siguiente capitulo los datos
presentados para la actividad ligninoperoxidasica fueron casi nulos para las tres

corridas de fermentacion del hongo Lentinus edodes.

Para determinar la estabilidad de los extractos, se emplearon 2 modelos
matematicos: cinética de degradacién de orden cero y cinética de degradacion de
orden uno; que segun lo expresado por Labuza y Riboh (1982) los 6rdenes cero y
uno son los que se producen en la mayoria de procesos relacionados con la

estabilidad de sustancias contenidas en sustratos liquidos (p. 70).

Para el modelo de degradacion de orden cero; expresado en la ecuacion 2.4 se

tuvo:
Ul = Uly — kt [2.4]
Donde:

Uls = Concentracidon enzimatica final

Ul, = Concentracion enzimatica inicial
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k = Constante de degradacion enzimatica

Se grafiaron los datos de Ul con el tiempo; y se encontrd la ecuacion de la recta y

el coeficiente de regresion.
Para el modelo de degradacién de orden uno se utilizé la ecuacion 2.5.

In(UI;) = In(UI,) — kt [2.5]

Donde:
Ulf = Concentracidon enzimatica final
Ul, = Concentracion enzimatica inicial

k = Constante de degradacion enzimatica

Se grafiaron los datos de In(Ul) con el tiempo; y se encontrd la ecuacion de la

recta y el coeficiente de regresion.

Para los 2 modelos cinéticos, se determiné la influencia de la temperatura en la

constante de degradacién segun la ecuacién de Arrhenius.

—-Ea

k= k, err [2.6]

Con los datos obtenidos de la constante de degradacion enzimatica a cada
temperatura, se obtuvo una ecuacién de recta por regresion lineal a partir de la
grafica del In (k) versus el inverso de la temperatura (1/T) expresado en grados

Kelvin.

Los calculos realizados para estos analisis se muestran en el Anexo Xl y XIV.



o7

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CARACTERIZACION QUIMICA DEL ASERRIN TROPICAL
UTILIZADO EN LA FERMENTACION

Los resultados de la caracterizacion quimica del aserrin tropical sin fermentar y
después de los distintos periodos de fermentacion se presentan en el Anexo XV.
Estos resultados se obtuvieron en el laboratorio de Pulpa y Papel de la Escuela

Politécnica Nacional y fueron reportados en base seca.

En la Tabla 3.1 se presentan los resultados de los porcentajes de celulosa,
lignina, agua, ceras, grasas, resinas y otros, en base humeda, obtenidos a partir

de los datos del Anexo XV.

Tabla 3.1. Datos de la caracterizacién quimica del aserrin original y después de las

cosechas del hongo Lentinus edodes en base himeda

Humedad | Resinas, ceras Total
Muestra Celulosa (%) | Lignina (%) | Otros (%)
(%) y grasas (%) (%)
A i iginal EE EE
serrin origina 6,5340,14 2,82*0,17 54,0*7**0,54 22.8640,14 | 13,7140,60 100
Aserrin fermentado 1°*
+
7,88:0,14 | 04022 | 55 10:061 | 21,6240,04 | 13,75:0,66 | 100
cosecha grupo 1 *k
Aserrin fermentado 2%
4,34+0,07 49,49+0,72
ansedre O3 Grpo 1 8,50+0,03 sk - 20,44+0,37 | 17,23+0,82 100
Aserrin fermentado 1°*
+i +
4,76+0,06 3,8420,19 47,81£1,48 19,79+0,08 | 23,80+1,50 100
cosecha grupo 2 *k *k

%+ 0 (n=2,n*=7,n** =4, n*** = 6)

Como se observa en la Tabla 3.1, el aserrin tropical utilizado como sustrato tuvo
54,07% de celulosa y un 22,86% de lignina. Estos porcentajes de celulosa y
lignina son altos comparados con otros residuos ligninoceluldésicos como la paja
de trigo, arroz, hojas, pasto, entre otros, cuyos porcentajes de celulosa y lignina

se encuentran entre 25-35 % y 12-18% respectivamente (Sun y Cheng, 2001, p.
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5); es por esto que se seleccion6 este aserrin como sustrato para el desarrollo del
hongo Lentinus edodes, ya que es un material de desecho con un alto contenido

ligninoceluldsico.

También se puede observar que el contenido de celulosa y lignina disminuyd
conforme el aserrin tuvo un mayor tiempo de fermentacion. El aserrin original tuvo
un valor de 54,07% de celulosa, el aserrin fermentado de primera cosecha del
grupo 1 presentd un valor de 52,10%, el aserrin fermentado al tiempo de segunda
cosecha tuvo 49,49% vy el aserrin fermentado de primera cosecha del grupo 2
tuvo un valor de 47,81% de celulosa. Entonces, se notd que mientras mas dias de

fermentacion tiene el aserrin, el contenido de celulosa del aserrin es menor.

El contenido original de lignina es de 22,86%, el contenido para la primera
cosecha del grupo 1 fue de 21,62%, para la segunda cosecha del grupo 1 fue de
20,44% vy el contenido de lignina después de la primera cosecha del grupo 2 fue
de 19,79%. Por lo tanto, se observé que al igual que el contenido de celulosa, el
contenido de lignina fue menor mientras mayor fue el tiempo de fermentacion del

aserrin.

La disminucion del contenido de celulosa y lignina probablemente se dio ya que
el hongo crecio y se desarrollo, y para esto se alimenté de todos los nutrientes
contenidos en el aserrin, pero en especial de la celulosa (Miller y Jong, 1987, p.
424).

El contenido de resinas, grasas y ceras del aserrin original fue menor al contenido
de los mismos compuestos para el aserrin fermentado en los diferentes tiempos
de analisis, esto se observa debido a que por lo general los hongos no se
alimentan de estos compuestos y conforme se da el proceso de fermentacion, las

resinas, grasas y ceras se concentran.

Se observa que el porcentaje de otros compuestos contenidos en el aserrin de
maderas tropicales segun lo expresado por Grant (1996) serian taninos, materias

vegetales y compuestos carbohidratados (p. 35). El porcentaje de los otros
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constituyentes de la madera también esta tabulado en la Tabla 3.1 y como se
puede observar, el contenido de estos componentes aumenta. ElI fendmeno
observado puede deberse a que al disminuir el contenido de celulosa y lignina del

aserrin, los demas componentes se concentran.

3.2. PERIODOS DE DESARROLLO Y EFICIENCIA BIOLOGICA
DEL HONGO Lentinus edodes EN ASERRIN TROPICAL

En la Tabla 3.2 se muestran los periodos de crecimiento y cosecha del hongo
Lentinus edodes para las tres corridas. Como se puede observar, se especifican
los periodos de crecimiento del hongo Lentinus edodes, se tiene la fase de
desarrollo del micelio que inici6 una vez que se inocul6 el sustrato (aserrin) y
finaliz6 cuando el micelio del hongo cubri6 por completo el aserrin; en este
momento comenzé la etapa de fructificacion, la cual termin6 el ultimo dia de
fermentacion. No se tuvo segunda cosecha del grupo 2, por eso no se tabulé este

valor.

La etapa de desarrollo del micelio dur6 practicamente el mismo tiempo para cada
corrida, el valor inicial fue de 25 dias para la primera corrida, para la segunda
corrida dur6 20 dias y finalmente para la tercera corrida esta etapa tuvo un

periodo de 17 dias.

La etapa de fructificacion para el grupo 1 tuvo una duracion de 40 dias para la
primera corrida y de 32 dias para las corridas segunda y tercera. El tiempo de
fructificacion para el grupo 2 durd 38 dias para la primera corrida, 48 dias para la
segunda corrida y 46 dias para la tercera corrida. Los periodos de fructificacion
para el grupo 2 fueron mayores que los obtenidos por el grupo 1, esta diferencia
concuerda con lo esperado ya que debido al crecimiento disparejo en las fundas
desde la etapa de desarrollo del micelio se dividieron las fundas en grupos; siendo

las fundas del grupo 2 las que se desarrollaron mas lentamente.
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Tabla 3.2. Periodos de las etapas de crecimiento y cosechas del hongo Lentinus edodes

para las tres corridas de fermentacion

Tiempo (dias)
Primera Corrida Segunda Corrida Tercera Corrida
Parametro
Grupo 1 | Grupo2 | Grupo 1 | Grupo 2 | Grupo 1 | Grupo 2

Desarrollo del Micelio 1-25 1-25 1-20 1-20 1-17 1-17
Fructificacion 25-69 25-63 20-52 20-69 17-49 17-63

Primera Cosecha 41 49 31 59 28 56

Segunda Cosecha 69 52 45

Segun los resultados obtenidos por Barba (1998) quien realizd estudios de
fructificacion del hongo Lentinus edodes en diferentes sustratos, obtuvo un
periodo de crecimiento del micelio de 2 meses y un periodo de fructificacion de 2
meses, en total se necesitaron alrededor de 120 dias para obtener los cuerpos
fructiferos; resultados que duplican los periodos obtenidos para llegar a cosechar

los hongos en el presente estudio (p. 60).

Los valores correspondientes a los dias de cosecha en este trabajo fueron los
dias 31 y 59, y estos son comparables con los dias de cosecha obtenidos por
Curvetto, Figlas, Gonzalez y Delmastro (2004) quienes al cultivar los hongos
Lentinus edodes en cascaras de semilla de girasol obtuvieron las cosechas al dia
35y al dia 55 (p. 131). Al realizar esta comparacion se podria inferir que el tipo de

sustrato no influiria en los dias de cosecha.

Royse (2001), al sembrar Lentinus edodes en bolsas de aserrin de 1-3 kg tuvo de
20 a 25 dias para el desarrollo del micelio, 4 semanas para el aparecimiento de
los primordios y entre 9 y 11 dias para la cosecha de los cuerpos fructiferos; en
total tuvo alrededor de 64 dias para el completo desarrollo del hongo Lentinus

edodes (p. 6). Al comparar los resultados de Royse con los obtenidos en este
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proyecto, se observé que los periodos de desarrollo del hongo Lentinus edodes
en fundas con 300 g de aserrin se encontraron dentro de los rangos de tiempo
esperados segun lo sefiala este autor y por lo tanto, se puede decir que el tamafio

de las fundas pareceria no influir en estas variables.

En la Tabla 3.3 se presentan los valores del promedio de peso fresco del hongo y
del promedio de la eficiencia biol6gica obtenidos durante las cosechas de las tres

corridas de fermentacion del hongo Lentinus edodes.

Tabla 3.3. Datos promedio del peso del hongo fresco y de la eficiencia bioldgica promedio
del hongo Lentinus edodes para las cosechas del grupo 1y 2 de las tres corridas de

fermentacidén

Primera Corrida Segunda Corrida Tercera Corrida

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2

Peso

. 40,3+10,8 | 56,3+6,7 | 382+9,1 | 44,6+8,8 | 163+4,2 | 54,0+13,9
promedio

hongo fresco

(2) n==6 n=3 n=>5 n=>5 n=4 n=>5
Eficiencia
Biolégica 14,1 £5,8 | 24,6+49 14,1 £3,2 17,0+£3,2 6,5+£2,0 |41,0+139
Promedio
(%) n==~6 n=3 n=>5 n=>5 n=4 n=>5
XxXt+o

Como se observa, el peso promedio de hongo fresco tiene un valor minimo de
16,3 g, el cual se dio en la tercera corrida de fermentacion para la cosecha del
grupo 1 y el maximo valor promedio de peso fresco del hongo se tuvo en la

cosecha del grupo 2.

Los valores de eficiencia biolégica promedio se encuentran entre 6,5 y 41%. Al

comparar los valores promedio de eficiencia bioldgica entre los grupos 1y 2, se
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obtuvo que los valores de eficiencia biolégica promedio, fueron mayores para la

cosecha del grupo 2 en las tres corridas de fermentacion.

La eficiencia bioldgica maxima obtenida en el presente estudio fue de 41,0
13,9%, valores que estan dentro de los rangos reportados por otros estudios; asi
los valores de eficiencia biolégica reportados por Carrién (2000) fueron de 35,9 £
8,6% (p. 55). Otro dato que coincide con este rango de valores de eficiencia
bioldgica es el obtenido por Israilides y Philippoussis (2003) el cual fue de 50%,
quienes mencionan que el desarrollo de los cuerpos fructiferos se ve fuertemente
influenciado por la relacién Carbono-Nitrdgeno, parametro que en el presente
trabajo no fue controlado (p. 254). Finalmente, otro valor que se encontré dentro
del rango de valores de eficiencia biologica obtenido en este trabajo, fue el
resultado de Curvetto et. al (2004) quien obtuvo un valor 46% de eficiencia

bioldgica al sembrar Lentinus edodes en semillas de girasol (p. 131).

3.3. DETERMINACION DEL PERFIL DE LA ACTIVIDAD
ENZIMATICA CELULOLITICA, LIGNINO PEROXIDASICA Y
MANGANESO PEROXIDASICA DEL HONGO Lentinus edodes
EN ASERRIN TROPICAL

Los datos de actividad enzimatica se expresaron en Unidades internacionales
(UI), las cuales se definen como un pymol de producto generado o de sustrato
oxidado por minuto y por gramos de aserrin tropical seco. Los valores de actividad
enzimatica fueron calculados a partir de los datos de variacion de la absorbancia

respecto al tiempo.

Para la determinacion del perfil de generacion de actividad de las enzimas
celulolitica, lignino peroxidasica y manganeso peroxidasica, se analizaron las tres
corridas de fermentacion del hongo Lentinus edodes en aserrin tropical. Los datos

de absorbancia medidos para las tres corridas se tabularon en el Anexo VI.
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3.3.1.DETERMINACION DEL PERFIL DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
CELULOLITICA DEL HONGO Lentinus edodes EN ASERRIN TROPICAL

En la Tabla 3.4, 3.5 y 3.6 se tabulan los valores de Ul calculados para la actividad
enzimatica celulolitica del hongo Lentinus edodes para la primera, segunda y

tercera corrida de fermentacién respectivamente.

Como se observa en la Tabla 3.4, los valores de actividad enzimatica son iguales
para la primera cosecha del grupo 1y para la primera cosecha del grupo 2, desde
el inicio de la fermentacion hasta el dia 39. A partir del dia 41 los datos variaron;
pero, la tendencia tanto para el grupo 1 y el grupo 2 fue parecida durante la

primera corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes.
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Tabla 3.4. Datos de variacion de la actividad enzimatica celulolitica con el tiempo para la

primera corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

Ul UI Promedio
Dia
Grupol | Grupol _‘ Grupo 1 -‘

0 | 0192 0,103 0,192 0,103 | 0,147+0,063 | 0,147 +0,063

3 0,088 0,067 _ 0,077 £0,014 _

7 | 0,060 0,034 0,060 0,034 | 0,047+0,018 | 0,047 +0,018
11 | 0,030 0,060 _I 0,045 + 0,022 -I
14 | 0,050 0,117 0,050 0,117 | 0,083+0,047 | 0,083 + 0,047
18 | 0,069 0,101 _I 0,085 + 0,023 -I
21 | 0,086 0,180 0,086 0,180 | 0,133+0,066 | 0,133 + 0,066
25 | 0,150 0,142 _I 0,146 % 0,005 -I
28 | 0,038 0,054 0,038 0,054 | 0,046+0,011 | 0,046+ 0,011
32 | 0051 0,035 _I 0,043 + 0,011 -I
35 | 0,031 0,082 0,031 0,082 | 0,056+0,036 | 0,056+ 0,036
39 | 0,077 0,110 _I 0,093 + 0,024 -I
41 | 0224 0,108 0,125 0,106 | 0,166=0,082 | 0,115+0,014
46 | 0,101 0,129 _I 0,115 + 0,020 _I
49 | 0,088 0,097 0,237 0,213 | 0,092+0,007 | 0,225+ 0,017
53 | 0,143 0,307 0,225+0,116
63 | 0,103 0,071 0,156 0,162 | 0,087+0,023 | 0,159 + 0,004
67 | 0,138 0,109 _I 0,124 + 0,020 -I
69 | 0,240 0,251 0,246 % 0,008

X+tom=2)

En la Tabla 3.5 se observa que los valores de actividad enzimatica son iguales

para el grupo 1y para el grupo 2, desde el inicio de la fermentacion hasta el dia

31.
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Tabla 3.5. Datos de variacion de la actividad enzimatica celulolitica con el tiempo para la

segunda corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

Ul Ul Promedio '
Dia
Grupol Grupol i Grupo 1 i
0 0,076 0,348 0,076 0,348 | 0,212+0,192 | 0,212 0,192
3 0,099 0,053 ; 0,076 £ 0,033 ;
6 0,103 0,141 0,103 0,141 | 0,122+0,027 | 0,122 + 0,027
10 0,108 0,091 ; 0,100 £ 0,012 ;
13 0,156 0,073 0,156 0,073 | 0,115+0,059 | 0,115 + 0,059
17 0,151 0,105 _ 0,128 + 0,032 -
20 | 0,140 0,129 0,140 0,129 | 0,134 +0,007 | 0,134 + 0,007
24 0,101 0,098 _ 0,099 + 0,002 -
27 | 0,088 0,096 0,088 0,096 | 0,092 + 0,006 | 0,092 + 0,006
31 0,134 0,217 _ 0,175 £ 0,059 -
34 | 0,09 0,093 0,084 0,122 | 0,096 + 0,004 | 0,103 + 0,027
38 | 0,140 0,106 _ 0,123 £ 0,024 -
41 0,077 0,087 0,118 0,093 | 0,082 +0,007 | 0,105+ 0,017
45 0,078 0,076 _ 0,077 £ 0,001 -
48 | 0,181 0,129 0,135 0,137 | 0,155+0,037 | 0,136+ 0,002
52 0,187 0,194 _ 0,191 % 0,005 -
55 0,264 0,265 0,264 £ 0,001
® [ odvs | oa15 | | 04132 0,005
62 0,349 0,302 0,325 + 0,033
: o o | o
69 0,341 0,369 0,355 + 0,019
Xxtom=2)

En la Tabla 3.6 se observa que los valores de actividad enzimatica son iguales

para el grupo 1y para el grupo 2, desde el inicio de la fermentacion hasta el dia

21.
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Tabla 3.6. Datos de variacion de la actividad enzimatica celulolitica con el tiempo para la

tercera corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

Dia
Grupol
0 0,302
3 0,343
7 0,051
10 0,045
14 0,039
17 0,163
21 0,071
24 0,059
28 0,177
31 0,115
35 0,128
38 0,150
42 0,096
45 0,110
49 0,218
52
56
59
63
X+tom=2)

Grupol

0,321
0,117
0,048
0,044
0,048
0,179
0,064
0,047
0,184
0,128
0,108
0,145
0,087
0,119
0,165

Ul

Grupo2

0,302
0,343
0,051
0,045
0,039
0,163
0,071
0,176
0,158
0,191
0,169
0,115
0,105
0,229
0,184
0,463
0,657
0,316
0,503

Grupo2

0,321
0,117
0,048
0,044
0,048
0,179
0,064
0,189
0,178
0,193
0,154
0,111
0,084
0,364
0,151
0,438
0,674
0,310
0,497

UI Promedio

Grupo 1

0,311+ 0,013
0,230 £ 0,160
0,049 + 0,002
0,044 + 0,001
0,043 % 0,006
0,171+ 0,011
0,068 % 0,005
0,053 % 0,009
0,180 + 0,005
0,121 + 0,009
0,118+ 0,014
0,147 + 0,004
0,091 + 0,006
0,115 + 0,006
0,192 % 0,037

Grupo 2

0,311+ 0,013
0,230 + 0,160
0,049 + 0,002
0,044 + 0,001
0,043 % 0,006
0,171+ 0,011
0,068 % 0,005
0,183 % 0,009
0,168 + 0,014
0,192 + 0,001
0,161+ 0,010
0,113 + 0,002
0,094 + 0,015
0,297 + 0,096
0,167 + 0,023
0,451+ 0,018
0,666 % 0,011
0,313 % 0,005
0,500 % 0,004

En la Figura 3.1 se presentan los datos de actividad enzimatica celulolitica (Ul) en

funcién del tiempo, para las tres corridas de fermentacion del hongo Lentinus

edodes. Para la primera corrida se tuvieron cuatro picos que coincidieron con las

etapas de crecimiento en las cuales se esperaba tener mayor actividad enzimatica

celulolitica, debido a que esta enzimas son metabolitos primarios (Singhania,

2009, p. 375). El primer pico se dio el dia 25, dia en el cual el micelio habia
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cubierto todo el sustrato, el segundo pico se tuvo el dia de la primera cosecha (dia
41), el tercer pico se presentd en el dia 53 y fue el dia después de la segunda
induccién y el cuarto pico se presentd el ultimo dia de fermentacion de esta
corrida (dia 69). Los valores de dichos picos se observan en las tablas 3.4, 3.5y

3.6 respectivamente.
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Figura 3.1. Variacion de la actividad enzimatica celulolitica con el tiempo para las tres

corridas de fermentacion del hongo Lentinus edodes del grupo 1

En la Figura 3.1 se observa que los datos de actividad enzimatica de la segunda
corrida presentaron varios picos; sin embargo cuatro fueron los mas importantes:
el pico correspondiente al dia de en el que el micelio cubrié todo el sustrato (dia
20), el dia de primera cosecha (dia 31), el dia de aparecimiento de primordios o

fortificacion del micelio, el cual se dio después del proceso de induccion (dia 38) y
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el pico correspondiente al ultimo dia de fermentacion de la segunda corrida. Estos
picos presentaron, valores de 0,134 UIl, 0,175 UIl, 0,123 Ul y 0,191 Ul

respectivamente.

