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A. INTRODUCCION. 



l. MICROBIOLOGIA APLICADA 

La aplicación de la Microbiología ha significado un beneficio 
par;a la humanidad; esto se puede ver reflejado en la industria ali
mentaria, química, agrícola, farmacéutica, textil, papelera, etc., 
(1). Actualmente muchos de los procesos microbiológicos se llevan 
a cabo empíricamente debido a la falta de conocimientos acerca de 
los microorganismos y su interacción con el medio ambiente. Real 
mente, cualquier proceso microbiológico que se lleve a cabo empí-
ricamente, tendría una gran mejoría si se realizara con base a co
nocimiento; un ejemplo lo tenemos en la obtención de Penicilina, pr~ 
ceso que se ha optimizado logrando amnentar considerablemente la 
producción (2). 

I. 1.- MICROORGANISMOS Y FUENTES DE ENERGIA 

Existe una gran variedad de microorganismos en la naturale
za, desde bacterias hasta hongos superiores, y se encuentran dis-
tribuídos en zonas según las condiciones de hábitat y su capacidad 
para crecer en ellas. 

Es indispensable para los microorganismos disponer siempre 
de una fuente de carbono y energía para su sobrevivencia. 

Las sustancias que los microorganismos pueden usar como 
fuente de carbono y energía son los carbohidratos, lípidos, alcoho
les, hidrocarburos y C02 (3). Entre los microorganismos hay una 
gran diversidad en cuanto a su capacidad para utilizar determinada 
fuente de carbono y energía, así como para sintetizar una u otra 
sustancia ó para sobrevivir en condiciones aeróbicas yjo anaeróbi
cas ó a una determinada temperatura, de ahí su distribución en la 
naturaleza. 

I. 2.- TRANSFORMACION DE SUSTRATOS Y PRODUCCION DE 
ENZIMAS 

Para que los microorganismos puedan obtener energía de los 
sustratos es necesario que los transformen y algunas veces depen
diendo de las condiciones del medio ambiente, excretan los sustra
tos transformados como es el caso en la producción de etanol, áci 
do acético, ácido cítrico, etc. En otras ocasiones los microorga:::
nismos transforman sustancias y producen metabolitos secundarios 
cuya función no se conoce aún. 

La mayoría de las reacciones que ocurren dentro de los mi
croorganismos y que dan lugar a la transformación de los sustratos 
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requieren de catalizadores. Estos catalizadores son las enzimas 
que ellos mismos sintetizan y actúan intracelular o extracelularmen 
te. Las enzimas son específicas para cada reacción de tal modo -
que un microorganismo podrá transformar un determinado sustrato 
dependiendo de si cuenta ó no con las enzimas necesarias para ha
cerlo. 

I. 3.- ECONOMIA CELULAR Y SOBREPRODUCCION 

Se conoce que los microorganismos, al igual que todo ser 
vivo, se comportan según las condiciones del medio ambiente de 
acuerdo a sus propias características genéticas. 

Los microorganismos cuentan con mecanismos regu.latorios -
(5), que controlan su metabolismo, de tal modo que gastarán única
mente la energía necesaria para sintetizar y degradar .las sustan-
cias que requieren y en la cantidad que las necesitan, es por esto 
que normalmente no sobreproducirán alcohol, ácido cítrico, enzimas, 
antibióticos, gas metano, gomas, etc., ni tampoco degradarán una 
fuente de energía que requiere mayor gasto de la misma para ser 
aprovechada, cuando se encuentran presentes otras fuentes más fá
ciles de degradar. En general, cuando se requiere producir algún 
metabolito ó enzima a escala industrial, se hace trabajar al micro
organismo en contra de su propia economía. 

II. RECURSOS CELULOSICOS 

La celulosa es un polímero compuesto por unidades de gluco
sa unidas por enlaces 1-4 (7), por tanto es una fuente de energía 
y de carbono, pero sólo los microorganismos que cuentan con celu
lasas son capaces de hidrolizar este tipo de enlace. 