También en esta figura se tiene la grafica de la tercera corrida, cuyos picos se
presentaron en los dias 17, 28, 38 y 49 y tuvieron la misma correspondencia con
el crecimiento del hongo, descrita para la primera y segunda corrida. Los valores
de actividad enzimatica de estos picos fueron: 0,171 Ul, 0,180 Ul, 0,147 Ul y

0,192 Ul respectivamente.

En la Figura 3.2 se presentan los datos de variacion de actividad enzimatica en
funcidén del tiempo para el grupo 2 en las tres corridas de fermentacion. Se
observa que la actividad enzimatica en el dia cero fue mayor que el primer pico en
todas las corridas; y en la segunda y tercera corrida fue mayor que el valor de
todos los picos de estas corridas; solo en la primera corrida la actividad en los
dias 51 y 69 fueron mayores a la inicial. EI fenébmeno anteriormente descrito
podria deberse a las enzimas se generaron durante la obtencion del in6culo en

los frascos con trigo.

El maximo pico se presento el dia 49 con un valor de 0,225 Ul y correspondi6 al

dia de la primera cosecha del grupo 2.

Para la segunda corrida se tuvo menos picos que sus correspondientes del grupo
1; sin embargo, los valores de actividad enzimatica fueron mucho mas altos que
los valores de actividad enzimatica obtenidos para el grupo 1. La diferencia fue
notable a partir del dia 52, dia en el que para el grupo 1 se alcanzé un valor de
0,191 Ul y para el grupo 2 se tuvo un valor de 0,234 Ul, con lo que se obtuvo una
diferencia de 0,043 Ul. El pico mas importante se presenté en el dia 59 con un
valor de 0,413 Ul, dia en el que coincide con la primera cosecha del grupo 2. Este

valor difiri6 del maximo valor alcanzado para el grupo 1 en 0,222 Ul.

La tercera corrida del grupo 2 present6 un mayor numero de picos que los que se

presentaron en la tercera corrida del grupo 1 y también un mayor numero de picos
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que para la primera y segunda corrida. Los valores de actividad enzimatica
celulolitica mas altos se presentaron durante esta corrida. En el dia de primera
cosecha del grupo 2 (dia 56), se presentd el maximo valor de actividad enzimatica

alcanzado y fue de 0,666 UlI.
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Figura 3.2. Variacién de la actividad enzimatica celulolitica con el tiempo para las tres

corridas de fermentacion del hongo Lentinus edodes del grupo 2

Al igual que en el grupo 1, se tuvo que en el dia cero hasta el dia 45
aproximadamente, la actividad enzimatica fue alta y mayor que los picos que se
presentaron en las tres corridas. Sin embargo, a diferencia del grupo 1, en este
caso en las tres corridas se observa un pico con mayor actividad enzimatica que
la inicial, en los dias 49, 59 y 56 en la primera, segunda y tercera corrida

respectivamente.
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Estas variaciones de la produccién enzimatica, para los dos grupos, podrian
deberse a que el hongo Lentinus edodes produce enzimas celuloliticas desde que
inicia el proceso de fermentacion, sin embargo la maxima generaciéon de enzimas
celuloliticas se da una vez que el micelio crece y pobla todo el sustrato; es decir,
después del periodo de incubacion, el cual comprende una fase inicial de

adaptacion y el desarrollo miceliar (Béguin y Lemaire, 1996, p. 208).

La actividad enzimatica celulolitica analizada para las tres cosechas, se relaciona
con el modo de accion de las enzimas celuloliticas; la enzima endoglucanasa
produce una disminucion sobre el grado de polimerizacion de la celulosa en las
secciones amorfas, lo cual debié haberse dado en los primeros dias de
fermentacion de todas las corridas y es por esto que, se tiene actividad enzimatica
celulolitica en los primeros dias de fermentacion de las corridas. La produccion de
la enzima endoglucanasa tiende a disminuir en los dias cercanos al aparecimiento
de los primordios. En cambio; en las etapas de aparecimiento de los primordios y
fructificacion, la enzima celulolitica que se produce es la exoglucanasa, ya que
esta enzima actua sobre el extremo no reductor liberado de la molécula de
celulosa y produce rupturas en cadena (Béguin y Lemaire, 1996, p. 208). Otra
enzima celulolitica es la B-glucosidasa y la funcibn de esta enzima es la de
hidrolizar celobiosa y otros [-1,4-oligoglucosidos de cadena corta; entonces,
siempre que exista producciéon de las endoglucanasas y las exoglucanasas la
cantidad de celobiosa y otros [(3-1,4-oligoglucésidos estaran también presentes y
con esto se incrementa la produccion de la enzima (B-glucosidasa (Moore, 1998,
p.159). Por lo tanto, debido a la presencia de las exoglucanasas y de las B-
glucosidasas en los dias de aparecimiento de los primordios y fructificacién, se

presentaron las mas altas actividades enzimaticas celuloliticas.

En la Figura 3.3 se observa una grafica con los valores medios de actividad
enzimatica celulolitica y las desviaciones estandar del dia inicial de las tres
corridas de fermentacién del hongo Lentinus edodes. En esta figura se observa
que los niveles de confianza se traslapan, lo que indica que no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la produccién de enzima celulolitica

en estos dias para las tres corridas. Otro dato que muestra que no existe
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diferencia estadisticamente significativa en la produccién de esta enzima en estos

dias es el valor p, el cual se tabulé en la Tabla 3.7.
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Figura 3.3. Valores medios de actividad enzimatica celulolitica en el dia inicial para las
tres corridas y los dos grupos

En la Figura 3.4 que corresponde al analisis del valor medio y desviaciones
estandar para el dia de completa poblacion del micelio en el sustrato se tuvo
como resultado que si existe una variacion significativa en la produccion de la
enzima celulolitica, sobre todo para la tercera corrida, en la cual el valor de la
media es mucho mayor al de las dos corridas anteriores. Asi mismo en la Tabla
3.7 se presenta el p-valor para este dia y como se observa, dicho valor confirma
que existe una diferencia estadistica significativa entre la actividad enzimatica

celulolitica para las tres corridas.

En la Figura 3.5 se tiene la representacioén grafica del valor medio de actividad
enzimatica celulolitica y la desviacion estandar obtenidos para el dia de la primera
cosecha de las tres corridas y los dos grupos; como se observa en esta figura las
lineas de confianza se traslapan, por lo que se tiene que no existe diferencia
estadistica significativa en la produccion de esta enzima en los dias de cosecha.
Al analizar el valor de p presentado en la Tabla 3.7 también se concluye que no
existe diferencia estadisticamente significativa en la produccion de la enzima

celulolitica.
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Figura 3.4. Valores medios de actividad enzimatica celulolitica para el dia de poblacion

completa del micelio de las tres corridas y los dos grupos
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Figura 3.5. Valores medios de actividad enzimatica celulolitica para el dia de primera

cosecha para las tres corridas y los dos grupos

En la Figura 3.6 se observa una grafica con los valores medios de actividad
enzimatica celulolitica y las desviaciones estandar obtenidas para el dia de post
induccién de las tres corridas. En esta figura se observa que los niveles de

confianza se traslapan, lo que indica que no existe una diferencia
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estadisticamente significativa entre la produccion de enzima celulolitica en estos

dias; ademas el valor p tabulado en la Tabla 3.7 confirma esto.
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Figura 3.6. Valores medios de actividad enzimatica celulolitica para el dia de post.

induccion para las tres corridas y los dos grupos

En la Figura 3.7 se tiene la representacion grafica del valor medio de actividad
enzimatica celulolitica y la desviacion estandar obtenidos para el ultimo dia de
fermentacion de las tres corridas; como se observa en esta figura las lineas de
confianza se solapan, entonces se tiene que no existe diferencia estadistica
significativa en la produccion enzimatica en los ultimos dias de las tres corridas.
En la Tabla 3.7 se tiene el valor de p con el que se puede decir que no existe
diferencia estadisticamente significativa en la produccion enzimatica en los

ultimos dias de las corridas.
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Figura 3.7. Valores medios de actividad enzimatica celulolitica del tltimo dia de

fermentacion para las tres corridas y los dos grupos

En la Tabla 3.7 también se tienen los datos de actividad enzimatica celulolitica
promedio, si se comparan estos valores se tiene que el valor promedio de
actividad enzimatica celulolitica se presenté el dia de la primera cosecha y el
menor valor promedio de actividad enzimatica celulolitica se obtuvo el dia en el
cual el micelio cubri6 completamente el sustrato. Este resultado fue acorde a lo
esperado pues como ya se menciono anteriormente esta enzima se deriva de la

actividad metabdlica primaria de los microorganismos.

Tabla 3.7. Datos de variacion de la actividad enzimadtica celulolitica promedio y p-valor

para las tres corridas

Actividad enzimatica

Dia de analisis p-valor
celulolitica promedio (UI)
Dia Inicial 0,1012 0,2237
Dia de crecimiento del micelio 0,0001 0,1505
Dia de primera cosecha 0,2673 0,3042
Dia post. induccion 0,4114 0,1652
Ultimo dia de corrida 0,4314 0,2424
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3.3.2.DETERMINACION DEL PERFIL DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
LIGNINOPEROXIDASICA DEL HONGO Lentinus edodes EN ASERRIN
TROPICAL

En la Tabla 3.8, 3.9 y 3.10 se tabulan los valores de Ul calculados para la
actividad enzimatica ligninolitica del hongo Lentinus edodes para la primera,
segunda y tercera corrida de fermentacion respectivamente. Como se observa en
estas tablas la variacion de actividad enzimatica esta entre valores de 1x10% y
1x10™ Ul; es decir los valores de actividad para esta enzima son valores cercanos

a cero.
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Tabla 3.8. Datos de variacion de la actividad enzimatica ligninoperoxidasica con el tiempo

para la primera corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

Dia

Ul

Grupol

Grupol

3,38E-03

4,73E-03

3,38E-03

3,15E-03

2,48E-03

6,53E-03

2,25E-03

6,53E-03

11

6,98E-03

4,50E-03

14

3,60E-03

4,95E-03

3,60E-03

18

5,63E-03

7,20E-03

21

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

25

0,00E+00

0,00E+00

28

0,00E+00

4,50E-04

0,00E+00

32

3,60E-03

6,53E-03

35

5,63E-03

2,93E-03

39

1,17E-02

4,73E-03

41

0,00E+00

1,06E-03

4,95E-03

46

6,75E-04

6,53E-03

49

0,00E+00

0,00E+00

53

8,55E-03

1,13E-03

63

1,13E-03

0,00E+00

9,00E-04

67

0,00E+00

0,00E+00

69

0,00E+00

0,00E+00

il
I

5,63E-03

8,55E-03 | 1,13E-03

UI Promedio

Grupo 1

|

4,73E-03

4,05E-03 + 9,55E-04

4,05E-03 + 9,55E-04

2,81E-03 + 4,78E-04

2,25E-03

4,39E-03 + 3,02E-03

4,39E-03 + 3,02E-03

5,74E-03 + 1,75E-03

4,95E-03

4,28E-03 + 9,55E-04

4,28E-03 + 9,55E-04

6,42E-03 £ 1,11E-03

0,00E+00

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

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

0,00E+00 £ 0,00E+00

4,50E-04

2,25E-04 + 3,18E-04

2,25E-04 + 3,18E-04

5,07E-03 + 2,07E-03

2,93E-03

4,28E-03 £ 1,91E-03

4,28E-03 £ 1,91E-03

8,22E-03 + 4,93E-03

2,25E-03

5,29E-04 + 7,48E-04

3,60E-03 + 1,91E-03

3,60E-03 + 4,14E-03

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

4,84E-03 + 5,25E-03

4,84E-03 + 5,25E-03

4,50E-04

5,63E-04 + 7,96E-04

6,75E-04 + 3,18E-04

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00 £ 2,64E+00

X+tom=2)
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Tabla 3.9. Datos de variacion de la actividad enzimatica ligninoperoxidasica con el tiempo

para la segunda corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

Dia

Ul

Grupol

Grupol

3,38E-03

6,30E-03

3,38E-03

5,85E-03

1,35E-03

4,50E-04

9,00E-04

4,50E-04

10

4,95E-03

0,00E+00

13

7,20E-03

9,23E-03

7,20E-03

17

9,90E-03

0,00E+00

20

2,14E-02

4,95E-03

2,14E-02

24

4,28E-03

4,50E-03

27

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

31

0,00E+00

0,00E+00

34

0,00E+00

0,00E+00

38

0,00E+00

0,00E+00

41

0,00E+00

0,00E+00

7,20E-03

45

0,00E+00

0,00E+00

48

6,75E-03

4,05E-03

1,40E-02

52

1,35E-03

3,15E-03

55

1,85E-02

59

62

1,31E-02

66

69

6,75E-03

2,70E-03

UI Promedio

Grupo 1

6,30E-03

4,84E-03 +2,07E-03

4,84E-03 +2,07E-03

3,60E-03 + 3,18E-03

9,00E-04

6,75E-04 + 3,18E-04

6,75E-04 + 3,18E-04

2,48E-03 + 3,50E-03

9,23E-03

8,22E-03 + 1,43E-03

8,22E-03 + 1,43E-03

4,95E-03 + 7,00E-03

4,95E-03

1,32E-02 + 1,16E-02

1,32E-02 + 1,16E-02

4,39E-03 + 1,59E-04

0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

4,05E-03

0,00E+00 £ 0,00E+00

3,38E-03 + 9,55E-04

0,00E+00 £ 0,00E+00

6,75E-03

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

6,98E-03 + 3,18E-04

0,00E+00 £ 0,00E+00

1,22E-02

5,40E-03 + 1,91E-03

1,31E-02 + 1,27E-03

2,25E-03 + 1,27E-03

1,40E-02

1,62E-02 + 3,18E-03

1,13E-02

1,22E-02 + 1,27E-03

9,45E-03

8,10E-03 + 1,91E-03

X+ton=2)
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Tabla 3.10. Datos de variacion de la actividad enzimaética ligninoperoxidésica con el

tiempo para la tercera corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

Dia
Grupol
0 | 0,00E+00
3 | 3,38E-03
7 | 9,90E-03
10 | 1,13E-03
14 | 1,31E-02
17 | 5,63E-03
21 | 4,50E-03
24 | 0,00E+00
28 | 0,00E+00
31 | 1,26E-02
35 | 3,83E-03
38 | 1,80E-03
42 | 1,08E-02
45 | 1,31E-02
49 | 2,43E-02
52
56
59
63
Xxton=2)

Ul

Grupol

0,00E+00
2,70E-03
9,45E-03
6,53E-03
3,15E-03
3,38E-03
3,60E-03
0,00E+00
0,00E+00
1,22E-02
4,50E-03
9,00E-04
1,13E-02
1,35E-02

2,39E-02

Grupo2

0,00E+00
3,38E-03
9,90E-03
1,13E-03
1,31E-02
5,63E-03
4,50E-03
0,00E+00
2,70E-03
5,85E-03
7,20E-03
3,60E-03
1,42E-02
1,08E-02
1,80E-02
4,95E-03
1,89E-02
6,93E-03

3,11E-02

Grupo2

0,00E+00
2,70E-03
9,45E-03
6,53E-03
3,15E-03
3,38E-03
3,60E-03
0,00E+00
3,15E-03
6,30E-03
6,30E-03
3,15E-03
1,40E-02
1,13E-02
1,98E-02
2,27E-02
1,89E-02
7,43E-03

3,33E-02

UI Promedio

Cosecha Grupo 1

Cosecha Grupo 2

0,00E+00 £+ 0,00E+00 | 0,00E+00 + 0,00E+00

3,04E-03 + 4,78E-04
9,68E-03 + 3,18E-04
3,83E-03 + 3,82E-03
8,10E-03 &+ 7,00E-03
4,50E-03 + 1,59E-03

4,05E-03 + 6,37E-04

3,04E-03 + 4,78E-04
9,68E-03 + 3,18E-04
3,83E-03 + 3,82E-03
8,10E-03 + 7,00E-03
4,50E-03 + 1,59E-03

4,05E-03 £ 6,37E-04

0,00E+00 £+ 0,00E+00 | 0,00E+00 + 0,00E+00

0,00E+00 + 0,00E+00
1,24E-02 + 3,18E-04
4,16E-03 + 4,78E-04
1,35E-03 + 6,37E-04
1,10E-02 + 3,18E-04
1,33E-02 + 3,18E-04

2,41E-02 + 3,18E-04

2,93E-03 + 3,18E-04
6,08E-03 + 3,18E-04
6,75E-03 + 6,37E-04
3,38E-03 + 3,18E-04
1,41E-02 + 1,59E-04
1,10E-02 + 3,18E-04
1,89E-02 + 1,27E-03
1,38E-02 + 1,26E-02
1,89E-02 + 6,37E-08
7,18E-03 + 3,50E-04

3,22E-02 + 1,56E-03

En la Figura 3.8 se presentan los datos de actividad enzimatica ligninolitica (Ul)

en funcion del tiempo, para las tres corridas de fermentacion del grupo 1 del

hongo Lentinus edodes.
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Para la primera corrida se presenta variabilidad en los datos. El pico mas alto se
obtuvo en el dia 39 con un valor de 8,22x10° Ul. En el dia de la primera cosecha
(dia 41), el valor de actividad enzimatica lignino peroxidasica fue de 5,29x10™ UI,
es decir el valor fue cercano a cero; mientras que, el ultimo dia de fermentacion

(dia 49) se tuvo que el valor de actividad enzimatica fue de 0,00 Ul.

2,75E-02

2,50E-02

2,25E-02

2,00E-02

1,75E-02

1,50E-02

1,25E-02

Ul

1,00E-02

7,50E-03

5,00E-03

2,50E-03

0,00E+00

t (dias)

=@=1° corrida, L.E =@=12° corrida, L.E ==0==3° corrida, L.E

Figura 3.8. Variacion de la actividad enzimatica ligninolitica con el tiempo las tres

corridas de fermentacion del hongo Lentinus edodes del grupo 1

Como se observa en la Figura 3.8, los datos de actividad enzimatica para la
segunda corrida del grupo 1 presentaron picos mas altos que para la primera
corrida, pero en la segunda corrida se observa un mayor numero de dias sin
produccion de la enzima que en la primera corrida. El mayor pico de produccion

de esta enzima se dio en el dia 20 con un valor de 1,32><1O'2 Ul. Desde el dia 27
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hasta el dia 45 de fermentacion, se tuvo un valor de 0,00 Ul, es decir no existi6
produccion de la enzima en estos dias. En el dia de la primera cosecha, es decir
el dia 31; no se obtuvo actividad enzimatica; mientras que en el ultimo dia de

fermentacion (dia 52) el valor fue de 2,25x10° Ul.

La tercera corrida presenta valores de actividad enzimatica mayores a las dos
corridas anteriores. Los picos mas importantes se presentaron en los dias 31 y
49. Para el dia 31, el valor de la actividad enzimatica fue de 1,24x102 Ul y para el
dia 49 el valor fue de 2,41x102 Ul, y este fue el valor mas alto de actividad
enzimatica ligninolitica observado en las tres corridas. Al igual que en la segunda
corrida, el dia de la cosecha (dia 28) no se obtuvo valor de actividad enzimatica

lignino peroxidasica.

En la Figura 3.9 se presentan los datos de actividad enzimatica ligninolitica (Ul)
con respecto al tiempo, para el grupo 2 de las tres corridas de fermentacion del

hongo Lentinus edodes.

La curva para la primera corrida de fermentacion del grupo 2, present6 igual
tendencia que los valores de actividad enzimatica presentados para el grupo 1
durante la misma corrida. El maximo valor de actividad enzimatica se presento el
dia 39 y fue de 8,22x10° UI. En el dia de la primera cosecha del grupo 2 (dia 49),
se tuvo un valor de 4,84x10 Ul y para el Ultimo dia de fermentacién el valor de
actividad fue de 6,75x10™ UL.