II. 1.- ABUNDANCIA DE LOS RECURSOS CELULOSICOS 

La celulosa se encuentra clasificada como el biopotbmero rlás 
abundante sobre la Tierra. Se ha calculado que entre 10 y 10 
ton/año de celulosa se degradan y sintetizan (17), y esto no debe -
extrañar, pues es el componente que da consistencia a los vegeta-
les (8). Los animales y el hombre consumen diariamente vegeta-
les 1 pues le son indispensables, pero solamente los rumiantes son -
capaces de aprovechar la celulosa y esto gracias a los microorga
nismos que habitan en el rumen (9), siendo sin embargo este ap:r:o
vechamiento de sólo 30 a 50o/o (10). Obviamente los rumiantes que 
existen en el mundo no serían capaces de consumir toda la celulosa 
que existe como desperdicios agrícolas, basuras urbanas, pastos, -
hojas secas, desperdicios de la industria alimentaria y de la indus
tria papelera.· 
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II. 2.- EXPLOTACION DE LOS RECURSOS CELULOSICOS 

a) Métodos químicos 

Los desperdicios celulósicos pueden retornar a la tierra don
de son biodegradados completándose así el ciclo del carbono, en - -
otras ocasiones se usan como combustible (11), o simplemente se -
queman corno en el caso de pajas y basuras urbanas. Se usan para 
fabricar papel, derivados de celulosa se emplean para fabricar ex
plosivos, aditivos de alimentos, sustancias útiles en laboratorios, -
etc. Todos los productos mencionados anteriorrnen te en la actuali
dad se obtienen de acuerdo a procesos bien ,establecidos que se lle
van a cabo a escala industrial (12). 

b) Métodos microbiológicos 

Existen microorganismos capaces de degradar celulosa en dos 
diferentes condiciones: aeróbica y anaeróbicamente. Al primer gru
po pertenecen los microorganismos formadores de humus, existen-
tes en los suelos (13), al segundo pertenecen las bacterias que hab_l 
tan en el rumen. Ambos casos han sido estudiados en diferentes -
sistemas en el laboratorio (14), ya sea con fines científicos ó prác
ticos. Cowling y Kirk (15), opinan: 

"Todo lo que nosotros hemos trabajado para entender la de
gradación enzirnática de celulosa y materiales lignocelulósicos ha -
sido estimulado por la perspectiva de que nuestros experimentos 
puedan contribuir al desarrollo de procesos de conversión a gran -
escala que puedan beneficiar a la especie humana en forma sustan
ciaL Todos nosotros hemos soñado con producir en abundancia a!_! 
mentas, combustible, productos químicos de la celulosa que se en
cuentra en basuras urbanas, desperdicios forestales, agrícolas y de 
los procesos de a limen tos ...... " 

II. 3.- IMPEDIMENTOS PARA LA m MPLETA EXPLOTACION 
DE LOS RECURSOS CELULOSICOS POR METOOOS -
MICROBIOLOGICOS 

Existen dos principales razones por las cuales la celulosa -
que se encuentra en los desperdicios no puede ser utilizada con efi 
ciencia por microorganismos. La primera razón se debe a que la 
celulosa en la naturaleza se encuentra asociada con la lignina que 
es un biopolÍmero aromático no degradable por la mayoría de los -
microorganismos, por tanto funciona como una barrera protectora
contra el ataque microbiano. 

No se conoce aún exactamente el tipo de enlace que existe -
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entre La Lignina y La celulosa. 

EL segundo impedimento es La celulosa cristalina, estas molé 
culas se encuentran altamente orientadas y no son modificables por
enzimas; no se conoce a fondo La razón de este fenómeno, se pien
sa que quizá se deba a la rigidez de estas estructuras La cual impi
de se acoplen en el sitio activo de Las enzimas. 