La segunda corrida del grupo 2, presentdé un mayor numero de picos, sobre todo a
partir del dia 42, que los picos presentados por el grupo 1 para esta corrida. Se
tuvieron tres picos consecutivos a partir del dia 45, los picos se presentaron los
dias 48, 55 y 66, y los valores alcanzados fueron de 1,31x102 Ul, 1,62x102 Ul y
1,60><10‘2 Ul. En esta corrida, también se obtuvo un valor de cero de actividad

enzimatica lignino peroxidasica en el dia de la primera cosecha (dia 59).

La tercera corrida presentd repetidos picos a partir del dia 35. Estos picos

consecutivos se presentaron en los dias 42, 49, 56 y 63, con valores de actividad
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enzimatica para estos dias de 1,41x102 Ul, 1,89x102 Ul, 1,89x102 Ul vy
3,22x1072 Ul respectivamente. El dia 56 correspondié al dia de primera cosecha

del grupo 2 y el dia 63 fue el ultimo dia de la fermentacién.

3,50E-02

3,25E-02

3,00E-02

2,75E-02

2,50E-02

2,25E-02

2,00E-02
1,75E-02 /A\ /
> 4,50E-02 v /7

1,25E-02 A
1,00E-02 l \ / V \

e\ o]\ A\ b
5,00E-03 \
2,50E-03
0,00E+00 —e
10 20 30 40 50 60 70
t (dias)
=——1° corrida, L.E =8-2° corrida, L.E =0-3° corrida, L.E

Figura 3.9. Variacion de la actividad enzimatica ligninolitica con el tiempo para las tres

corridas de fermentacion del hongo Lentinus edodes del grupo 2

La enzima lignino peroxidasica en los ensayos realizados por Vaca (2011) para la
obtencion de extractos con actividad enzimatica celulolitica y ligninolitica a partir
del hongo Pleurotus ostreatus 404 y 2171, presentaron valores similares a los
reportados en este proyecto para esta enzima, inclusive la mayoria de valores

reportados fueron de cero o cercanos a cero (pp. 38-41).
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Los maximos picos de produccion de la enzima lignino peroxidasica se tuvieron
en las etapas finales de fermentacion del hongo Lentinus edodes y este
comportamiento es comparable con los resultados obtenidos por Montoya (2003),
en este trabajo la enzima lignino peroxidasica se presentd en los ultimos dias de
incubacion del hongo Grifola frondosa en dos tipos de sustratos distintos y con
esto se confirm6 que la lignificacion se produce cuando la cantidad de nitrégeno
estd casi agotada, también se confirmé la presencia de la enzima lignino
peroxidasica en la fase de generacion de metabolitos secundarios del hongo (p.
60). A pesar de que los dias de produccion de la enzima lignino peroxidasica por
el hongo Lentinus edodes en aserrin tropical es comparable con los dias de
produccion de la enzima lignino peroxidasica por el hongo Grifola frondosa, los
valores de produccién de la enzima lignino peroxidasica reportados por Montoya
fueron mucho mas altos que los obtenidos en este trabajo. Los maximos valores
de actividad enzimatica lignino peroxidasica obtenidos por Montoya fueron 7,37 y
6,73 UE (pmol/g sustrato seco. min), cabe recalcar que para esta autora las

unidades UE tienen la misma definicién que las unidades Ul.

La comparacién de medias para la actividad de la enzima lignino peroxidasica en
el dia inicial de las corridas demuestra que hay diferencias estadisticas
significativas. En la Figura 3.10 se presenta de manera grafica el valor de la
media de actividad enzimatica lignino peroxidasica para el dia inicial de cada
corrida y la desviacion estandar. En la Tabla 3.11 se tiene el valor p, del analisis
de este valor se tuvo que existio una diferencia estadisticamente significativa en la
produccion de dicha enzima en las tres corridas en este dia. El menor valor de la

media de produccidon enzimatica se obtuvo para la tercera corrida.

En la Figura 3.11 se presenta de manera grafica el valor de la media de actividad
enzimatica lignino peroxidasica y la desviacién estandar para el dia en el que el
micelio cubrié completamente el sustrato. En la Tabla 3.11 se tiene el valor p, del
anadlisis de este valor se tuvo que existi6 una diferencia estadisticamente
significativa en la produccién de dicha enzima en las tres corridas en este dia. El
menor valor de la media de produccion enzimatica se obtuvo para la primera

corrida.
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Figura 3.10. Valores medios de actividad enzimatica lignino peroxidasica en el dia inicial

para las tres corridas y los dos grupos
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Figura 3.11. Valores medios de actividad enzimatica lignino peroxidasica para el dia de

poblacién completa del micelio de las tres corridas y los dos grupos
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La diferencia estadistica observada en la Figura 3.10 y 3.11, implica que hubo
influencia del numero de corrida en la produccién de esta enzima y esto se
atribuye a que la producciéon de la enzima lignino peroxidasica se da debido a la
accion metabdlica secundaria de los microorganismos; por lo tanto, tiene una
asociacion limitada con el crecimiento del hongo y en las fases iniciales de un

proceso fermentativo puede o no producirse.

En las Figuras 3.12 y 3.13 que corresponden al analisis del valor medio y
desviaciones estandar para el dia de primera cosecha y el dia de post. induccién
respectivamente, se obtuvo como resultado que no existe una variacion
estadisticamente significativa en la produccion de la enzima lignino peroxidasica.
En la Tabla 3.11 se presenta el valor de p para estos dias y como se observa
dichos valores confirman que no existe una diferencia estadistica significativa
entre la actividad enzimatica lignino peroxidasica producida en estos dias para las

tres corridas.
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Figura 3.12. Valores medios de actividad enzimatica lignino peroxiddsica para el dia de

primera cosecha para las tres corridas y los dos grupos
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Figura 3.13. Valores medios de actividad enzimatica lignino peroxidasica para el dia de

post. induccidn para las tres corridas y los dos grupos

En la Figura 3.14 se tiene la representacion del valor medio y desviacion estandar
para el ultimo dia de las corridas, como se puede ver en esta grafica las lineas de
confianza no se traslapan lo que significa que existe una diferencia
estadisticamente significativa; es decir, que hubo una influencia del numero de
corrida en la produccién de esta enzima. El valor p que se presenta en la Tabla
3.11, también representa la existencia de una diferencia estadistica significativa.
El mayor valor de media se obtuvo para la tercera corrida y dicha variacion en los
valores de actividad enzimatica puede deberse a que como se mencioné con
anterioridad esta enzima se deriva de la accién metabdlica secundaria y por lo
general no se presenta en las fases de desarrollo miceliar si no una vez que el

microorganismo se estresa debido a falta de nutrientes.

En la Tabla 3.11 también se tienen los datos de actividad enzimatica lignino
peroxidasica promedio, al comparar estos valores se tuvo que el valor promedio
mas alto de actividad enzimatica lignino peroxidasica se presentd el ultimo dia de
las corridas y el menor valor promedio de produccion de esta enzima se tuvo el
dia inicial. Estos resultados son producto del comportamiento propio de esta

enzima pues es un metabolito secundario.
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Figura 3.14. Valores medios de actividad enzimatica lignino peroxidasica del ltimo dia

de fermentacidn para las tres corridas y los dos grupos

Tabla 3.11. Datos de variacion de la actividad enzimaética lignino peroxidésica promedio y

p-valor para las tres corridas

Dia de analisis

Actividad enzimatica

lignino peroxidasica

promedio (UI)
Dia Inicial 0,0003 2.97E-03
Dia de crecimiento del micelio 0,0235 5,89E-03
Dia de primera cosecha 0,1768 4,05E-03
Dia post. induccion 0,3839 2,06E-03
Ultimo dfa de corrida 0,0025 9,42E-03
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3.3.3.DETERMINACION DEL PERFIL DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
MANGANESOPEROXIDASICA DEL HONGO Lentinus edodes EN ASERRIN
TROPICAL

En las tablas 3.12, 3.13 y 3.14 se listan los valores de Ul calculados para la
actividad enzimatica manganeso peroxidasica del hongo Lentinus edodes en la

primera, segunda y tercera corrida de fermentacion.

Como se observa en la Tabla 3.12, los valores de actividad enzimatica
manganeso peroxidasica son iguales para el grupo 1 y para el grupo 2, desde el
inicio de la fermentacidon hasta el dia 39; excepto por el dia 18. A partir del dia 41,
la tendencia tanto para el grupo 1 como para el grupo 2 es parecida para esta

corrida de fermentaciéon del hongo Lentinus edodes.
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Tabla 3.12. Datos de variacion de la actividad enzimética manganeso peroxidasica con el

tiempo para la primera corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

Dia

Grupol

Grupol

=
IH

1,62E-03

7,61E-04

1,62E-03

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

11

0,00E+00

0,00E+00

14

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

18

3,81E-04

1,90E-03

21

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

25

8,37E-03

1,10E-02

28

4,39E-02

5,52E-03

4,39E-02

32

1,16E-02

9,14E-03

35

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

39

0,00E+00

0,00E+00

41

0,00E+00

0,00E+00

2,09E-02

46

6,95E-03

1,82E-02

49

0,00E+00

0,00E+00

53

0,00E+00

0,00E+00

63

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

67

0,00E+00

0,00E+00

69

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

UI Promedio

Grupo 1

7,61E-04

1,19E-03 +6,06E-04

1,19E-03 + 7,28E-03

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

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

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

1,14E-03 + 1,08E-03

0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

9,71E-03 + 1,88E-03

5,52E-03

2,47E-02 + 2,71E-02

2,47E-02 + 2,71E-02

1,04E-02 + 1,75E-03

0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

1,14E-02

0,00E+00 £ 0,00E+00

1,62E-03 + 6,73E-03

1,26E-02 + 7,94E-03

0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00

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

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

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

|

Xtom=2)
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Tabla 3.13. Variacion de la actividad enzimatica manganeso peroxidésica con el tiempo

para la segunda corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

Dia

Ul

Grupol

Grupol

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00

10

0,00E+00

0,00E+00

13

0,00E+00

0,00E+00

17

1,28E-02

3,82E-02

20

8,47E-02

3,31E-02

8,47E-02

0,00E+00

24

4,09E-03

4,82E-02

27

7,37E-02

7,66E-02

7,37E-02

31

7,96E-02

7,57E-02

34

8,80E-02

8,80E-02

6,86E-02

38

9,54E-02

5,90E-02

41

3,58E-02

3,14E-02

6,84E-02

45

2,68E-02

1,88E-02

48

1,58E-02

9,14E-03

1,87E-02

52

1,29E-02

1,39E-02

55

8,66E-03

59

62

9,52E-04

66

69

0,00E+00

1,83E-02

UI Promedio

Grupo 1

0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

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

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00

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

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

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

2,55E+00 + 1,80E-02

3,31E-02

5,89E-02 + 3,65E-02

5,89E-02 + 3,65E-02

2,62E-02 + 3,12E-02

7,66E-02

7,51E-02 + 2,09E-03

7,51E-02 + 2,09E-03

7,77TE-02 + 2,76E-03

7,47E-02

8,80E-02 £ 0,00E+00

7,17E-02 + 4,31E-03

7,72E-02 + 2,57E-02

7,50E-02

3,36E-02 + 3,10E-03

7,17E-02 + 4,68E-03

2,28E-02 + 5,65E-03

3,38E-02

1,25E-02 + 4,71E-03

2,63E-02 + 1,06E-02

1,34E-02 + 6,73E-04

1,35E-02 + 6,80E-03

1,71E-03

1,33E-03 + 5,38E-04

0,00E+00

0,00E+00 £ 0,00E+00

Xtom=2)
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Tabla 3.14. Variacion de la actividad enzimatica manganeso peroxiddsica con el tiempo

para la tercera corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

Dia
Grupol
0 | 3,90E-03
3 | 1,90E-04
7 | 5,50E-02
10 | 4,55E-02
14 | 9,52E-04
17 | 7,06E-02
21 | 8,09E-02
24 | 7,45E-02
28 | 4,26E-02
31 | 3,86E-02
35 | 0,00E+00
38 | 0,00E+00
42 | 1,33E-03
45 | 0,00E+00
49 | 0,00E+00
52
56
59
63
Xxton=2)

Ul

Grupol
3,81E-04
1,52E-03
0,00E+00
4,36E-02
1,33E-03
3,54E-02
8,08E-02
7,72E-02
4,42E-02
3,71E-02
0,00E+00
0,00E+00
3,81E-04
0,00E+00

0,00E+00

Grupo2
3,90E-03
1,90E-04
5,50E-02
4,55E-02
9,52E-04
7,06E-02
8,09E-02
3,64E-02
1,08E-02
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
2,85E-04
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

0,00E+00

Grupo2
3,81E-04
1,52E-03
0,00E+00
4,36E-02
1,33E-03
3,54E-02
8,08E-02
3,41E-02
1,50E-02
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
3,81E-04
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

0,00E+00

UI Promedio

Cosecha Grupo 1
2,14E-03 + 2,49E-03
8,56E-04 + 9,42E-04
2,75E-02 + 3,89E-02
4,45E-02 + 1,35E-03
1,14E-03 + 2,69E-04
5,30E-02 + 2,49E-02
8,08E-02 + 6,73E-05
7,58E-02 + 1,88E-03
4,34E-02 + 1,08E-03
3,79E-02 + 1,08E-03

0,00E+00 + 0,00E+00
0,00E+00 £ 0,00E+00
8,56E-04 + 6,73E-04
0,00E+00 £ 0,00E+00

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

Cosecha Grupo 2
2,14E-03 + 2,49E-03
8,56E-04 + 9,42E-04
2,75E-02 + 3,89E-02
4,45E-02 + 1,35E-03
1,14E-03 + 2,69E-04
5,30E-02 + 2,49E-02
8,08E-02 + 6,73E-05
3,52E-02 + 1,61E-03

1,29E-02 + 2,96E-03

0,00E+00 £ 0,00E+00
0,00E+00 £ 0,00E+00
0,00E+00 £ 0,00E+00
0,00E+00 + 0,00E+00
3,33E-04 + 6,73E-05
0,00E+00 £ 0,00E+00
0,00E+00 £ 0,00E+00
0,00E+00 + 0,00E+00
0,00E+00 £ 0,00E+00

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

En la Figura 3.15 se presentan los valores de actividad enzimatica manganeso

peroxidasica del grupo 1 en las tres corridas de fermentacion del hongo Lentinus

edodes. La actividad enzimatica manganeso peroxidasica presentd valores de

actividad cercanos a cero. Los dias 25, 28, 32 y 46 se tuvieron picos de actividad
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enzimatica manganeso peroxidasica. Los valores mas altos de actividad
enzimatica correspondieron a los picos presentados los dias 28 y 46, y los valores

fueron de 2,47x102 Ul y 1,47x102 Ul respectivamente.
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Figura 3.15. Variacion de la actividad enzimatica manganeso peroxidasica con el tiempo

para las tres corridas de fermentacion del hongo Lentinus edodes para el grupo 1

En la segunda corrida se tuvieron valores de actividad enzimatica mayores a los
valores presentados en la primera corrida. En esta corrida en la Figura 3.15, se
pueden observar dos picos significativos, el primero se present6 en el dia 20, con
un valor de 5,89><10'2 Ul, y el segundo se present6 el dia 34, con un valor de
8,80x102 Ul. En el dia de la primera cosecha del grupo 1 (dia 31), el valor de la
actividad enzimatica manganeso peroxidasica fue de 7,77x1072 Ul, valor cercano

al presentado en el dia 34, donde se tuvo el valor mas alto de actividad
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enzimatica para esta corrida y fue de 8,80><10'2 Ul. En el dia 52, ultimo dia de la

fermentacioén, se tuvo un valor de 1,34><10'2 Ul.

La tercera corrida present6 una tendencia muy parecida a la segunda corrida y
también se pudieron observar dos picos sobresalientes. En el dia 10 se presentd
un primer pico con un valor de 4,45x 1072 Ul y en el dia 21 se presentd el otro pico
con un valor de 8,08x107 Ul. En el dia de la primera cosecha del grupo 1, dia 28,
se tuvo un valor de 4,34x102Ul. En la segunda cosecha el valor de la actividad

fue nulo.

En la Figura 3.16 se graficaron los valores de actividad enzimatica manganeso
peroxidasica en funcion del tiempo para el grupo 2 en las tres corridas. En la
primera corrida del grupo 2 se obtuvo una curva con igual tendencia que la curva
que fue obtenida para el grupo 1. En el dia 28 se presentd un pico con un valor de
2,47x102 Ul y en el dia 41 se presentoé otro pico con un valor de 1,61x102 Ul. En
el dia de la primera cosecha del grupo 2, dia 49, no se tuvo actividad enzimatica

manganeso peroxidasica.

La segunda corrida del grupo 2 como se observa en la Figura 3.16, presenté un
mayor numero de picos que el grupo 1 para la misma corrida; sin embargo, los
picos mas importantes fueron tres. El primer pico se presentd en el dia 20 y tuvo
un valor de 5,89x1072 Ul, el segundo pico se presento el dia 31 con un valor de
7,77x102 Ul, y un tercer pico se pudo observar en el dia 41 con un valor de
7,17x10 Ul. Después de este dia el valor de actividad enzimatica manganeso
peroxidasica disminuyo hasta llegar a ser nulo el ultimo dia de la corrida. En el dia

59, dia de la primera cosecha del grupo 2, se tuvo un valor de 1,67x1072 UL.

Para la tercera corrida del grupo 2 se tuvieron dos picos, uno el dia 10, con un
valor de 4,45x102 Ul y el otro el dia 21, con un valor de 8,08x10? Ul. Después
de este dia el valor de la actividad enzimatica manganeso peroxidasica disminuyo

rapidamente, y fue nulo desde el dia 31 hasta el ultimo dia de la corrida.
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Figura 3.16. Variacion de la actividad enzimatica manganeso peroxidasica con el tiempo

de las tres corridas de fermentacidn del hongo Lentinus edodes para el grupo 2

En la figura anterior se observa que, la actividad manganeso peroxidasica se
produjo entre los dias 20 y 50 de las tres corridas de fermentacién del hongo
Lentinus edodes, en los dias anteriores y posteriores a este periodo no existio

produccion de la enzima manganeso peroxidasica.

Segun Buswell, Cai y Chang (1995) la produccion de la enzima manganeso
peroxidasica se da por la limitaciobn de nitrdbgeno y por la existencia de
manganeso, ya que la funcién de la manganeso peroxidasa es oxidar Mn*? a Mn*3
debido a que la disponibilidad de estos compuestos es variable en los sustratos y

dependiente de la fase de desarrollo en la que se encuentre el hongo, esta
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enzima puede o no ser producida por el hongo (p. 136). Se podria decir que la
disponibilidad de estos compuestos en el proceso fermentativo se dio entre los

dias 20 y 50 de fermentacién del hongo Lentinus edodes.

El perfil de actividad de la enzima manganeso peroxidasica obtenido en este
trabajo, esta en el rango de valores presentado para el estudio de producciéon de
enzimas celuloliticas y ligninoliticasa partir del hongo Pleurotus ostreatus en
rastrojo de maiz realizado por Vaca (2011), pues en dicho estudio se produjo la
enzima manganeso peroxidasica durante los dias 12 y 22 de la fermentacion para
las cepas 404 y 2171 de Pleurotus ostreatus respectivamente, y el maximo valor
alcanzado fue de 7,93 x 102 Ul para la cepa 404 y de 8,63 x 107 Ul para la cepa
2171; en los demas dias de fermentacion los valores de actividad enzimatica

fueron de cero o cercanos a cero (pp. 44).

Del analisis estadistico realizado para la enzima manganeso peroxidasica se
determind que no existi6 una diferencia estadisticamente significativa en la
produccion de dicha enzima en las diferentes corridas, para ninguno de los dias
considerados para el analisis, excepto el dia de post induccién, dia en el cual si

hubo una diferencia estadistica significativa.

En las figuras 3.17, 3.18 y 3.19 se tienen las gréaficas correspondientes a los
valores medios y desviaciones estandar de la produccion de la enzima
manganeso peroxidasica para las tres corridas en los dias inicial, de completa
formacion del micelio y de la primera cosecha respectivamente; como se observa
en estas figuras, no existe una diferencia estadisticamente significativa ya que las
lineas de confianza se solapan. En la Tabla 3.15 se tabularon los valores p para
estos dias de analisis y como se observa en dicha tabla los valores son mayores
que 0,05 que es el nivel de confianza predeterminado, por lo cual se puede decir
que no existi6 diferencia estadisticamente significativa en la produccion de esta

enzima para estos dias.
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Figura 3.17. Valores medios de actividad enzimatica manganeso peroxidasica en el dia

inicial para las tres corridas y los dos grupos
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Figura 3.18. Valores medios de actividad enzimatica manganeso peroxidasica para el dia

de poblacién completa del micelio para las tres corridas y los dos grupos
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Figura 3.19. Valores medios de actividad enzimatica manganeso peroxidasica para el dia

de primera cosecha para las tres corridas y los dos grupos

En la Figura 3.20 se graficaron los valores medios de actividad enzimatica
manganeso peroxidasica y las desviaciones estandar para el dia de post
induccién de las tres corridas. Como se observa en esta figura existe una
diferencia estadisticamente significativa para estos valores pues el valor de la
media para la segunda corrida fue diferente de cero; mientras que, para las otras
dos corridas fue de cero. La diferencia estadistica observada debida al valor
mayor a cero de la segunda corrida se dio ya que la enzima manganeso
peroxidasica se produjo durante practicamente todo el proceso de fermentaciéon
de esta corrida, seguramente esto sucedid debido a la presencia de mayor
cantidad de Mn*? en esta corrida. En la Tabla 3.15 se tiene el valor de p, el cual
fue menor a 0,05 y por eso se concluye que existid6 una diferencia estadistica

significativa en la produccién de enzima manganeso peroxidasica en este dia.
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Figura 3.20. Valores medios de actividad enzimatica manganeso peroxidasica para el dia

de post. induccion para las tres corridas y los dos grupos

En la Figura 3.21se observa de manera grafica los valores medios de actividad
enzimatica manganeso peroxidasica y sus respectivas desviaciones estandar,
esta figura indica que no existi6 una diferencia estadistica significativa en la
produccion de esta enzima en el ultimo dia de la corrida. Esta figura se parece a
la Figura 3.20, pues al igual que en la Figura 3.20, en la Figura 3.21 se tienen que
el mayor valor medio de actividad manganeso peroxidasica se obtuvo en la
corrida 2, lo que infiere que lo mencionado en el anterior parrafo fue verdadero y
en esta corrida hubo mayor disponibilidad de Mn*?, por lo que se produjo mayor
cantidad de enzima manganeso peroxidasa. En la Tabla 3.15 se observa el valor
de p, el cual al ser mayor que 0,05 no existi6 una diferencia estadistica

significativa.
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Figura 3.21. Valores medios de actividad enzimatica manganeso peroxidasica del ultimo

dia de fermentacion para las tres corridas y los dos grupos

En la Tabla 3.15 se presentan los valores p y los valores de actividad enzimatica
manganeso peroxidasica promedio; el valor promedio de actividad enzimatica
manganeso peroxidasica mas alto se presento el dia de crecimiento del micelio y
el menor valor promedio de produccion de esta enzima se tuvo el dia inicial. Estos
resultados son producto del comportamiento propio de esta enzima pues es un

metabolito secundario.

Tabla 3.15. Datos de variacion de la actividad enzimatica manganeso peroxidasica

promedio y p-valor para las tres corridas

Actividad enzimatica manganeso

Dia de analisis p-valor seroxidisica promedio (UD
Dia Inicial 0,0915 1,11E-03
Dia de crecimiento del micelio 0,8791 5,31E-02
Dia de primera cosecha 0,0721 2,30E-02
Dia post. induccion 0,0213 2,57E-02
Ultimo dia de corrida 0,1009 2,23E-03
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3.4. DETERMINACION DEL PERIODO DE MAYOR GENERACION
DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Para determinar los periodos de mayor generacion de las actividades enzimaticas
celulolitica, lignino peroxidasica y manganeso peroxidasica, se graficaron los
datos de actividad enzimatica en funcion del tiempo para las tres corridas y se
compararon los perfiles de generacién de cada enzima y los picos maximos de

actividad enzimatica, con los periodos de crecimiento del hongo.

3.4.1. DETERMINACION DEL PERIODO DE MAYOR GENERACION DE LAS
ACTIVIDADES ENZIMATICAS PARA LA PRIMERA CORRIDA DEL
GRUPO 1

Con los datos de actividad enzimatica celulolitica, lignino peroxidasica y
manganeso peroxidasica del grupo 1 obtenidos de las tablas 3.4, 3.8 y 3.11
respectivamente, se obtuvo la Figura 3.22. En esta figura se observa que la
enzima producida en mayor cantidad por el hongo Lentinus edodes durante toda
la etapa de fermentacion fue la enzima celulolitica. La curva de actividad
enzimatica celulolitica con el tiempo para el grupo 1 del hongo Lentinus edodes

presento varios picos en las diferentes fases de crecimiento del hongo.

Durante la fase de adaptacion al sustrato, que presentd el hongo se tuvo que la
actividad enzimatica celulolitica disminuyd con respecto al valor inicial que fue de
0,147 Ul, en el dia de finalizacién de la fase de desarrollo del micelio del hongo
sobre todo el aserrin de la funda se presentd un primer pico en el dia 25 con un
valor de 0,146 Ul. Luego entrd en la etapa en la que el micelio se fortificd, se dio
la induccion y se generaron los primordios, en esta etapa la actividad enzimatica
disminuy6. La actividad enzimatica celulolitica volvié a incrementar cuando se
tuvo la primera cosecha en el dia 41 con un valor de 0,166 Ul. Durante la fase de
induccién del nuevo periodo de fructificacion se observa que los datos de

actividad enzimatica disminuyeron y aumentaron, y se presentd un pico el dia 53.



100

El maximo valor de actividad enzimatica celulolitica se presentd el dia 69 y el

valor fue de 0,246 Ul. El dia 69 fue el ultimo dia de fermentacion y no se

obtuvieron cuerpos fructiferos.

0,260

0,240

Desarrollo

0,220

Fase de miceliar

Fructificacion

Fructificacion

A

N

\daptacion )\

0,200

I

.

l

\

lnducciém—)\ﬁ Induccié \. A

0,160

0,180
l

\

l

\

{I

2\
A\

/X

\

\

0,140

0,120

4

Ul

0,100

0,080

0,060

\
\_/
v/

\

0,040

NS

AN

10 20

30

40

0,020
0,000 m&&%—m

50 60 70

t (dias)

=9—1° corrida,CMC

=——1° corrida, LiP

== 1°corrida, MnP

Figura 3.22. Variacién de las actividades enzimaticas celulolitica (CMC), lignino

peroxidasica (LiP) y manganeso peroxidasica (MnP) con el tiempo de la primera corrida de

fermentacion del grupo 1 del hongo Lentinus edodes

En la Figura 3.22 se observa que la actividad enzimatica lignino peroxidasica es

practicamente nula y no presentd picos pronunciados en ninguna fase de

fermentacion del hongo. Sin embargo, la maxima produccién de actividad

enzimatica se tuvo el dia 39 con un valor de 8,22x10‘3 Ul.

La mayoria de dias del proceso de fermentacién del hongo Lentinus edodes no se

presentd actividad enzimatica manganeso peroxidasica; pero, al comparar los
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valores de produccion de esta enzima con la actividad enzimatica lignino
peroxidasica, los picos de la actividad manganeso peroxidasica alcanzaron
valores mayores. El maximo pico de produccion de la enzima manganeso

peroxidasica se obtuvo en el dia 28 con un valor de 2,47><10‘2 Ul.

3.4.2. DETERMINACION DEL PERIODO DE MAYOR GENERACION DE LAS
ACTIVIDADES ENZIMATICAS PARA LA PRIMERA CORRIDA DEL
GRUPO 2

Con los datos de actividad enzimatica del grupo 2 de las tablas 3.5, 3.8 y 3.12 se
obtuvo la Figura 3.23. Se observa que la tendencia de las curvas de produccion
enzimatica de las tres enzimas, fueron iguales a la produccion enzimatica del
grupo 1. Sin embargo, en este caso, la primera cosecha se presento el dia 49, 8
dias mas tarde que en el grupo 1, resultado esperado debido a la diferencia en el
crecimiento del hongo Lentinus edodes en las fundas correspondientes a los 2

grupos.

En la primera cosecha del grupo 2 debido al mayor tiempo de fermentacién del
hongo hasta llegar a la etapa de la cosecha, se tuvo un incremento en la actividad
enzimatica celulolitica con respecto a la actividad enzimatica presentada en la
fermentacion del grupo 1. En la fase de desarrollo del micelio se tuvo que los
valores de actividad enzimatica celulolitica disminuyeron con respecto al valor
inicial que fue de 0,147 Ul. Para el dia 25 el micelio habia cubierto casi por
completo el aserrin al igual que en el caso anterior, pero la fase de aparecimiento
de los primordios se tarddb mas y la primera cosecha recién se presenté el dia 49
con un valor de 0,225 Ul y este fue el maximo valor de actividad enzimatica

celulolitica que se tuvo para esta corrida.

Respecto de la actividad enzimatica lignino peroxidasica, se observa un
comportamiento similar al del grupo 1. La maxima produccién de actividad
enzimatica lignino peroxidasica se tuvo el dia 39 con un valor de 8,22x10 Ul, al

igual que en el grupo 1.
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Figura 3.23. Variacion de las actividades enzimaticas celulolitica (CMC), lignino
peroxidasica (LiP) y manganeso peroxidasica (MnP) con el tiempo de la primera corrida de

fermentacion del grupo 2 del hongo Lentinus edodes

El maximo valor de actividad manganeso peroxidasica se presentd el dia 28 con
un valor de 2,47x102 Ul, y la tendencia de la curva de actividad enzimatica en

funcién del tiempo para el grupo 2 fue igual a la obtenida para el grupo 1.
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3.4.3. DETERMINACION DEL PERIODO DE MAYOR GENERACION DE LAS
ACTIVIDADES ENZIMATICAS PARA LA SEGUNDA CORRIDA DEL
GRUPO 1

En la Figura 3.24 se presentan la variacion de la actividad enzimatica celulolitica,
lignino peroxidasica y manganeso peroxidasica en funcion del tiempo para el
grupo 1 durante la segunda corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes.
La actividad enzimatica celulolitica fue mayor que las actividades enzimaticas
lignino peroxidasica y manganeso peroxidasica en toda la etapa de fermentacion

del hongo.

La actividad enzimatica celulolitica disminuyd en los primeros dias de
fermentacion del hongo, quiza esto estuvo asociado a la fase de adaptacién del
hongo. En el dia 20 se presentd un primer pico con un valor de 0,134 Ul y esto se
dio durante la fase de desarrollo del micelio en el aserrin. Luego, la actividad
enzimatica disminuyd, volvié a aumentar, y presentd un pico en el dia 31 que fue
el dia de la primera cosecha del grupo 1 el valor de actividad enzimatica fue de
0,175 Ul. Después del dia 31, durante la fase de induccién de la nueva oleada el
valor de actividad enzimatica disminuyd, pero al tiempo de segunda cosecha el
valor de actividad enzimatica nuevamente aumenté y al dia 52 presenté un valor
de 0,191 UI, este fue el maximo valor de actividad enzimatica celulolitica obtenido,

excepto por el valor de actividad inicial (dia 0).

La actividad enzimatica lignino peroxidasica fue practicamente nula para esta
corrida, por lo tanto no existi6 una produccion considerable de esta enzima
durante el tiempo de fermentacién del hongo Lentinus edodes. El maximo valor de
actividad enzimatica lignino peroxidasica se alcanzd el dia 20 y fue de
1,32><10‘2 Ul; es decir, el maximo valor de actividad enzimatica se presento al
finalizar la fase de desarrollo del micelio sobre todo el sustrato. En el ultimo dia de
fermentacion se tuvo un valor bajo de actividad enzimatica lignino peroxidasica de
2,25x107 UL.
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Figura 3.24. Variacion de las actividades enzimaticas celulolitica (CMC),
ligninoperoxidasica (LiP) y manganeso peroxidasica (MnP) con el tiempo para la segunda

corrida de fermentacion del grupo 1 del hongo Lentinus edodes

La actividad enzimatica manganeso peroxidasica presentd mayor produccion que
la obtenida en la primera corrida. Un primer pico de actividad enzimatica se tuvo
en el dia 20 con un valor de 5,89x1072 Ul, dia en el que el micelio habia poblado
por completo al sustrato. Un segundo pico se presentd el dia 34 con un valor de
8,80x107 Ul y fue el maximo valor de actividad enzimatica que se presentd para
esta corrida. El dia 31, dia de la primera cosecha se obtuvo un valor de
7,77x102 Ul, y este valor fue muy cercano al presentado el dia 34. En el dia de
segunda cosecha, el valor de actividad enzimatica manganeso peroxidasica fue
de 1,34x102 ULl
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3.4.4. DETERMINACION DEL PERIODO DE MAYOR GENERACION DE LAS
ACTIVIDADES ENZIMATICAS PARA LA SEGUNDA CORRIDA DEL
GRUPO 2

En la Figura 3.25 se presentan los datos de variacion de las actividades
enzimaticas celulolitica, lignino peroxidasica y manganeso peroxidasica con el
tiempo para el grupo 2 en la segunda corrida de fermentacion del hongo Lentinus

edodes. Estos datos se tomaron de las tablas 3.6, 3.9y 3.13.
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Figura 3.25. Variacién de las actividades enzimaticas celulolitica (CMC),
ligninoperoxidésica (LiP) y manganeso peroxidasica (MnP) con el tiempo para la segunda

corrida de fermentacion del grupo 2 del hongo Lentinus edodes
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La actividad enzimatica celulolitica del grupo 2 fue mucho mas alta que la
actividad presentada en el grupo 1, pero esta diferencia se present6é desde el dia
31; es decir, la mayor produccidén de actividad enzimatica celulolitica se obtuvo
después de la fase de desarrollo del micelio, la cual fue mas larga para el grupo 2.
A partir de este dia el valor de actividad enzimatica celulolitica disminuyd, pero
desde el dia 48 hasta el final de esta corrida se tuvieron valores de actividad
enzimatica celulolitica mayores. El dia de la primera cosecha del grupo 2 que se
dio en el dia 59, se tuvo el maximo valor de actividad enzimatica celulolitica y fue
de 0,418 UI.

Para la actividad enzimatica lignino peroxidasica del grupo 2 de esta corrida se
presentd una tendencia muy parecida a la tendencia presentada por el grupo 1. El
maximo valor de produccién enzimatica lignino peroxidasica fue de 1,62x102 Ul y
se presento en el dia 55. Para el dia de la primera cosecha del grupo 2 no se tuvo

actividad enzimatica lignino peroxidasica.

La actividad manganeso peroxidasica a partir del dia 41 disminuy®; en el dia de la
primera cosecha del grupo 2 se tuvo un valor de 1,67 x107 Ul. El maximo valor de
actividad manganeso peroxidasica se tuvo el dia 31 con un valor de 7,77 x 107 UL.

Para el final de la corrida el valor de actividad enzimatica fue de 0,00 UI.

3.4.5. DETERMINACION DEL PERIODO DE MAYOR GENERACION DE LAS
ACTIVIDADES ENZIMATICAS PARA LA TERCERA CORRIDA DEL
GRUPO 1

En la Figura 3.26 se presentan los datos de variacion de las actividades
enzimaticas celulolitica, lignino peroxidasica y manganeso peroxidasica en
funcién del tiempo para el grupo 1 de la tercera corrida de fermentacién del hongo

Lentinus edodes. Estos datos se tomaron de las tablas 3.6, 3.9 y 3.13.
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Figura 3.26. Variacion de las actividades enzimaticas celulolitica (CMC),

ligninoperoxidasica (LiP) y manganeso peroxidasica (MnP) con el tiempo para la tercera

corrida de fermentacion del grupo 1 del hongo Lentinus edodes

La actividad celulolitica para la tercera corrida de fermentacion del hongo Lentinus

edodes presentd valores variables, en la Figura 3.26 se puede observar la

presencia de varios picos. Al igual que para las anteriores corridas, el valor de

actividad enzimatica disminuy6 en los primeros dias de fermentacion, durante la

fase de adaptacion; luego de esto se present6é un primer pico en el dia 17 con un

valor de 0,171 Ul. Para el dia 17 la fase de desarrollo del micelio en el sustrato

estuvo casi finalizada y comenzé a engrosarse para la posterior produccién de los

primordios, fase de fructificacion. El dia 28 se presenté un segundo pico con un

valor de 0,180 Ul y este fue el dia de la primera cosecha del grupo 1. Durante la
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fase de induccion de la nueva oleada, el valor de actividad enzimatica celulolitica
disminuy6, pero para el dia de la segunda cosecha el valor de actividad

enzimatica celulolitica incremento6 y se obtuvo un valor de 0,192 UI.

La tendencia de la actividad enzimatica lignino peroxidasica para esta corrida
difiri6 un poco de las tendencias analizadas para las dos corridas anteriores, y
presento varios picos; sin embargo, el dia de la primera cosecha del grupo 1 (dia
28) no se tuvo produccion enzimatica lignino peroxidasica. Para el dia 49, ultimo
dia de fermentacion el valor de actividad enzimatica lignino peroxidasica
incrementd y tuvo un valor de 2,41x102 Ul y fue el valor maximo de actividad

enzimatica de esta corrida.

La actividad enzimatica manganeso peroxidasica para esta corrida increment6 en
los primeros de dias de fermentacion. El dia 17 presenté un valor de 5,13x 1072 Ul
y el dia 21 se presentd el maximo valor de actividad enzimatica manganeso
peroxidasica que fue de 8,08x10? UI. El dia de la primera cosecha del grupo 1,
dia 28, el valor de actividad enzimatica manganeso peroxidasica fue de
4,34x10 Ul. Finalmente, para el Gltimo dia de fermentacién (dia 49) no se tuvo

actividad enzimatica lignino peroxidasica.

3.4.6. DETERMINACION DEL PERIODO DE MAYOR GENERACION DE LAS
ACTIVIDADES ENZIMATICAS PARA LA TERCERA CORRIDA DEL
GRUPO 2

En la Figura 3.27 se presentan los datos de variacion de las actividades
enzimaticas celulolitica, lignino peroxidasica y manganeso peroxidasica con el
tiempo del grupo 2 de la tercera corrida de fermentacion del hongo Lentinus

edodes. Estos datos se tomaron de las tablas 3.7, 3.10 y 3.14.

La actividad enzimatica celulolitica para la cosecha del grupo 2 present6 un
comportamiento muy parecido al del grupo 1, en las fases de adaptaciéon y

desarrollo del micelio. El incremento de la actividad enzimatica celulolitica se dio a
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partir del dia 42, y alcanz6 el maximo valor de actividad en el dia 56, dia de la

primera cosecha del grupo 2, con un valor de 0,666 UI.
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Figura 3.27. Variacién de las actividades enzimaticas celulolitica (CMC),
ligninoperoxidasica (LiP) y manganeso peroxidasica (MnP) con el tiempo para la tercera

corrida de fermentacion del grupo 2 del hongo Lentinus edodes

La tendencia de la actividad lignino peroxidasica para la primera cosecha del
grupo 2 fue muy parecida a la presentada en el grupo 1. A partir del dia 38 se
presentan varios picos; el dia de la primera cosecha del grupo 2 el valor de
actividad enzimatica lignino peroxidasica fue de 1,89%x107 UI, y fue uno de los

valores de actividad enzimatica lignino peroxidasica mas alto. EI maximo valor de
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actividad enzimatica lignino peroxidasica se tuvo el dia 63 con un valor de
3,22x102 UL.

Al igual que para el grupo 1 el maximo valor de actividad enzimatica manganeso
peroxidasica se presento el dia 21 y el valor fue de 8,08x102 Ul. A partir del dia

31y en adelante, no se tuvo actividad enzimatica manganeso peroxidasica.

3.4.7. ANALISIS Y DETERMINACION DEL PERIODO DE MAYOR
GENERACION DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LAS TRES
CORRIDAS DE FERMENTACION DEL HONGO Lentinus edodes

En la Tabla 3.16 se presentan los datos de las maximas producciones
enzimaticas para el grupo 1 en las diferentes corridas y los dias en los cuales se

obtuvieron estos valores.