Una de las funciones de La lignina es proteger al vegetal con 
tra el ataque microbiano, sin embargo existen microorganismos ca-:: 
paces de degradar lignina al igual que celulosa, siendo este hecho -
una ventaja y una desventaja a La vez. Es una desventaja porque la 
industria maderera necesita usar conservadores para proteger su -
materia prima contra estos microorganismos, pero desde el punto 
de vista utiLización de celulosa es una ventaja puesto que podemos 
pensar en un proceso microbiano para delignificar materiales Ligno
celulósicos que, como se mencionará más adelante, puede ofrecer
ventajas sobre los métodos químicos de eliminación de Lignina ya -
existentes. Este proceso no se ha desarrollado en gran parte por 
falta de conocimientos acerca de este tipo de microorganismos y de 
su relación con el medio ambiente. 

Considerando de suma importancia el superar las barreras 
que impiden la eficiente utilización de la celulosa se ha elegido co
mo tema de este trabajo, la investigación de un proceso microbia
no de de Lignificación. 
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B. GENERALIDADES. 



I. COMPONENTES DE LOS MATERIALES LIGNOCELULOSICOS 

Los materiales lignocelulósicos están formados principalmen
te por celulosa, lignina y hemicelulosa (16). En menor cantidad -
pueden existir otros componentes como son: ceras, grasas, aceites 
esenciales, taninos, resinas, ácidos grasos, almidón, azúcares so
lubles, glicoproteínas y compuestos minerales, los cuales no son -
comunes a todos los materiales lignocelulósicos. 

I. l.- CELULOSA 

La celulosa es el componente, relativamente, más abundante 
en los vegetales. 

a) Estructura química de la celulosa. 

La celulosa es un polímero de cadenas lineales constituídas 
por unidades de glucopiranosa unidas por enlaces ~ 1-4 (8), Fig. 1 
La molécula de celulosa puede poseer un grado de polimerización 
mayor a 3000, lo cual origina un peso molecular que excede a - -
500000. 

La fibra de celulosa está formada por haces de estas cade-
nas empacadas una al lado de otra y orientadas siguiendo el eje lon 
gitudinal de la fibra. 

· b) Estructura de la celulosa en las fibras de materiales celu 
lósicos. 

La celulosa es el componente más abundante de la pared ce
lular de los vegetales, su proporción varía según la edad y tipo de 
célula (18). En el algodón no hay material intercelular por tanto la 
celulosa representa un 90o/o del material y las fibras se forman in
dependientemente sin sustancias intercelulares Fig. 2 (15). 

En la madera la pared celular esta formada en un 45o/o por 
celulosa; las fibras se encuentran en una estructura tridimensional 
de gran cohesión cuya integridad esta asegurada por sustancias in
tercelulares de las cuales la lignina es el mayor constituyente (15). 

En el siguiente esquema se presenta la anatomía de una an-
giosperma típica Liquidambar Styraciflus (15) Fig. 3 . 

En estos materiales, algodón y madera, las fibras tienen una 
pared primaria que rodea la pared secundaria. La pared secundaria 
consiste de tres capas llamadas s1, s2 y s3 (18) (15). 
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OH 00: H H O 
OH '1------1 H H

OH-H OH H 

K!&_!_.- Estructura química de 
la celulosa (7). 

Fig. 2.- Estructura de las fibras de algodón: 
(15) A) Sección transversal de una 
fibra, B) Pared celular expnndida,
donde se muestran separadas las e~ 
pas de crecimiento concéntri•;Q en la 
pared secundaria. (no se reporta a m---
plifica ción). 
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Fig. 3.- Anatomía de una angiosperma típica 
Liquidambar styraciflua. - En esta -
figura cada tipo de célula esta repr~ 
sentada en una sección transversal A 
tangencial B, radial C; pared de las 
células traque idas FT, segmentos -
vasculares vs, células radiales R, es 
clereidas SP, y pares de puntuacio-=-
nes P, entre células adyacentes que 
permiten el flujo de fluídos entre una 
célula y otra (15). 
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La capa s2 es de grosor variable pero generalmente forma el 
mayor volúmen de las sustancias de pared celular Fig. 4. 