Tabla 3.16. Tiempos y valores de maxima generacidn enzimatica celulolitica, lignino
peroxidésica y manganeso peroxiddsica para las tres corridas de fermentacion del grupo 1

del hongo Lentinus edodes

Corridas
Parametro Primera Corrida Segunda Corrida Tercera Corrida
Grupo 1 DIiA Grupo 1 DIiA Grupo 1 DIiA
Celulolitica 0,246 UI 69 0,191 UI 52 0,192 Ul 49
Mixima —
Lignino 3 5 5
actividad o 8,22x10™ Ul 39 1,32x10~ UI 20 2,41x10° Ul 49
Peroxidasica
enzimatica
Manganeso 5 5 5
- 2,47x10~ Ul 28 8,80x10™ UI 34 8,08x10™ Ul 21
peroxidasica

Se tiene que la maxima actividad enzimatica celulolitica para las tres corridas se
tuvo en el dia de segunda cosecha del grupo 1. A pesar de no haber tenido
cuerpos fructiferos para cosechar en el dia de segunda cosecha del grupo 1, los

maximos valores de actividad enzimatica celulolitica se tuvieron para estos dias
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en las tres corridas, debido posiblemente a que el hongo estuvo mayor tiempo en
contacto con el aserrin y producto de esto degrad6é por mas tiempo la celulosa

que es el mayor componente del aserrin.

La maxima actividad enzimatica lignino peroxidasica se obtuvo en los dias 39, 20

y 49 para la primera, segunda y tercera corrida respectivamente.

La maxima actividad manganeso peroxidasica se presento en los dias cercanos a
la primera cosecha en las tres corridas. En el caso de la primera corrida el valor
maximo se presento el dia 28; 13 dias antes de la primera cosecha del grupo 1;
para la segunda corrida se presentd el dia 34, tres dias después de la primera
cosecha del grupo 1 y finalmente para la tercera corrida el valor maximo se tuvo el

dia 21, 7 dias antes de la primera cosecha del grupo 1.

En la Tabla 3.17 se presentan los datos de las maximas producciones
enzimaticas del grupo 2 de las diferentes corridas y los dias en los cuales se

obtuvieron dichos valores.

Tabla 3.17. Tiempos y valores de maxima generacidon enzimatica celulolitica, lignino
peroxidasica y manganeso peroxidasica para las tres corridas de fermentacion del grupo 2

del hongo Lentinus edodes

Corridas
Parametro Primera Corrida Segunda Corrida Tercera Corrida
Grupo 2 DIiA Grupo 2 DIA Grupo 2 DIiA
Celulolitica 0,225 UI 49 0,418 UI 59 0,666 UI 56
Maxima ..
Lignino 3 2 2
actividad o 8,22x10~ UI 39 1,62x10™ Ul 55 3,22x10™ Ul 63
Peroxidasica
enzimatica
Manganeso 5 2 .
- 2,47x10~ Ul 28 7,77x10 UL 31 8,08x10™~ UI 31
peroxidasica

La maxima actividad enzimatica celulolitica para las tres cosechas se dio el dia de

la primera cosecha del grupo 2 en las tres corridas.
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Como se analizé anteriormente la actividad enzimatica celulolitica estuvo presente
durante todo el proceso de desarrollo del hongo Lentinus edodes y este
comportamiento corresponde a los resultados esperados. Segun lo expresado por
Montoya (2008), los hongos de pudricién blanca dentro de sus requerimientos
nutricionales prefieren la celulosa y hemicelulosa como fuente de energia, y en
presencia de estos compuestos secretan celulasas. Ademas la actividad

celulosica esta directamente ligada al desarrollo del micelio (p. 50).

De los datos presentados en la Tabla 3.17 se tiene que el maximo valor de
actividad lignino peroxidasica se obtuvo en diferentes etapas de desarrollo del

hongo para las tres corridas.

Si se compara la actividad enzimatica celulolitica con la actividad enzimatica
lignino y manganeso peroxidasica, se puede notar que la actividad enzimatica
celulolitica es mucho mayor que la actividad lignino y manganeso peroxidasica,
esto se podria atribuir a que el contenido inicial de celulosa en el aserrin es

practicamente el doble que el de lignina.

Los valores maximos de actividad manganeso peroxidasica se tuvieron
nuevamente en los dias cercanos a la primera cosecha del grupo 2. Para la
primera corrida el maximo valor de actividad manganeso peroxidasica se tuvo 21
dias antes de la cosecha. El maximo valor de actividad enzimatica manganeso
peroxidasica para la segunda corrida se tuvo 28 dias antes de la primera cosecha
del grupo 2 y para la tercera corrida se tuvo 25 dias antes de la primera cosecha
del grupo 2. En otras palabras, la maxima actividad enzimatica manganeso

peroxidasica se produjo entre 21 y 28 dias antes de la cosecha del grupo 2.

La lignina es el polimero responsable de la resistencia que tiene la madera ante la
accién microbiana; la funcion principal de la lignina es proteger a la celulosa para
impedir su degradacion por accién de microorganismos. Cuando la lignina es
removida o modificada por cualquier agente, la celulosa queda disponible para ser
facilmente degradada por las enzimas microbianas (Blanchette, 1995, p. 1005).

Debido a esta disposicion de la lignina y la celulosa en la madera, algunos hongos
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de pudricion blanca degradan primero la lignina y luego la celulosa (Kirk y Farrel,
1987, p. 498); sin embargo, de los datos obtenidos en este trabajo resulté que el
hongo Lentinus edodes no presentd este comportamiento, ya que tanto las
enzimas celuloliticas como las enzimas ligninoliticas se produjeron durante toda la

fermentacion del hongo Lentinus edodes.

De lo analizado anteriormente se tiene que para la actividad lignino peroxidasica
no se puede establecer una relacion clara entre el crecimiento del hongo y la
actividad de la enzima lignino peroxidasica, esto también es debido a los bajos
valores de actividad lignino peroxidasica que en general se presentaron para
todas las corridas de fermentacion realizadas. Sin embargo; la actividad lignino
peroxidasica presento los maximos valores en los ultimos dias de fermentacion de
las tres corridas para el grupo 2, y este fenbmeno también se present6 para la
fermentacion del hongo Grifola frondosa en residuos sélidos en el trabajo
desarrollado por Montoya (2008), donde la maxima actividad lignino peroxidasica
alcanzé un valor de 9,51738 UE (uMmol/g sustrato seco. min); comportamiento

atribuible a un metabolito secundario (p. 61).

Los maximos valores de actividad enzimatica manganeso peroxidasica se dieron
en la fase de desarrollo del micelio, comportamiento esperado, pues la enzima
manganeso peroxidasa es una enzima ligninolitica que para la mayoria de hongos
de pudricion blanca se produce en los primeros dias de fermentacion, entre la
fase de adaptacion y la fase de desarrollo miceliar, ya que para desarrollarse el
hongo Lentinus edodes debe descomponer primero la lignina en mayor proporcién

que la celulosa (Niladevi, 2009, p. 405).

Los valores de actividad enzimatica lignino y manganeso peroxidasica producidos
por el hongo Lentinus edodes no fueron altos, y esto coincide con la descripcion
de Pérez y Jeffries (1992), que sefialaron que la laccasa es la enzima ligninolitica
que se encuentra con mayor frecuencia en los hongos de pudricion blanca (p.
2404).
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3.4.8. ANALISIS GLOBAL DE LA GENERACION DE ENZIMAS
CELULOLITICA LIGNINOPEROXIDASICA Y MANGANESO
PEROXIDASICA

En la Figura 3.28 se presenta un grafico comparativo de los valores promedio de
actividad enzimatica celulolitica, lignino peroxidasica y manganeso peroxidasica,
calculadas para los dias mas importantes del proceso fermentativo relacionados
con la fase de crecimiento del hongo. El eje de ordenadas corresponde a nueve
dias especificos de crecimiento del hongo Lentinus edodes. El eje de abscisas
representa el valor de actividad enzimatica en Unidades Internacionales. En esta
figura se observa de mejor manera la relacion entre el crecimiento del hongo
Lentinus edodes y la produccién de enzimas celulolitica, manganeso peroxidasica
y ligninoperoxidasica. Asi, la produccion de enzima peroxidasica es baja
comparada con las otras dos enzimas que fueron producidas en el proceso de

fermentacion del aserrin por el Lentinus edodes.

La enzima celulolitica es la que mas se produce durante todo el proceso
fermentativo, lo cual se explica porque es la enzima encargada de liberar la
celulosa para que sea utilizada por el hongo como fuente de energia para su
crecimiento. Se observa que la actividad celulolitica disminuye desde el dia de la
inoculacion hasta que termina la adaptacion. Esto sugiere que durante la
obtencion del in6culo se generd una cantidad suficiente de celulasas para que el
hongo pueda adaptarse en el aserrin. Se observa también que la actividad
manganeso peroxidasica se va incrementando desde la inoculacion hasta la
generacion del micelio, lo cual implicaria que la celulosa en el aserrin no esta
disponible para ser consumida por el hongo, y se generan las ligninasas con el
objeto de degradar la lignina que recubre a la celulosa. Cuando ya hay algo de
celulosa disponible, nuevamente se genera la celulasa. Este comportamiento se
observa durante todo el proceso fermentativo: la celulosa disminuye en los

periodos en los cuales la manganeso peroxidasa se incrementa.

Como ya se ha mencionado anteriormente, se observa que durante el proceso

fermentativo casi no hay generacién de actividad lignino peroxidasica y esto se
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produjo ya que el microorganismo aparentemente no tuvo dias prologados de
estrés, producto de la falta de nutrientes, por lo que no se logré6 una mayor
produccion de esta enzima; adicionalmente, el Lentinus edodes produce otro tipo
de enzimas ligninoliticas como la laccasa en mayor cantidad que la lignino

peroxidasa.

3.5. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE EXTRACTOS
CON ACTIVIDAD ENZIMATICA CELULOLITICA Y
MANGANESO PEROXIDASICA PRODUCIDOS POR EL
HONGO Lentinus edodes EN ASERRIN TROPICAL

En el siguiente subcapitulo se analizan los datos de estabilidad de los extractos
con actividad enzimatica celulolitica y manganeso peroxidasica producidos por el
hongo Lentinus edodes en aserrin tropical, en funcion del tiempo y para tres

temperaturas de almacenamiento que fueron 15,5 °C, 3 °Cy — 14 °C.

3.5.1. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE EXTRACTOS CON
ACTIVIDAD ENZIMATICA CELULOLITICA PRODUCIDOS POR EL
HONGO Lentinus edodes EN ASERRIN TROPICAL

Los resultados de la variacion de la actividad enzimatica celulolitica de los
extractos en funcion del tiempo para las tres temperaturas de almacenamiento se

presentan en la Tabla 3.18.

A temperatura ambiente se observa una mayor disminucién de los valores de
actividad enzimatica de los extractos, que para las otras temperaturas de analisis.
El valor inicial de actividad enzimatica fue de 0,254 Ul y después de los 30 dias
de analisis de la influencia de la temperatura en la actividad enzimatica celulolitica
de los extractos se tuvo un valor de 0,158 Ul. En los 30 dias de analisis perdié un
total de 0,096 UI.
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A temperatura de refrigeraciéon se tuvo que la actividad enzimatica celulolitica
disminuy6é pero en menor proporcion que a temperatura ambiente y en mayor
proporcion que a temperatura de congelacion. De un valor de 0,254 Ul pas6 a un
valor de 0,190 Ul, y perdi6é un valor de 0,064 Ul en los 30 dias de almacenamiento

a esta temperatura.

Tabla 3.18. Variacion de la actividad enzimatica celulolitica en funcidn del tiempo de los

extractos almacenados a 15,5 °C, 3 °Cy -14 °C

T amb. T ref. Tcong. T amb. T ref. Tcong.
(15,5°C) 3°0) (-14°C) (15,5 °C) 3°0) (-14°C)
0,254 0,254 0,254 0,206 0,243 0,261
0,211 0,209 0,289 0,207 0,227 0,273
0,255 0,277 0,290 0,212 0,238 0,264
0,266 0,261 0,288 0,185 0,228 0,262
0,227 0,252 0,279 0,199 0,229 0,253
0,242 0,266 0,280 0,179 0,229 0,237
0,212 0,275 0,300 0,174 0,198 0,228
0,232 0,251 0,276 0,158 0,190 0,224

A temperatura de congelacion se tuvo que la actividad enzimatica celulolitica
disminuyo de 0,254 Ul a 0,224 Ul, es decir perdio tan solo 0,003 Ul en los 30 dias
de almacenamiento. Se observa que a temperatura de congelacion los extractos
fueron mas estables que a las otras dos temperaturas de almacenamiento, pues a

esta temperatura se conservé una mayor actividad enzimatica celulolitica.
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3.5.1.1. Analisis de estabilidad de los extractos con actividad enzimatica celulolitica

para un modelo de degradacion de orden cero

Para el analisis de estabilidad de los extractos no se consideraron los datos de los
4 primeros dias, ya que se observd una variabilidad muy grade debido a la

formacion de precipitados durante estos primeros dias de analisis.

En la Figura 3.29 se tienen los valores de variacion de la actividad enzimatica
celulolitica de los extractos en funcién del tiempo para las tres temperaturas de
almacenamiento. Se presentan también las lineas de tendencia de estas curvas
con sus respectivas ecuaciones lineales, las cuales describen la velocidad de
variacion de la actividad enzimatica celulolitica con el tiempo para cada

temperatura segun el modelo de orden de reaccion cero.
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Figura 3.29. Variacidn de la actividad enzimatica celulolitica de los extractos almacenados

a 15,5 °C, 3 °Cy -14 °C de temperatura en funcién del tiempo y lineas de tendencia
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En la Tabla 3.19 se tabulan los valores de la actividad enzimatica inicial y final,
también se presenta el valor de la pendiente k para cada temperatura y finalmente
se tiene el tiempo de conservacion (tsg) de la actividad enzimatica celulolitica
inicial expresado en dias. Como se observa en esta tabla el valor de la constante

k es menor mientras menor es la temperatura de almacenamiento.

El tiempo (ts50) indica el numero de dias que los extractos enzimaticos tardarian en
perder el 50% de la actividad enzimatica celulolitica inicial a las tres temperaturas

de analisis.

A la temperatura de almacenamiento ambiental promedio de 15,5 °C se tuvo un
tso de 36,4 dias; a la temperatura de refrigeracion (3 °C) se tuvo un tso de 49,5
dias y para el almacenamiento a la temperatura de congelacion (-14 °C) el tso fue
de 58,0 dias.

Tabla 3.19. Datos de la actividad enzimética celulolitica inicial y final, de la constante k y

del tso de los extractos almacenados a 15,5 °C, 3 °Cy -14 °C

Temperatura
UI, Ul k (Ul/dia) | ts50 (dia)
‘O
15,5 0,255 0,128 0,0035 36,4
3 0,277 0,139 0,0028 49,5
-14 0,290 0,145 0,0025 58,0

Como se observa en la Tabla 3.19, la temperatura de almacenamiento a la cual
mejor se conservo la actividad enzimatica celulolitica de los extractos fue a
temperatura de congelacién; la temperatura de almacenamiento bajo la cual se
dio el menor tiempo de conservacion del 50% de la actividad enzimatica inicial fue

a la temperatura ambiental.

En la Figura 3.30 se observa la variacion del logaritmo natural de la constante de
reaccion para los extractos almacenados a diferentes temperaturas con respecto

al inverso de dichas temperaturas, también se tiene la regresion lineal de la curva
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y el valor del coeficiente de regresion lineal, para una reaccién de orden cero. Los

valores del logaritmo natural de la constante de reaccion y del inverso de las

temperaturas se presentan en la Tabla 3.20.
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Figura 3.30. Variacidn del In (k) con respecto al inverso de la temperatura de

almacenamiento de los extractos

A partir de la regresion lineal de la recta presentada en la Figura 3.30 se calcul6 la

energia de activacion. El valor de la energia de activacién para estas reacciones

fue de 6,681 KJ/mol y este valor se presenta en la Tabla 3.20.

Tabla 3.20. Datos de In de la constante de reaccion, el inverso de la temperatura y del

valor de la energia de activacidn para reacciones ajustadas a un modelo de orden cero

Temperatura ) Ea
In (k) 1/T °K™)
(°K) KJ/mol
288,5 -5,655 3,5E-03
276 -5,878 3,6E-03 6,681
259 -5,991 3,9E-03
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3.5.1.2. Analisis de estabilidad de los extractos con actividad enzimatica celulolitica

para un modelo de degradacion de primer orden

Los datos de In (Ul) con respecto al tiempo de los extractos, con actividad
enzimatica celulolitica, almacenados a temperatura ambiente, de refrigeracion y
de congelacién se presentan en el Anexo XIV. Con los datos tabulados en la
Tabla AXIV.1 se obtuvo la Figura 3.31.

En la Figura 3.31 presenta la variacion del logaritmo natural de la actividad

enzimatica celulolitica con el tiempo para las tres temperaturas de

almacenamiento (15,5 °C, 3 °C y - 14 °C). En esta figura también se presentan las
lineas de tendencia y sus respetivas ecuaciones para el analisis del tso para los

extractos ajustados a un modelo de reacciones de primer orden.
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Figura 3.31. Variacion del In (UI) de los extractos con actividad celulolitica almacenados

a15,5°C, 3 °Cy-14 °C en funcién del tiempo y lineas de tendencia
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En la Tabla 3.21 se tabulan los valores del logaritmo natural de la actividad
enzimatica inicial y final, el valor de la constante de reaccion para cada
temperatura y el tso, tiempo en el que pierde el 50% de la actividad enzimatica

celulolitica inicial de los extractos, expresado en dias.

Tabla 3.21. Datos del In de la actividad enzimatica celulolitica inicial y final, de la

constante de reaccion y del tsy de los extractos almacenados a 15,5 °C, 3 °Cy -14 °C

Temperatura (°C) In(UL,) In(UI) k (dia_l) Tso (dias)
15,5 -1,366 -2,060 0,0169 41,0
3 -1,284 -1,977 0,0121 57,3
-14 -1,238 -1,931 0,0097 71,5

A la temperatura ambiental promedio (15,5 °C) se tuvo un tsy de 41,0 dias, a la
temperatura de refrigeracion (3 °C) este tiempo fue de 57,3 dias y para el
almacenamiento a la temperatura de congelacion (-14 °C) se tuvo un tso de 71,5

dias.

Al analizar las reacciones como reacciones de primer orden se tuvo que el mayor
tso se dio a la temperatura de congelacion y el menor tiempo de conservacion de
la actividad enzimatica celulolitica en los extractos se tuvo al almacenar los

extractos a temperatura de refrigeracion.

Con los valores de la Tabla 3.21 se obtuvo el valor de la constante de reaccion.
En la Figura 3.32 se presenta la variacion del logaritmo natural de la constante de
reaccion con respecto al inverso de la temperatura de almacenamiento de los

extractos con actividad enzimatica celulolitica.
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Figura 3.32. Variacion del In (k) con respecto al inverso de la temperatura de

almacenamiento de los extractos

El valor de la energia de activacion para estas reacciones analizadas como

reacciones de primer orden fue de 11,164 KJ/mol y se presenta en la Tabla 3.22.

Tabla 3.22. Datos de In de la constante de reaccidn, el inverso de la temperatura y del

valor de la energia de activacidn para reacciones ajustadas a un modelo de primer orden

Ea
Temperatura (°K) In (k) 1/T (°K™) (KJ/mol)
288,5 -4,080 3,5E-03
276 -4.415 3,6E-03 11,164
259 -4,636 3,9E-03

En la Tabla 3.23 se presentan los datos de las constantes de reaccion, los

coeficientes de regresion lineal y el valor de la energia de activacién obtenidos al
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almacenar los extractos a tres temperaturas diferentes y al haber analizado estos

datos como reaccién de orden cero y primer orden.

El valor de energia de activacion obtenido al analizar las reacciones como
reacciones de primer orden fue mayor en aproximadamente 4 KJ/mol del obtenido
para el analisis de las reacciones ajustadas a un modelo de orden cero, lo que
quiere decir que los extractos con actividad enzimatica celulolitica presentaron
mayor variacion de la actividad enzimatica celulolitica existente en los extractos

con la temperatura (Reynosa, 2004, p. 172).

Tabla 3.23. Datos de la constante de reaccion, el coeficiente de regresion lineal y la

energia de activacidn para reacciones ajustadas a un modelo de orden cero y primer orden

Primer orden
Ea Ea
r? k (dia™) r?
(° C) (Ul/dia) (KJ/mol) (KJ/mol)
0,0035 0,0169

0,0028 | 0,9104 6,681 0,0121 0,9459 11,164

El valor mas alto de coeficiente de regresion lineal fue para el analisis de los

Orden cero

Temperatura k

extractos bajo un modelo de primer orden; este resultado fue el esperado ya que
la mayoria de procesos de degradacién enzimatica corresponden a modelos de
primer orden (Labuza y Riboh, 1982, p. 70).

3.5.2. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE EXTRACTOS CON
ACTIVIDAD ENZIMATICA MANGANESO PEROXIDASICA
PRODUCIDOS POR EL HONGO Lentinus edodes EN ASERRIN TROPICAL

Los resultados de estabilidad de los extractos con actividad enzimatica
manganeso peroxidasica con el tiempo, para 155 °C, 3 °C y -14 °C de

temperatura de almacenamiento, se observan en la Tabla 3.24.
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Los valores de actividad enzimatica manganeso peroxidasica de los extractos
almacenados a las tres condiciones de temperatura presentaron una tendencia a

disminuir conforme pasaron los dias de almacenamiento de los extractos.

Tabla 3.24. Variacion de la actividad enzimatica manganeso peroxidasica con el tiempo de

los extractos almacenados a 15,5 °C, 3 °C y -14 °C

T amb. T ref. Tcong. T amb. T ref. Tcong.
155°C) | (3°0O) (-14 °C) (15,5°C) (3°0) (-14 °C)
0,053 0,053 0,053 | 0,053 0,055 0,066
0,051 0,053 0,054 0,038 0,043 0,054
0,052 0,064 0,055 0,039 0,049 0,054
0,061 0,069 0,073 0,042 0,038 0,057
0,056 0,055 0,068 0,032 0,046 0,050
0,051 0,057 0,058 0,038 0,040 0,046
0,050 0,062 0,066 0,037 0,041 0,049
0,048 0,049 0,055 0,024 0,032 0,042

A 15,5 °C los valores de actividad enzimatica de los extractos disminuyeron
rapidamente, el valor inicial de actividad enzimatica fue de 0,053 Ul y después de
los 30 dias de analisis de la influencia de la temperatura ambiental en la actividad
enzimatica manganeso peroxidasica de los extractos se obtuvo 0,024 Ul, es decir
en este tiempo de almacenamiento el valor de la actividad enzimatica manganeso

peroxidasica se redujo a menos de la mitad del valor inicial.

A 3 °C se tuvo que la actividad enzimatica manganeso peroxidasica disminuyo
pero en menor proporcion que a temperatura ambiente y en mayor proporcion que
a temperatura de congelacion, el valor inicial de actividad enzimatica fue de
0,053 Ul y después de 30 dias de analisis el valor final fue de 0,032 Ul. En este

periodo de tiempo la actividad manganeso peroxidasica disminuyé en 0,021 Ul.
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A la temperatura de almacenamiento de -14 °C se tuvo que la actividad
enzimatica manganeso peroxidasica disminuy6 de un valor de 0,053 Ul a un valor
de 0,042 Ul, entonces se podria decir que a esta temperatura de almacenamiento
los extractos conservaron mejor su actividad manganeso peroxidasica, pues en

este tiempo solo se perdié 0,011 Ul de la actividad enzimatica inicial.

Para el analisis de estabilidad de los extractos con actividad enzimatica
manganeso peroxidasica no se consideraron los datos de los 6 primeros dias de
almacenamiento, ya que en estos dias se observd una variabilidad muy grade en

los datos asociada a la formacién de precipitados.

3.5.2.1. Analisis de estabilidad de los extractos con actividad enzimatica manganeso

peroxidasica para un modelo de degradacion de orden cero

En la Figura 3.33 se graficaron los valores de estabilidad para los extractos con
actividad enzimatica manganeso peroxidasica con el tiempo para 15,5 °C, 3 °C y
-14 °C y se presentan también las lineas de tendencia de estas curvas con sus

respectivas ecuaciones y valores de coeficiente de regresion lineal.

En la Tabla 3.25 se tabulan los valores de la actividad enzimatica inicial y final, el
valor de la constante de reaccién para cada temperatura de almacenamiento y el
tiempo (ts0), tiempo que los extractos se tardarian en perder el 50% de la actividad

manganeso peroxidasica inicial.
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Figura 3.33. Variacion de la actividad enzimatica manganeso peroxidasica de los extractos

almacenados a 15,5 °C, 3 °C y -14 °C con respecto al tiempo

A 15,5 °C se tuvo un tso de 25,5 dias; a temperatura de refrigeracién (3 °C) se

tuvo un t5p de 28,7 dias y para el almacenamiento a la temperatura de

congelacion (-14 °C) el tso, fue de 33,4 dias.

Tabla 3.25. Datos la actividad enzimatica manganeso peroxidasica inicial y final, de la

constante y del tso de los extractos almacenados a temperatura de 15,5 °C, 3 °Cy -14 °C

Temperatura (°C) Ul, Ul K tso(dias)
(U/dia)
15,5 0,061 0,031 0,0012 25,5
3 0,069 0,034 0,0012 28,7
-14 0,073 0,037 0,0011 33,4
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Al analizar las reacciones como reacciones de orden cero se obtuvo que la mejor
temperatura de almacenamiento para la conservacion de la actividad manganeso
peroxidasica de los extractos fue a -14 °C, en otras palabras al almacenar los
extractos a temperatura de congelacién estos conservaron por mas tiempo su

actividad enzimatica manganeso peroxidasica.

En la Figura 3.34 se graficaron los valores del logaritmo natural de la constante de
reaccion con respecto al inverso de la temperatura de almacenamiento, en esta
figura también se presenta la ecuacion de la recta y el valor del coeficiente de

regresion lineal.

Con los valores de la Tabla 3.25 se calculd la energia de activacion y el valor se
presenta en la Tabla 3.26. El valor de la energia de activacién para estas

reacciones fue de 1,888 KJ/mol.

3,4E-03 3,5E-03 3,6E-03 3,7E-03 3,8E-03 3,9E-03
-6,700 T T T T
-6,720
-6,740
X
[=
- -6,760

y =-232,19x -15,9069

6,780 R2 = ﬂ,RA 11
-6,800 \
-6,820

11T (°K)

Figura 3.34. Variacion del In (k) con respecto al inverso de la temperatura de

almacenamiento de los extractos
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Tabla 3.26. Datos de In de la constante de reaccion, el inverso de la temperatura y del

valor de la energia de activacion para un modelo de degradacion de orden cero

4 Ea
Temperatura (°K) In (k) /T (°K™) (KJ/mol)
288,5 -6,725 3,5E-03
276 -6,725 3,6E-03 1,888
259 -6,812 3,9E-03

3.5.2.2. Analisis de estabilidad de los extractos con actividad enzimatica manganeso

peroxidasica para un modelo de degradacion de primer orden

En la Tabla AXIV. 2 del Anexo XIV se tienen los datos de In (Ul) de los extractos
con actividad enzimatica manganeso peroxidasica almacenados a 15,5 °C, 3 °Cy

-14 °C con respecto al tiempo.

En la Figura 3.35 se presenta la variacion del logaritmo natural de la actividad
enzimatica manganeso peroxidasica en funcion del tiempo para las tres
temperaturas de almacenamiento (15,5 °C, 3 °C y -14 °C). En esta figura también
se presentan las lineas de tendencia y sus respetivas ecuaciones para el analisis

del t5p de los extractos al ajustarse un modelo de primer orden.

En la Tabla 3.27 se tabulan los valores de la actividad enzimatica inicial y final, el
valor de la constante de reaccion para cada temperatura y el tiempo (ts0) de
conservacion de la actividad enzimatica manganeso peroxidasica expresado en

dias.

El valor de la constante de reaccion fue menor mientras menor fue la temperatura.
A la temperatura de almacenamiento de 15,5 °C se tuvo un tso de 23,2 dias, a la
temperatura de almacenamiento de 3 °C el t5o fue de 28,9 dias y para el

almacenamiento a la temperatura - 14 °C el t5, fue de 36,7 dias.
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En este caso al analizar las reacciones como reacciones de primer orden se tuvo
que el tiempo que mas se demord en perderse el 50% de la actividad manganeso
peroxidasica inicial fue de 36,7 dias y esto se logr6 al almacenar los extractos a

temperatura de congelacion.
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= -3,100
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.
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-3,500 R2=0,7997
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-3,800 - Y
t (dias)
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---=Lineal (Tamb.) = -------e Lineal (T ref.) Lineal (Tcong.)

Figura 3.35. Variacion del In (UI) de los extractos con actividad enzimética manganeso

peroxidasica almacenados a 15,5 °C, 3 °C y -14 °C con respecto al tiempo

Los tso alcanzados para el analisis de la actividad enzimatica manganeso
peroxidasica son mucho menores a los alcanzados para el analisis de la actividad
enzimatica celulolitica, probablemente esto sucedi6 ya que la concentracién inicial
enzimatica celulolitica en los extractos fue mayor a la concentracion inicial
enzimatica manganeso peroxidasica. En general se puede decir que los extractos

que presentan mayores valores de actividad enzimatica inicial son los extractos
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que mas se veran influenciados por la temperatura de almacenamiento a la que

se expongan.

Tabla 3.27. Datos de In de la actividad enzimatica manganeso peroxidasica inicial y final,
de la constante y del ts5 de los extractos almacenados a temperatura de 15,5 °C, 3 °Cy

-14 °C

Temperatura (°C) In(UI,) In(UI) k (1/dia) | tso(dias)

15,5 -2,795 -3,489 0,0299 23,2
3 -2,675 -3,368 0,0245 28,9
-14 -2,611 -3,304 0,0189 36,7

En la Figura 3.36 se graficaron los valores del logaritmo natural de la constante de
reaccion en funcion del inverso de la temperatura, la ecuacion de la recta y el

coeficiente de regresion lineal.
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-3,800
-3,900 \
-4,000
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Figura 3.36. Variacion del In (k) con respecto al inverso de la temperatura de

almacenamiento de los extractos
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La energia de activacion se calculd a partir de la ecuacion de la recta obtenida en
la Figura 3.36 y se presenta en la Tabla 3.28. El valor de la energia de activacion
para estas reacciones ajustadas a un modelo de primer orden fue de 9,399
KJ/mol.

Tabla 3.28. Datos del logaritmo natural de la constante de reaccion, el inverso de la

temperatura y del valor de la energia de activacidon para un modelo de primer orden

Temperatura ) Ea
In(k) | /T (°K")
°K) (KJ/mol)
288,5 -3,510 3,5E-03
276 -3,709 3,6E-03 9,399
259 -3,969 3,9E-03

En la Tabla 3.29 se presentan los datos de las constantes de reaccion, los
coeficientes de regresion lineal y el valor de la energia de activacién obtenidos al
almacenar los extractos con actividad enzimatica manganeso peroxidasica a tres
temperaturas diferentes y al haber analizado estos datos como reaccién de orden

cero y primer orden.

Tabla 3.29. Datos de la constante de reaccion, el coeficiente de regresion lineal y la

energia de activacion para reacciones ajustadas a un modelo de orden cero y primer orden

Orden cero Primer orden

Temperatura k Ea ] Ea
r k (dia™) r?
(° C) (Ul/dia) (KJ/mol) (KJ/mol)
15,5 0,0012 0,0299
0,0012 0,8441 1,888 0,0245 0,9982 9,399
0,0011 0,0189

El valor de energia de activacion obtenido al analizar las reacciones como
reacciones de primer orden fue mayor en aproximadamente 7 KJ/mol a la energia

de activacidon obtenida para el analisis de las reacciones ajustadas a orden cero.
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El valor mas alto de coeficiente de regresion lineal se obtuvo para el analisis de
los extractos bajo un modelo de primer orden; este resultado es correspondiente a
lo esperado ya que la mayoria de procesos de degradacidn enzimatica

corresponden a modelos de primer orden (Labuza y Riboh, 1982, p. 70).
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

Los valores promedio totales de peso de hongo fresco y eficiencia biologica

fueron de 41,6 gy 19,6 %, respectivamente.

Los valores maximos de actividad enzimatica celulolitica en todas las
corridas de fermentacion del hongo Lentinus edodes se presentaron en los
dias de la primera cosecha con valores que oscilaron entre de 0,225 Ul y
0,666 Ul; y en el dia de la segunda cosecha (o ultimo dia de fermentacion)
con valores entre 0,191 Ul y 0,246 UI.

En el proceso de fermentacién del hongo Lentinus edodes se generd una
minima cantidad de ligninoperoxidasa, el maximo valor obtenido fue de
3,22x 102 UL.

La actividad manganeso peroxidasica se generd en mayor cantidad en los
periodos de induccién con valores entre 2,47x10% Ul, 7,77x10% Ul y
8,08x 10Ul

La maxima actividad celulolitica se obtuvo en el periodo de cosecha;
mientras que la maxima actividad enzimatica ligninoperoxidasa pareceria
no haber estado relacionada con un periodo especifico de crecimiento del
hongo y finalmente, la maxima produccién de la enzima manganeso
peroxidasa estuvo asociado a la fase de desarrollo del micelio ya que en
dicho periodo se presentaron los valores maximos de produccién de esta

enzima.

Para un modelo de estabilidad de primer orden, a - 14 °C se obtuvo el
maximo valor de tsp para la actividad enzimatica celulolitica y fue de
71,5 dias.



135

e Para un modelo de estabilidad de primer orden, a - 14 °C se obtuvo el
maximo valor de ts para la actividad enzimatica manganeso peroxidasa y
fue de 36,7 dias.

e El valor de la energia de activacién para la estabilidad de la actividad
enzimatica celulolitica ajustada a un modelo de primer orden fue de
11,164 KJ/mol.

e EIl valor de la energia de activacion para la estabilidad de la actividad
enzimatica manganeso peroxidasica ajustada a un modelo de primer orden
fue de 9,399 KJ/mol.

4.2. RECOMENDACIONES

e Complementar los analisis de actividades enzimaticas realizados para la
fermentacién de hongos comestibles con el analisis de la cinética de
actividad enzimatica de la laccasa, pues esta enzima en la mayoria de
hongos de pudricidbn blanca se produce en mayor proporcion que las

enzimas lignino y manganeso peroxidasa.

e Analizar la influencia del tamafio de las fundas con respecto a la actividad
enzimatica celulolitica, manganeso peroxidasica, ligninoperoxidasa y de la

laccasa.

e Determinar el porcentaje 6ptimo de indculo de hongo Lentinus edodes que
se debe de anadir en cada funda, para obtener mejores rendimientos y

tiempos de desarrollo del hongo Lentinus edodes mas cortos.

e Estudiar la influencia de la temperatura de almacenamiento de los
extractos con actividad enzimatica celulolitica y manganeso peroxidasica
durante un tiempo mas prolongado para poder realizar un analisis mas

completo de la estabilidad de las actividades enzimaticas.
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e Estudiar métodos de extraccion, concentracion y purificacion de los

extractos con actividad enzimatica.
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ANEXO 1

DETERMINACION DE RESINAS, CERAS Y GRASAS

La determinacidon de resinas, ceras y grasas se midido basandose en el principio

de solubilidad Alcohol-Benceno y siguié la norma TAPII-T-6-0s-59.

Solvente

Se utiliza una mezcla alcohol (1) — benceno (2), que se obtuvo de la mezcla de un

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

Equipo
e Balanza Analitica
o Estufa
e Extractor soxhlet, con un recipiente para sifonamiento de 250 mL
e Desecador

e Rotavapor

Muestra para analisis

Se utiliza una fraccién de tamafio de particula entre 0,25 y 0,4 mm de didametro,
para lo cual en primer lugar se muele la muestra, con malla de molina de 1 mm y
luego se tamiza la muestra molida mediante el uso de tamices # 40 y 60, se toma

la fraccidn recolectada en el tamiz # 60.

Se determina la humedad del analisis, al pesar 2 g de la muestra molida y

tamizada y colocandola en la estufa a 105 °C por un tiempo de 12 horas, se lleva
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la muestra al desecador hasta que se enfrie, se pesa la muestra resultante del

proceso y se determina el contenido de humedad con la siguiente formula:

Masainicial - Masafinal "

%Humedad = 100

Masainicial

Método

Para determinar tanto lignina como celulosa es necesario realizar la extraccion de
ceras, grasas y resinas; este tratamiento se lo efectué al pesar inicialmente el
baldn del soxhlet, limpio y seco, se tomo6 en cuenta hasta el cuarto digito decimal,
se pesa también 5 g de muestra tamizada (que pasa la malla # 40 y se queda
retenida en la malla # 60) que es colocada en un thimble o capuchoén previamente
tarado (secado en la estufa durante 5 horas a 105 °C y pesado). Se coloca en el
baldn de extraccion previamente tarado 400 mL de la mezcla alcohol-benceno
(670 mL de benceno y 330 mL de alcohol etilico analitico). Se arma el aparato y
se coloca el equipo armado en un bafio de agua caliente (aproximadamente 80
°C). Se deja la muestra en reflujo durante 15 horas, se evit6 mover el equipo una
vez que empezo la ebullicidbn de la mezcla alcohol-benceno. Se debe mantener el
nivel del agua del bafio en las % partes, ademas se debe verificar constantemente
la adecuada circulacion del agua por los refrigerantes. La temperatura del bafio

debe permanecer a 80 °C.

Se dejan los capuchones secar al ambiente. Se extrae la mezcla alcohol-benceno
del balén de extraccidn con ayuda de un rotavapor hasta que la grasa quede
adherida a las paredes del balon. 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 horas, para luego dejarlo enfriar en el desecador. Se pesa el balon y se halla

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

Masabalonpiciqi—Masabalonging,

%Grasas = * 100

Masathimblepiciqr*(1—Hanatisis)
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ANEXO I1

DETERMINACION DE CELULOSA

Se fundamenta en que la fraccion de celulosa contenida en una muestra se aisla

por clorinacion. El método seguido esta en la norma TAPPI-T-17-m-55.

Reactivos
e Solucién de hipoclorito de sodio, 10%.
e Solucidon de bidxido de azufre, 3%.

e Solucion de sulfito de sodio, 2%.

Equipo
e Bafio termostatizado
e Bomba de vacio
e Vasos de precipitacion
e Lunas de reloj
e Embudos

e Crisoles filtrantes

Método

Se pesa 2 g de muestra previamente tratada con alcohol-benceno, para eliminar
las resinas, ceras y grasas (Ver Anexo lll). Se coloca la muestra en un erlenmeyer
de 125 mL y se anade 50 mL de hipoclorito de sodio al 10%, dejandola reaccionar
durante 8 horas. Para eliminar el exceso de lignina se filtra el material en un crisol
poroso previamente tarado y luego se lava con 50 mL de agua, 50 mL de bidxido
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
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de sulfito de sodio al 2%. Se lo introduce en un bafio de agua caliente por un
periodo de 30 minutos. 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 lapso de 3 horas. 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 siguiente férmula:

Masacrisolipiciq — Masacrisolsing, 100
E3

%Celulosa =
ftelulosa Masamuestra;pjcig * (1 — H*)

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

humedad.
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ANEXO III

DETERMINACION DE LIGNINA

Se fundamenta en que los carbohidratos de material celulésico se hidrolizan al ser

atacados por acidos fuertes y dejan la lignina como residuo insoluble. Esto se

encuentra detallado en la norma TAPPI-T-13-0s-54.

Reactivos

Solucion de acido sulfurico, 72%.

Equipo

Balones

Balones de destilacion
Bomba de vacio

Bafo termostatizado
Crisoles filtrantes
Lunas de reloj
Refrigerantes

Vasos de precipitacion

Método

Se pesa 1 g muestra libre de resinas, ceras y grasas (Ver Anexo |). Se coloca la

muestra en un erlenmeyer de 125 mL y se afnade 15 mL de una solucion de acido

sulfurico al 72%. Se agita continuamente durante 2 horas manteniendo la muestra

a una temperatura entre 18-20 °C.
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Se transfiere la muestra a un balén de 1000 mL y se afiade 560 mL de agua, para
que la solucion nueva tenga una concentracién de acido sulfurico del 3%. Se
mantienen en ebullicidbn la muestra con reflujo por un periodo de 4 horas. Se deja

enfriar y sedimentar la muestra contenida en el balén.

Finalmente se filtra la solucién en un crisol poroso previamente tarado, y se lavan
los carbohidratos que pudieren quedar con 500 mL de agua destilada caliente. Se
seca la muestra contenida en el crisol filtrante en la estufa durante 3 horas a 105
°C. Se coloca el crisol en el desecador hasta que se enfrie y se lo pesa.

Se determina la cantidad de lignina de la siguiente manera:

Masacrisolipiciq — Masacrisolsing 100
*

%Lignina =
oy Masamuestra;piciqr * (1 — H*)

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

humedad.
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ANEXO IV

PROCESO DE OBTENCION DEL INOCULO DEL HONGO Lentinus

edodes

En las figuras AIV.1, AIV2, AIV.3, AlV.4 y AIV.5 se observa el desarrollo del hongo

en tubos de ensayo, cajas Petri y frascos de vidrio.