Las moléculas de celulosa en la capa 8_¡_ y E3 tienen una orie.!!. 
tación que varia entre la transversal y la espiral, siendo· las espiras 
de poca inclinación, y en la capa s2 la orientación fibrilar fluctúa -
entre la longitudinal y la espiral relativamente escarpada. En la fi
bra de algodón la mayor pMte de la membrana secundaria consta de 
microfibrillas orientadas en ángulo de 45 grados ó menos con respe.5:_ 
to al eje longitudinal de la fibra (18). 

En el caso de la madera existen sustancias inter..celulares -
Fig. 4, a las cuales también se les da el nombre de lámina media. 

e) Cristalinidad de la celulosa. 

La celulosa y otros constituyentes de la pared celular se en
cuentran agregados en largos y finos envoltorios llamados microfibri 
llas. Dentro de cada microfibrilla las moléculas lineales de celulo
sa están unidas lateralmente por puentes de hidrógeno y están aso-
ciadas en varios grados de paralelismo. Regiones que contienen -
moléculas altamente orientadas se llaman cristalinas y las menos 
orientadas son llamadas paracristalinas ó amorfas (15). 

La celulosa cristalina ha despertado interés debido a la resis 
tencia que muestra a la hidrólisis enzimática; no se sabe exactamen 
te a que se debe esta resistencia. 

La celulosa se puede encontrar en cuatro estructuras crista
linas (17), designadas celulosa I, II, III y IV. La celulosa I son -
los cristales de material celulósico nativo. 

Celulosa II, es la regenerada, filamentos viscosos, celofán y 
algodón mercerizado. Las celulosas III y IV se forman por trata-
mientos con etilen-amina an..hidra y altas temperaturas. También -
existe clasificación en celulosa o<, ~ , y 't (21), donde o( celulosa 
es la porción insoluble en hidróxido de sodio al 9. 45o/o, ~ celulosa 
es la porción soluble que es precipitada por acidificación de la solu 
ción y 't celulosa la fracción que permanece en la solución. 

d) Distribución de la celulosa en las fibras. 

En el algodón las fibras de la pared secundaria están consti
tuidas por celulosa altamente cristalina, hemicelulosa y otros mate
riales se encuentran en la cutícula y en la pared primaria. En la 
.madera los materiales no celulósicos se depositan en todas las regi~ 
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Pared 

Secundaria 

8 

S 
1 

Pared se e u ndar·ie~ 

f 

de tres capas 
Cavi dad . ce~ 

\~ 
. " 

"'!,.;. ~ 

:.¡. 

·· Substancia f nter¿elular 

A 

Fig. 4.-

ared Primaria/ 

A) Esquema mostrando las diferentes 
capas de la pared celular (18), B) -
Esquema mostrando la orientación de
las microfibrillas de la pared celular. 
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nes de la pared celular. La celulosa está en concentraciones mayo
res en la pared secundaria y disminuye hacia la lámina media. 

I. 2.- HEMICELULOSA 

La hemicelulosa es el componente del material lignocelulósico 
más fácilmente degradable. 

a) Estructura qufmica de la hemicelulosa. 

En el caso del algodón la hemicelulosa son sustancias pécticas-; 
en la madera consiste en cadenas relativamente cortas., principalmen
te ramificadas, heteropolímeros de glucosa, xilosa, galactosa, mano
sa y arabinosa, asr como de ácidos urónicos de glucosa y galactosa 
unidos por enlaces. 1-3, 1-6 y 1-4. El grado de polimerización de las 
hemicelulosas rara vez excede a 200. Un número apreciable de gru
pos acetilo están presentes como sustituyentes particularmente en las 
glicomananas de gimnospermas y las xilanas de angiospermas (15). 

b) Distribución y estructura de la hemicelulosa en la fibra. 

La estructura de la hemicelulosa en las fibras no ha sido aún 
determinada porque no se ha encontrado un método para remover ce
lulosa y lignina para obtener asr un esqueleto de hemicelulosa (15). 

La hemicelulosa se encuentra en mayor concentración en la lá 
mina media y decrece su concentración hacia el lumen, encontrándo:
se junto a la lignina rodeando la celulosa. 

I. 3.- LIGNINA 

La lignina es la última sustancia que se forma en las plantas, 
por esto se ha clasificado como sustancia incrustante. 

a) Esctructura qufmica de la lignina. 