Figura AIV.2. Crecimiento de Lentinus edodes en caja Petri
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Figura AIV.3. Crecimiento de Lentinus edodes en tubos y cajas Petri en la incubadora a
28 °C

Figura AIV 4. Crecimiento de Lentinus edodes en frascos de vidrio de 250 mL con trigo y
relacion de humedad 1:1,2
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Figura AIV.S. Desarrollo del micelio de Lentinus edodes en frascos de vidrio de 250 mL
con trigo y relaciéon de humedad 1:1,2
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ANEXO V

DESARROLLO DEL HONGO Lentinus edodes EN FUNDAS DE
ASERRIN DE MADERAS TROPICALES

En las figuras AV.1 y AV.2 se observa el proceso de siembra del hongo Lentinus

edodes en fundas plasticas.

Figura AV. 1. Inoculacién del Hongo Lentinus edodes en las fundas con aserrin

esterilizado
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Figura AV. 2. Fundas de 300 g de aserrin inoculadas con Lentinus edodes

En las figuras AV.3, AV.4, AV.5 y AV.6 se observa el desarrollo del hongo en las
fundas de aserrin hasta que se logra un cubrimiento total del hongo sobre el

aserrin.

Figura AV. 3. Crecimiento del micelio del Lentinus edodes en las fundas con aserrin de

maderas tropicales
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Figura AV. 4. Fortificacion del micelio del Lentinus edodes en las fundas con aserrin de

maderas tropicales

Figura AV. 5. Aparecimiento de los primordios de Lentinus edodes en las fundas con

aserrin de maderas tropicales
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En las figuras AV.6 yAV.7 se observa el aparecimiento de los primordios y el

periodo de remojo de las fundas.

Figura AV. 6. Fortalecimiento del micelio del Lentinus edodes, después de haber retirado

las fundas

Figura AYV. 7. Induccién de la salida y desarrollo de los primordios de Lentinus edodes
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En las figuras AV.8, AV.9 y AV.10 se observa el crecimiento de los primordios y el

pardeamiento del micelio de las fundas en la camara clara-obscura.

Figura AYV. 8. Separacion de las fundas segun el desarrollo del micelio de Lentinus edodes

en la cdmara clara-obscura en dos grupos

Figura AV. 9. Separacion de las fundas segtn el desarrollo del micelio de Lentinus edodes

en la camara clara-obscura en dos grupos
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Figura AV. 10. Crecimiento de los primordios de Lentinus edodes en la cdmara clara

oscura

En las figuras AV.11, AV.12 y AV.13 se observa el desarrollo de los cuerpos

fructiferos en la camara clara-obscura.

Figura AV. 11. Cuerpos fructiferos de Lentinus edodes en primera corrida
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Figura AV. 12. Cuerpos fructiferos de Lentinus edodes en la segunda corrida

Figura AV. 13. Cuerpos fructiferos de Lentinus edodes en la tercera corrida



165

ANEXO VI

DATOS DE VARIACION DE LA ABSORBANCIA PARA LAS TRES
CORRIDAS DE FERMENTACION DEL HONGO Lentinus edodes EN
ASERRIN TROPICAL

Los datos de variacion de la absorbancia con respecto al tiempo de fermentacién
en aserrin tropical del hongo Lentinus edodes obtenidos durante las tres corridas,
para el ensayo de determinacion de determinacion de la actividad celulolitica de

las cosechas del grupo 1y 2 se observan en las tablas AVI.1, AVI.2 y AVI.3.

Los datos de variacion de la absorbancia con respecto al tiempo de fermentacion
en aserrin tropical del hongo Lentinus edodes obtenidos durante las tres corridas
para el ensayo de determinacion de la actividad ligninoperoxidasica para las

cosechas del grupo 1y 2, se observan en las tablas AVI1.4, AVI.5 y AVI.6.

Los datos de variaciéon de la absorbancia con respecto al tiempo de fermentacion
en aserrin tropical del hongo Lentinus edodes obtenidos durante las tres corridas,
para el ensayo de determinacion de la actividad manganeso peroxidasica de la
primera cosecha y tiempo de segunda cosecha del grupo 1y primera cosecha del

grupo 2 se observan en las tablas AVI.7, AVL.8 y AVI.9.
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Tabla AVI. 1. Datos de variacion de la absorbancia con el tiempo para la determinacion de

la actividad enzimadtica celulolitica de las cosechas del grupo 1 y 2 durante la primera

corrida de fermentacién del hongo Lentinus edodes

ABSORBANCIA ABSORBANCIA
Dia PROMEDIO
Grupol | Grupol | Grupo2 | Grupo2 | Grupol Grupo 2
0 0,166 0,083 0,166 0,083 0,125 0,125
3 0,069 0,050 0,069 0,050 0,060 0,060
7 0,043 0,020 0,043 0,020 0,031 0,031
11 0,015 0,044 0,015 0,044 0,029 0,029
14 0,034 0,096 0,034 0,096 0,065 0,065
18 0,052 0,082 0,052 0,082 0,067 0,067
21 0,068 0,155 0,068 0,155 0,111 0,111
25 0,127 0,120 0,127 0,120 0,124 0,124
28 0,023 0,038 0,023 0,038 0,030 0,030
32 0,035 0,020 0,035 0,020 0,027 0,027
35 0,016 0,064 0,016 0,064 0,040 0,040
39 0,059 0,090 0,059 0,090 0,075 0,075
41 0,197 0,088 0,104 0,086 0,142 0,095
46 0,082 0,108 0,056 0,092 0,095 0,074
49 0,069 0,078 0,209 0,186 0,074 0,197
53 0,121 0,274 0,077 0,078 0,197 0,078
63 0,083 0,053 0,133 0,138 0,068 0,136
67 0,116 0,089 0,103
69 0,211 0,222 0,216
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Tabla AVI.2. Datos de variacion de la absorbancia con el tiempo para la determinacion de

la actividad enzimadtica celulolitica de las cosechas del grupo 1 y 2 durante la segunda

corrida de fermentacién del hongo Lentinus edodes

ABSORBANCIA ABSORBANCIA

Dia PROMEDIO

Grupo 1 Grupo 1 Grupo 2 Grupo2 | Grupol | Grupo2

0 0,059 0,312 0,059 0,312 0,185 0,185
3 0,080 0,037 0,080 0,037 0,058 0,058
6 0,084 0,119 0,084 0,119 0,101 0,101
10 0,088 0,073 0,088 0,073 0,080 0,080
13 0,133 0,056 0,133 0,056 0,094 0,094
17 0,128 0,086 0,128 0,086 0,107 0,107
20 0,118 0,108 0,118 0,108 0,113 0,113
24 0,082 0,079 0,082 0,079 0,080 0,080
27 0,070 0,077 0,070 0,077 0,073 0,073
31 0,112 0,190 0,112 0,190 0,151 0,151
34 0,080 0,074 0,066 0,102 0,077 0,084
38 0,118 0,086 0,080 0,145 0,102 0,112
41 0,060 0,069 0,097 0,074 0,064 0,086
45 0,060 0,058 0,058 0,100 0,059 0,079
48 0,156 0,108 0,113 0,115 0,132 0,114
52 0,162 0,168 0,205 0,206 0,165 0,206
55 0,233 0,234 0,234
59 0,366 0,378 0,372
62 0,313 0,269 0,291
66 0,306 0,303 0,305
69 0,306 0,331 0,318
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Tabla AVI. 3. Datos de variacidn de la absorbancia con el tiempo para la determinacidon de

la actividad enzimadtica celulolitica de las cosechas del grupo 1 y 2 durante la tercera

corrida de fermentacién del hongo Lentinus edodes

ABSORBANCIA ABSORBANCIA
Dia PROMEDIO
Grupo 1 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2

0 0,269 0,287 0,269 0,287 0,278 0,278

3 0,307 0,097 0,307 0,097 0,202 0,202

7 0,035 0,032 0,035 0,032 0,033 0,033
10 0,029 0,028 0,029 0,028 0,029 0,029
14 0,024 0,032 0,024 0,032 0,028 0,028
17 0,139 0,154 0,139 0,154 0,147 0,147
21 0,054 0,047 0,054 0,047 0,051 0,051
24 0,043 0,031 0,152 0,163 0,037 0,158
28 0,152 0,159 0,135 0,153 0,156 0,144
31 0,094 0,106 0,166 0,167 0,100 0,166
35 0,107 0,088 0,145 0,131 0,098 0,138
38 0,127 0,122 0,095 0,091 0,125 0,093
42 0,077 0,069 0,085 0,066 0,073 0,075
45 0,090 0,098 0,201 0,327 0,094 0,264
49 0,191 0,142 0,159 0,128 0,166 0,143
52 0,419 0,396 0,407
56 0,600 0,615 0,608
59 0,282 0,276 0,279
63 0,456 0,451 0,454
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Tabla AVI.4. Datos de variacion de la absorbancia con el tiempo para la determinacion de

la actividad enzimadtica ligninoperoxidésica de las cosechas del grupo 1 y 2 durante la

primera corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

ABSORBANCIA ABSORBANCIA
Dia PROMEDIO
Grupo 1 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2

0 0,007 0,011 0,007 0,011 0,009 0,009
3 0,007 0,006 0,007 0,006 0,006 0,006
7 0,015 0,005 0,015 0,005 0,010 0,010
11 0,016 0,010 0,016 0,010 0,013 0,013
14 0,008 0,011 0,008 0,011 0,010 0,010
18 0,013 0,016 0,013 0,016 0,014 0,014
21 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
25 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
28 0,000 0,001 0,000 0,001 0,001 0,001
32 0,008 0,015 0,008 0,015 0,011 0,011
35 0,013 0,007 0,013 0,007 0,010 0,010
39 0,026 0,011 0,026 0,011 0,018 0,018
41 0,000 0,002 0,011 0,005 0,001 0,008
46 0,002 0,015 0,000 0,000 0,008 0,000
49 0,000 0,000 0,019 0,003 0,000 0,011
53 0,019 0,003 0,004 0,002 0,011 0,003
63 0,003 0,000 0,002 0,001 0,001 0,002
67 0,000 0,000 0,000

69 0,000 0,000 0,000
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Tabla AVIL.S. Datos de variacion de la absorbancia con el tiempo para la determinacion de

la actividad enzimadtica ligninoperoxidésica de las cosechas del grupo 1 y 2 durante la

segunda corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

ABSORBANCIA ABSORBANCIA
Dia PROMEDIO
Grupo 1 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2

0 0,008 0,014 0,008 0,014 0,011 0,011
3 0,013 0,003 0,013 0,003 0,008 0,008
6 0,001 0,002 0,001 0,002 0,002 0,002
10 0,011 0,000 0,011 0,000 0,006 0,006
13 0,016 0,021 0,016 0,021 0,018 0,018
17 0,022 0,000 0,022 0,000 0,011 0,011
20 0,047 0,011 0,047 0,011 0,029 0,029
24 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
27 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
31 0,000 0,000 0,014 0,008 0,000 0,011
34 0,000 0,000 0,006 0,009 0,000 0,008
38 0,000 0,000 0,012 0,017 0,000 0,015
41 0,000 0,000 0,016 0,015 0,000 0,016
45 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
48 0,015 0,009 0,031 0,027 0,012 0,029
52 0,003 0,007 0,008 0,001 0,005 0,005
55 0,041 0,031 0,036
59 0,000 0,000 0,000
62 0,029 0,025 0,027
66 0,027 0,044 0,036
69 0,015 0,021 0,018
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Tabla AVI.6. Datos de variacion de la absorbancia con el tiempo para la determinacion de

la actividad enzimadtica ligninoperoxidésica de las cosechas del grupo 1 y 2 durante la

tercera corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

ABSORBANCIA ABSORBANCIA
Dia PROMEDIO
Grupo 1 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 0,008 0,006 0,008 0,006 0,007 0,007
7 0,022 0,021 0,022 0,021 0,022 0,022
10 0,003 0,015 0,003 0,015 0,009 0,009
14 0,029 0,007 0,029 0,007 0,018 0,018
17 0,013 0,008 0,013 0,008 0,010 0,010
21 0,010 0,008 0,010 0,008 0,009 0,009
24 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
28 0,000 0,000 0,006 0,007 0,000 0,007
31 0,028 0,027 0,013 0,014 0,028 0,014
35 0,009 0,010 0,016 0,014 0,009 0,015
38 0,004 0,002 0,008 0,007 0,003 0,008
42 0,024 0,025 0,032 0,031 0,025 0,031
45 0,029 0,030 0,024 0,025 0,030 0,025
49 0,054 0,053 0,040 0,044 0,054 0,042
52 0,011 0,051 0,031
56 0,042 0,042 0,042
59 0,015 0,017 0,016
63 0,069 0,074 0,072
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Tabla AVI.7. Datos de variacion de la absorbancia con el tiempo para la determinacion de

la actividad enzimdtica manganeso peroxidasica de las cosechas del grupo 1 y 2 durante la

primera corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

ABSORBANCIA ABSORBANCIA
Dia PROMEDIO
Grupo 1 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2

0 0,008 0,004 0,008 0,004 0,006 0,006
3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
7 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
11 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
14 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
18 0,002 0,010 0,000 0,000 0,006 0,000
21 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
25 0,044 0,058 0,044 0,058 0,051 0,051
28 0,231 0,029 0,231 0,029 0,130 0,130
32 0,061 0,048 0,061 0,048 0,055 0,055
35 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
39 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
41 0,000 0,000 0,110 0,060 0,000 0,085
46 0,037 0,096 0,000 0,000 0,066 0,000
49 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
53 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
63 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
67 0,000 0,000 0,000

69 0,000 0,000 0,000
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Tabla AVIL.8. Datos de variacion de la absorbancia con el tiempo para la determinacion de

la actividad enzimdtica manganeso peroxidasica de las cosechas del grupo 1 y 2 durante la

segunda corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

ABSORBANCIA ABSORBANCIA
Dia PROMEDIO
Grupo 1 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
6 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
13 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
17 0,067 0,201 0,067 0,201 0,134 0,134
20 0,445 0,174 0,445 0,174 0,310 0,310
24 0,022 0,254 0,022 0,254 0,138 0,138
27 0,387 0,403 0,387 0,403 0,395 0,395
31 0,419 0,398 0,419 0,398 0,408 0,408
34 0,463 0,463 0,361 0,393 0,463 0,377
38 0,501 0,310 0,282 0,239 0,406 0,260
41 0,188 0,165 0,360 0,394 0,177 0,377
45 0,141 0,099 0,242 0,235 0,120 0,238
48 0,083 0,048 0,099 0,178 0,066 0,138
52 0,068 0,073 0,165 0,170 0,071 0,168
55 0,046 0,096 0,071
59 0,085 0,090 0,088
62 0,005 0,009 0,007
66 0,046 0,053 0,050
69 0,000 0,000 0,000
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Tabla AVI.9. Datos de variacion de la absorbancia con el tiempo para la determinacion de

la actividad enzimdtica manganeso peroxidasica de las cosechas del grupo 1 y 2 durante la

tercera corrida de fermentacion del hongo Lentinus edodes

ABSORBANCIA ABSORBANCIA
Dia PROMEDIO
Grupo 1 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2

0 0,021 0,002 0,021 0,002 0,011 0,011
3 0,001 0,008 0,001 0,008 0,005 0,005
7 0,289 0,000 0,289 0,000 0,145 0,145
10 0,239 0,229 0,239 0,229 0,234 0,234
14 0,005 0,007 0,005 0,007 0,006 0,006
17 0,371 0,186 0,371 0,186 0,279 0,279
21 0,425 0,425 0,425 0,425 0,425 0,425
24 0,392 0,406 0,191 0,179 0,399 0,185
28 0,224 0,232 0,057 0,079 0,228 0,068
31 0,203 0,195 0,000 0,000 0,199 0,000
35 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
38 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
42 0,007 0,002 0,000 0,000 0,005 0,000
45 0,000 0,000 0,002 0,002 0,000 0,002
49 0,000 0,000 0,000
52 0,000 0,000 0,000
56 0,000 0,000 0,000
59 0,000 0,000 0,000
63 0,000 0,000 0,000
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ANEXO VII

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD DEL ASERRIN DESPUES
DE LA ESTERILIZACION

En dos crisoles previamente tarados se colocaron y pesaron 2 muestras de
aserrin humedo estéril, el proceso de esterilizacion se dio por 4 horas a 91 °C. Se
dej6é secar las muestras de aserrin en una estufa a 105 °C durante 24 horas, y
después se enfriaron en un desecador por 3 horas. Se registraron los pesos de
los crisoles y se determind el porcentaje da agua presente en el aserrin, para lo

cual se utilizé la siguiente férmula:

Pesoinicial - Pesofinal "

%Humedad = 100

Pesoim’cial

Los pesos inicial y final del aserrin humedo se presentan en la Tabla AVII.1 y en
la Tabla AVIl.2 se presentan el valor de humedad del aserrin de maderas

tropicales utilizado.

Tabla AVIL. 1. Pesos inicial y final del aserrin himedo

Muestra Peso Inicial (g) Peso Final (g)
Aserrin 1 20,05 15,82
Aserrin 2 23,23 18,68

Tabla AVIL. 2. Porcentaje de humedad de las muestras de aserrin

Muestra % Humedad % Humedad Promedio
Aserrin 1 21,09

20,34
Aserrin 2 19,59
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ANEXO VIII

OBTENCION DE LA CURVA DE CALIBRACION DE D-GLUCOSA

Para la curva de calibracion se prepar6 una solucion de glucosa anhidra de 2 g/L.
Se prepararon 6 muestras diluidas a diferentes concentraciones de glucosa en
buffer citrato 0,5 M y pH 4,8. Los datos se tabulan en la Tabla AVIII.1.

Tabla AVIIL. 1. Concentracion de los estandares utilizados para la obtencion de la curva

de calibracion de glucosa

Dilucion Concentracion (g/L)
Sin dilucién (Blanco) 2,00
2 mL de solucion de glucosa + 2 mL de buffer 1,00
2 mL de solucion de glucosa + 4 mL de buffer 0,667
2 mL de solucion de glucosa + 7 mL de buffer 0,444
2 mL de solucion de glucosa + 10 mL de buffer 0,333
2 mL de solucion de glucosa + 12 mL de buffer 0,286
2 mL de solucion de glucosa + 16 mL de buffer 0,222
2 mL de solucién de glucosa + 21 mL de buffer 0,174

Se leyeron las absorbancias de las diluciones estandar a 540 nm y se restd el
valor del blanco, con lo que se elabord la curva de calibracion. La curva de
calibracion obtenida fue:
Abs = k, * [ConcentracionGlucosal + k,
Abs = 0,36126 « C — 0,01256
r? = 0,9965

Con esta curva se determind la concentracién enzimatica celulolitica de los

extractos.
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ANEXO IX

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA DE LOS
EXTRACTOS

Para determinar la actividad celulolitica de los extractos obtenidos del crecimiento
del hongo Lentinus edodes en aserrin tropical primero fue necesario obtener la
curva de calibracion de la D-glucosa y se realizd siguiendo el procedimiento
detallado en el Anexo 2 de éste proyecto. Finalmente la curva de calibracion

utilizada para calcular la concentracidén de celulosa contenida en los extractos fue:

_ Abs +0,01256
N 0,36126

Entonces la concentracion se calculd para cada absorbancia medida de la

siguiente manera:

_ 0,125 + 0,01256 _ mg de glucosa
B 0,36126 - mL extracto

La longitud de onda a la cual se midi6 la absorbancia fue 540 nm. Para determinar

la actividad enzimatica celulolitica se realizé los siguientes calculos.

mgqg de glucosa 1 m mol glucosa 1000 umol glucosa
Ul = 0,379 29 %¢9 g Hmorg

mlL extracto . 180 mg glucosa 1 mmol glucosa

75mL de extracto 100 g de aserrin himedo

45 g aserrin humedo i 79,66 g de aserrin seco
1

*
30 min de reacciéon

umol

Ul = 0,147

g de aserrin secoxmin
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ANEXO X

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD LIGNINOPEROXIDASICA
DE LOS EXTRACTOS

Para determinar la actividad enzimatica ligninoperoxidasica se utilizé la ecuacién

de la Ley de Lambert-Beer, la cual quedo6 expresada de la siguiente manera:

A

C=£><l

El valor del coeficiente de extension molar para determinacion de la actividad
ligninoperoxidasica es de 9 300 M cm™ y la longitud de onda es de 310 nm.
Entonces se calcula la concentracion molar de la enzima ligninoperoxidasica

contenida en los extractos y queda:

0,009

e = X =7
9300 M~Icm=1*x1cm 9,677 x107'M

C

Entonces para calcular la actividad enzimatica ligninoperoxidasica se tiene:

9,677 X 10~ "mol 10°umol 1 L mezcla de reacciéon

Ul =
L mezcla de reacciéon * 1 mol * 1000 mL mezcla de reaccion

10 mL de mezcla de reaccidén 75 mL de extracto

* *
0,5 mL de extracto 45 g aserrin himedo

100 g de aserrin humedo 1

* *
79,66 g de aserrinseco 60 minde reaccion

mol
Ul = 4,05 x 1073 a

g de aserrin seco * min
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ANEXO XI

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MANGANESO
PEROXIDASICA DE LOS EXTRACTOS

Para determinar la actividad enzimatica manganeso peroxidasica se utilizd la
ecuacion de la Ley de Lambert-Beer, la cual quedé expresada de la siguiente

manera:

C =

exl

El valor del coeficiente de extensiéon molar para determinacion de la actividad
manganeso peroxidasica es de 22 000 M cm™ y la longitud de onda a la cual se
midi6 la absorbancia fue de 610 nm. Entonces se calcula la concentracion molar

de la enzima manganeso peroxidasica contenida en los extractos y queda:

0,006

C =
22000 M~ Iecm=1x1cm

=2,841%x10""M

Entonces para calcular la actividad enzimatica ligninoperoxidasica se tiene:

2,841 x 10~ "mol 10°umol 1 L mezcla de reaccién

ur= L mezcla de reaccioén * 1 mol * 1000 mL mezcla de reaccion

10 mL de mezcla de reaccidén 75 mL de extracto

0,5 mL de extracto * 45 g aserrin himedo

100 g de aserrin himedo 1

*
79,66 g de aserrin seco 10 minde reaccién

mol
Ul =119 x 1073 a

g de aserrin seco * min



180

ANEXO XII

ANALISIS GLOBAL DE LA GENERACION DE ENZIMAS
CELULOLITICAS, LIGNINOLITICAS Y MANGANESO
PEROXIDASICAS

En la Tabla AXII.1 se muestran los datos de actividad enzimatica celulolitica
correspondientes a los nueve dias de analisis relacionados con el crecimiento del

hongo Lentinus edodes.

Tabla AXII. 1.Datos de actividad en enzimatica celulolitica de los dias seleccionados para

las tres corridas y los dos grupos

Dia ﬁnalIi)zl:ci(m c:)I::;)ﬂ;a Dia ‘t’e Diade | pr de Dia ‘tie ag:-‘ifif'm Dia d;
i | e ormacin | 2G| R | vein | 200, | e
0,192 0,060 0,150 0,051 0,224 0,088 0,143 0,138 0,240
0,103 0,034 0,142 0,035 0,108 0,097 0,307 0,109 0,251
0,192 0,060 0,150 0,031 0,237 0,099 0,140 0,078 0,187
0,103 0,034 0,142 0,082 0,213 0,093 0,106 0,076 0,194
0,076 0,099 0,140 0,088 0,134 0,115 0,150 0,096 0,110
0,348 0,053 0,129 0,096 0,217 0,128 0,145 0,087 0,119
0,076 0,099 0,140 0,075 0,406 0,156
0,348 0,053 0,129 0,120 0,419 0,016
0,302 0,051 0,163 0,059 0,177 0,341
0,321 0,048 0,179 0,047 0,184 0,369
0,302 0,051 0,163 0,011 0,657 0,503
0,321 0,048 0,179 0,084 0,674 0,497
En la Tabla AXIl.2 se muestran los datos de actividad enzimatica

ligninoperoxidasica correspondientes a los nueve dias de analisis relacionados

con el crecimiento del hongo Lentinus edodes.
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Tabla AXIL. 2. Datos de actividad en enzimatica ligninoperoxidasica de los dias

seleccionados para las tres corridas y los dos grupos

Dia Dia de Dia de
7 Y completa Dia de Dia de 7 Dia de ., Dia de
Dia finalizacién iy . Dia de aparicion
s . formacion post. primera | . iy post. segunda
inicial de . g induccion | . 9z de
3z del induccion | cosecha induccion . q cosecha
adaptacion YRt primordios
micelio
3,38E-03 6,53E-03 0,00E+00 | 3,60E-03 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 8,55E-03 0,00E+00 | 0,00E+00
4,73E-03 2,25E-03 0,00E+00 | 6,53E-03 | 1,06E-03 | 0,00E+00 | 1,13E-03 0,00E+00 | 0,00E+00
3,38E-03 6,53E-03 0,00E+00 | 5,63E-03 | 8,55E-03 | 0,00E+00 | 0,00E+00 0,00E+00 9,00E-04
4,73E-03 2,25E-03 0,00E+00 | 2,93E-03 | 1,13E-03 | 0,00E+00 | 0,00E+00 0,00E+00 4,50E-04
3,38E-03 5,85E-03 2,14E-02 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 1,26E-02 1,80E-03 1,08E-02 1,35E-03
6,30E-03 1,35E-03 4,95E-03 0,00E+00 | 0,00E+00 | 1,22E-02 9,00E-04 1,13E-02 3,15E-03
3,38E-03 5,85E-03 2,14E-02 | 0,00E+00 | 0,00E+00 6,75E-03
6,30E-03 1,35E-03 4,95E-03 0,00E+00 | 0,00E+00 9,45E-03
0,00E+00 9,90E-03 5,63E-03 0,00E+00 | 0,00E+00 1,31E-02
0,00E+00 9,45E-03 3,38E-03 0,00E+00 | 0,00E+00 1,35E-02
0,00E+00 9,90E-03 5,63E-03 1,42E-02 | 1,89E-02 3,11E-02
0,00E+00 9,45E-03 3,38E-03 1,40E-02 | 1,89E-02 3,33E-02

En la Tabla AXIl.3 se muestran los datos de actividad enzimatica manganeso

peroxidasica correspondientes a los nueve dias de analisis relacionados con el

crecimiento del hongo Lentinus edodes.

Con los datos de las tablas AXIl.1, AXIIl.2 y AXIl.3 se calcularon los valores

promedio y las desviaciones estandar para cada dia de andlisis. Los dias de

analisis fueron seleccionados en relacién a las fases de crecimiento que mayor

correspondencia presentaron con la produccién de enzimas. En la Tabla AXIl.4 se

presentan dichos valores.
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Tabla AXII. 3. Datos de actividad en enzimatica manganeso peroxidasica de los dias

seleccionados para las tres corridas y los dos grupos

N

Dia de

Dia , , , Dia de ,
5 Y completa Dia de Dia de g Dia de s oo Dia de
Dia finalizacion iy . Dia de aparicion
s formacion post. primera | . iy post. segunda
inicial de q aa induccion | . 9z de
"y del induccion | cosecha induccion . q cosecha
adaptacion micelio primordios

1,62E-03 0,00E+00 8,37E-02 1,16E-02 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
7,61E-04 0,00E+00 1,10E-02 | 9,14E-03 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00
1,62E-03 0,00E+00 8,37E-02 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 8,80E-02 | 9,54E-02 2,68E-02 0,00E+00
7,61E-04 0,00E+00 1,10E-02 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | 8,80E-02 | 5,90E-02 1,88E-02 0,00E+00
0,00E+00 0,00E+00 8,47E-02 | 7,37E-02 | 7,96E-02 | 3,86E-02 | 0,00E+00 1,33E-03 1,29E-02
0,00E+00 0,00E+00 3,31E-02 | 7,66E-02 | 7,57E-02 | 3,71E-02 | 0,00E+00 3,81E-04 1,39E-02

0,00E+00 0,00E+00 8,47E-02 | 4,61E-02 | 1,62E-02 0,00E+00
0,00E+00 0,00E+00 3,31E-02 | 4,46E-02 | 1,71E-02 0,00E+00
3,90E-03 5,50E-02 7,06E-02 7,45E-02 | 4,26E-02 0,00E+00
3,81E-04 0,00E+00 3,54E-02 7,72E-02 | 4,42E-02 0,00E+00
3,90E-03 0,00E+00 7,06E-02 | 0,00E+00 | 0,00E+00 0,00E+00
3,81E-04 0,00E+00 3,54E-02 | 0,00E+00 | 0,00E+00 0,00E+00

El valor de actividad enzimatica promedio se calculé al utilizar la siguiente

formula:

El numero de datos para la mayoria de dias fue de 12; sin embargo, para los dias
de induccidn, post. induccidn y aparicion de primordios 2 solo se tuvieron 6 datos;

puesto que, para el grupo 2 no se tuvo segunda cosecha en ninguna corrida.

El valor de las desviaciones estandar se calcul6 con la siguiente formula:




Donde:

S = desviacion estandar

X; = resultado i del mensurado

X = media aritmética de una muestra de n medidas
n-1 = grados de libertad
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Tabla AXII. 4. Datos promedio y desviacion estandar para los nueve dias de analisis

relacionados con el crecimiento del hongo Lentinus edodes

ACTIVIDAD
CELULOLITICA

Ul

Promedio

ACTIVIDAD
LIGNINO
PROXIDASICA

Ul

Promedio

ACTIVIDAD
MANGANESO
PEROXIDASICA

Ul

Promedio

Dia inicial
PR 2,97E-03 | 242603 | 1,11E-03 | 1,42E-03
Dia
finalizacion de 0,058 0,021 5,89E-03 3,39E-03 | 4,58E-03 | 1,59E-02
adaptacion
Completa
formacion del 0,150 0,017 5,89E-03 | 75903 | 5,31E-02 | 2,93E-02
micelio
Post.

N 0,065 0,031 391E-03 | 53103 | 3,45E-02 | 3,42E-02
Induccion
Primera

0,304 0,193 4,05E-03 | 735603 | 2,30E-02 | 3,03E-02

Cosecha
Induccié
—— 0,103* | 0,015 | 413E-03* | §40F-03 | 4,20E-02* | 3,95E-02
Post.

o 0,165* 0,071 2,06E-03* 3,25E-03 | 2,57E-02* | 4,15E-02
Induccion
Aparicion
: : 0,097* 0,023 3,68E-03* | 571F-03 | 7,89E-03* | 1,18E-02
primordios
Segunda

0,249 0,152 9,42E-03 | 1,17€-02 | 2,23E-03 | 5,22E-03

cosecha

n=12;n*=6
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DETERMINACION DEL TIEMPO DE ESTABILIDAD DE LOS
EXTRACTOS CON ACTIVIDAD ENZIMATICA AJUSTADOS A UN

MODELO DE ORDEN CERO

Para el calculo de la estabilidad de los extractos con actividad enzimatica

ajustados a un orden cero se siguié el modelo matematico descrito en el acapite
1.3.5.2.

Entonces de la ecuacion 1.14 se tiene que:

Ul; = Ulp — kt

Ahora al graficar en la Figura AXIIl.1 la actividad enzimatica para las temperaturas

de 15,5 °C, 3 °C y -14°C, se tiene las ecuaciones de las funciones lineales y el

valor del coeficiente de regresion (r?) para cada curva.

Ul

0,320
0,300
0,280
0,260
0,240
0,220
0,200
0,180
0,160
0,140
0,120

0,100

>
b,

y =-0,0025x + 0,3082
R?=0,8303

y =-0,0028x + 0,2886
R?=0,832

A
4 L
N N
y =-0,0035x + 0,2708

2 —
¢ R?=0,8876

0

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
t (dias)
¢ Tamb. B Tref. A Tcong.

——Lineal (T amb.) ——Lineal (T ref.)

——Lineal (Tcong.)

Figura AXIII. 1. Actividad enzimatica celulolitica con respecto al tiempo para las

temperaturas de 15,5 °C, 3 °Cy -14 °C
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De la Figura AXIIl. 1 se tiene las siguientes ecuaciones:
e Temperatura ambiental promedio de 15,5 °C
Ul =0,2708 — (—0,0035¢t)
r? =0,8876
e Temperatura de refrigeracion de 3 °C
Ul = 0,2886 — (—0,0028t)
r? =0,8320
e Temperatura de congelacion de -14 °C
Ul =0,3082 — (—0,0025¢t)
r? =0,8303
Al utilizar la ecuacion 1.15 se tiene:
e Temperatura ambiental promedio de 15,5 °C

Ul, — Ul
o=

0,255 UI — 0,128 UI
tso = Ul
0,0035 —
dia

tso = 36,4 dia

e Temperatura de refrigeracion de 3 °C

. ul, — UIf
50 — k
0,277 UI — 0,139 UI
tso = Ul
0,0028 —
dia

t50 = 49,5 dia
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e Temperatura de congelacion de -14 °C

Ul, — Ul
o=~

. _0290UI - 0,145 Ul
50 0,0025 2L
dia

t50 = 58,0 dia

En la Figura AXIIl.2 se tiene la grafica del valor del logaritmo natural de la
pendiente k con respecto al inverso de las temperaturas de almacenamiento
expresadas en grados kelvin, y son: 288,5 °K, 276 °K y 259 °K, la linea de

tendencia y valor del coeficiente de regresion (r?).

3,4E-03 3,5E-03 3,5E-03 3,6E-03 3,6E-03 3,7E-03 3,7E-03 3,8E-03 3,8E-03 3,9E-03 3,9E-03
-5,600

-5,650

-5,750 \
-5,800 \
-5,850

\ =-821,8x - 2,8419
6,900 \ R?=0,9104
-5,950 \

In(k)

-6,000

-6,050
11T (°K)

Figura AXIIL. 2. Ln (k) con respecto al inverso de las temperaturas 288,5 °K, 276 °K y
259 °K



187

Entonces al utilizar la ecuacion 1.23 se tiene:

E,
(8,13(] * mol~1 x °K‘1))

Ink = —2,8419 — < * (—821,801(_1))

El valor de la energia de activacion quedaria:

1KJ
1000 J

E, = —(—821,8) (8,13(] *mol™! % °K_1)) *

Er, = 6,681 K
AT mol
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ANEXO XIV

DETERMINACION DEL TIEMPO DE ESTABILIDAD DE LOS
EXTRACTOS CON ACTIVIDAD ENZIMATICA AJUSTADOS A UN
MODELO DE PRIMER ORDEN

Para el calculo de la estabilidad de los extractos con actividad enzimatica
ajustados a primer orden se siguié el modelo matematico descrito en el acapite

1.3.5.3. Entonces de la ecuacion 1.18 se tiene que:

In(Ul;) = In(Uly) — kt

En la Tabla AXIV.1 se presentan los datos del logaritmo natural de la actividad

enzimatica celulolitica en funcién del tiempo y temperatura de almacenamiento.

Al graficar en la Figura AXIV.1 el logaritmo natural de la actividad enzimatica con
respecto al tiempo para las temperaturas de 15,5 °C, 3 °C y -14 °C, se tiene las
ecuaciones de las funciones lineales y el valor del coeficiente de regresion lineal

(r*) para cada curva.
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Tabla AXIV. 1.Datos de variacion del In (UI) con el tiempo de los extractos con actividad

enzimadtica celulolitica almacenados a 15,5 °C, 3 °Cy -14 °C

In UL
T amb. T ref. Tcong.

LEL (15,5 °C) (3 °C) (-14°C)
0 1,371 1,371 1,371
2 -1,556 1,564 1,242
4 1,367 -1,284 -1,238
6 1,325 -1,343 -1,244
8 1,482 1,377 1,278
10 1,417 -1,323 -1,274
12 1,551 -1,289 -1,204
14 -1,459 -1,384 -1,286
16 1,579 1,416 -1,344
18 1,577 -1,484 -1,300
20 -1,550 1,434 1,334
22 -1,689 -1,480 -1,338
24 1,616 -1,476 1,375
26 1,721 1,476 -1,441
28 -1,749 1,619 1,477
30 1,842 1,661 -1,497
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-1,000

-1,100
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-1,300

-1,400
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-1,800
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y =-0,0097x - 1,165
R2=0,8272
A
H A A
L \ ® y =-0,0121x - 1,2253
4 R2=0,8214
¢ |
[ |
3
\ y =-0,0169x - 1,2794
R2 = 0,8908
t (dias)
¢ Tamb. B Tref. A Tcong.
——Lineal (T amb.) ——Lineal (T ref.) ——Lineal (Tcong.)

Figura AXIV. 1. Actividad enzimatica manganeso peroxidasica con respecto al tiempo

para las temperaturas de 15,5 °C,3 °Cy -14 °C

De la Figura AXIV. 1 se tiene las siguientes ecuaciones:

e Temperatura ambiental promedio de 15,5 °C

In(UI) = —1,12794 — (—-0,0169 t)
r? =0,8908

e Temperatura de refrigeracion de 3 °C

In(UI) = —1,2253 — (—0,0121 ¢t)

r? =0,8214

e Temperatura de congelacion de -14 °C

In(UI) = —1,165 — (—0,0097 t)

r? =0,8272
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Al utilizar la ecuacion 1.19 se tiene:

e Temperatura ambiental promedio de 15,5 °C

In(Uly) — In(UIy)
t= .

_ (—1,366) — (—2,060)
B 0,0169dia—1

t =41,0dia

e Temperatura de refrigeracion de 3 °C

In(Uly) — In(UIy)
t= .

_ (—1,284) - (-1,977)
- 0,0121 dia=1

t =57,3dia

e Temperatura de congelacion de -14 °C

In(Uly) — In(UIy)
t= -

L (—1,238) — (—1,931)
N 0,0097

t =71,5dia

En la Figura AXIV.2 se tiene la grafica del valor del logaritmo natural de la
pendiente k con respecto al inverso de las temperaturas de almacenamiento
expresadas den grados kelvin (288,5 °K, 276 °K 'y 259 °K), la linea de tendencia y

el valor del coeficiente de regresion lineal r2.
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-4,000

-4,100 \\
-4,200 \
-4,300
\ R? = 0,9459
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y =-1367,6x + 0,6151
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Figura AXIV. 2. Ln (k) con respecto al inverso de las temperaturas 288,5 °K, 276 °K y

259 °K

Entonces al utilizar la ecuaciéon 1.23 se tiene:

Eq

« (—1367,6°K~1)
(8,13(J * mol~1 x °K~1))

Ink = 0,6151 —

El valor de la energia de activacion quedaria:

1KJ
E, = —(—-1367,6 8,13(J x mol™! x°K™1)) *
2=~ ) * (8130 * mo ) * To00
Er =11,164 KJ
AT S mol

En la Tabla AXIV.2 se presentan los datos del logaritmo natural de la actividad

enzimatica manganeso peroxidasica en funcion del tiempo y temperatura de

almacenamiento. Con estos datos y siguiendo el modelo matematico descrito en

este anexo se realizd el analisis de estabilidad para los extractos con actividad

enzimatica manganeso peroxidasica.
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Tabla AXIV. 2. Datos de variacidn del In (UI) con el tiempo de los extractos con actividad

manganeso peroxidasica almacenados a 15,5 °C, 3 °Cy -14 °C

In (UT)

Dias T amb. T ref. Tcong.

(15,5 °C) 3°0) (-14°C)

0 -2,939 -2,939 -2,939
2 -2,972 -2,932 -2,921
4 -2,955 -2,742 -2,902
6 -2,795 -2,675 -2,611
8 -2,879 -2,893 -2,693
10 -2,980 -2,863 -2,843
12 -2,986 2,787 -2,721
14 -3,039 -3,024 -2,906
16 -2,932 -2,892 -2,722
18 -3,280 -3,144 -2,916
20 -3,251 -3,008 -2,927
22 -3,176 -3,271 -2,860
24 -3,457 -3,082 -3,000
26 -3,262 -3,219 -3,086
28 -3,302 -3,189 -3,018
30 -3,738 -3,428 -3,169




ANEXO XV

RESULTADO DEL ANALISIS DEL ASERRIN

{2},

ESCUELA POLITECNICA NACIONAL

DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA (DECAB)
Campus Politécnico José Rubén Orellana Ricaurte
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: Irma.paredes@epn.edu.ec
Tiga. Elisabeth Venegas . Telf.: 2507 144 ext. 2272 . e-mail: elisabeth.venegas@epn.edu.ec

Quito- Ecuador

INFORME DE RESULTADOS DE ANALISIS O TRABAJO

ORDEN: DC-OTI 0048-2012

Cliente: PROYECTO TITULACION, Carla Molina

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

No. Muestra Servicio/Analito Laboratorio
muestra /En todas las muestras)
1 Aserrin original Humedad para analisis; Pulpa y papel
solubilidad alcohol- benceno;
1 Aserrin fermentado celulosa
1" cosecha lignina
1 Aserrin fermentado
2" cosecha
1 Aserrin fermentado
3™ cosecha
RESULTADOS
Muestra Humedad(%) | Solubilidad alcohol- | Celulosa (%) | Lignina (%)
benceno (%)
Aserrin original 6,53 3,02 57.85 24.46
Aserrin fermentado 7.88 5.04 56.56 23.47
1™ cosecha
Aserrin fermentado 8,50 4,74 54.09 22,34
2" cosecha
Aserrin fermentado 4,76 4,03 50,20 20,78
3™ cosecha
COMENTARIOS:

PROFESIONAL RESPONSABLE
DEL ANALISIS O TRABAJO

%g. Oswaldo Acufia G
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