La lignina es un polfmero aromático tridimensional (19), for
mado por polimerización oxidativa de tres alcoholes cinamflicos sus
titufdos Fig. 5. 

La proporción de cada uno de estos alcoholes varra en los ve
getales con el origen filogenético. Las ligninas conrferas están· cons 
titufdas principalmente por alcohol coniferflico, (unidades 1, 4, 7, 8, 
10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16, Fig. 6), en pequeña cantidad por alco
hol sinápico (unidad 3); ligninas dé angiospermas están constitufdas -
por igual cantidad de alcohol coniferflico y sinápico, y por menor --
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Fig. 5.- Alcoholes cinamilicos que forman la lignina. 



cantidad de alcohol p-cumárico; mientras que ligninas de plantas gra 
mfneas tienen cantidades sustanciales de los tres alcoholes aunque :
predomina el alcohol sinápico (19). Dado un microorganismo, estas 
diferencias estructurales pueden influir en que éste degrade la ligni 
na con mayor ó menor velocidad y en la composición de los produ~ 
tos finales. 

Con el objeto de elucidar la estructura química de la lignina, 
se han hecho una serie de estudios, el fruto de los cuales se resu
me en una fórmula estructural (19), Fig. 6, ésta es sólo un esque
ma ya que en ella se encuentran representados en forma cuantitati
va los diferentes tipos de enlaces y monóme""os encontrados, pero 
esto no significa que tal sea la estructura real. 

Se observan tres principales tipos de enlace entre los manó
meros de lignina que son: 

- Tipo~ - aril-glicerol-aril éter entre las unidades 1 y 2, 
3 y 4, 7 y 8 y 10, 10 y 11, que enlazan el 60o/o de unidades en el 
caso de ligninas de abedul y 40o/o en abeto. 

- Tipo bifenilo entre a- y 9, 14 y 16, que pueden unir 25o/o -
de unidades en caso del abeto y lOo/o en abedul. 

- Tipo fenilcumarona entre 6 y 7, enlazan el 20o/o de unida
des en abeto y lOo/o en abedul. 

Otros enlaces de menor importancia cuantitativa son: 

- Tipo di-aril éter entre 11 y 13 

- Tipo pino-resinol entre 13 y 14 

- Tipo bencil-éter entre 3 y 6 

Existen otros enlaces de menor importancia que no estan re
presentados en la Fig. 6. 

El análisis de lignina nativa de bagazo de caña revela que se 
trata de una lignina formada principalmente por unidades de alcohol 
coniferllico y alcohol sinápico (20). 

b) Estructura y distribución de la lignina en las fibras. 

La lignina en las fibras se encuentra en un estado estructu
ral amorfo (22). La concentración de la lignina es mayor en la lá
mina media decreciendo hacia el lumen. La lignina forma una ma-
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triz que rodea la celulosa, en una microfibrilla la lignina puede -
penetrar los espacios entre las moléculas de celulosa en las regí~ 
nes amorfas. 

I. 4.- OTROS COMPONENTES DE LOS RECURSOS CELULOSI-
COS, 

Estos componentes existen en cantidades muy variable en los 
recursos celulósicos. En la madera son: ceras, grasas, azúcares 
solubles y varios constituyentes citoplásmicos. Los constituyentes 
minerales del algodón y de la madera incluyen todos los elementos 
inorgánicos necesarios para el crecimiento de plantas y microorga
nismos degradadores de fibras. 

II. DEGRADACION MICROBIANA DE LOS MATERIALES 
CELULOSICOS. 

Las diferentes características fi'sicas y químicas de los ma
teriales lignocelulósicos influyen en su biodegradación. 

II. l.- INFLUENCIA DE DIFERENTES FACTORES EN LA BIO-
DEGRADACION DE CELULOSA. 

Los materiales lignocelulósicos son suceptibles a la biodegra 
dación en diferentes grados, estas düerencias están dadas en gran:
parte por los siguientes factores (22): 

a) Contenido de humedad de la fibra. 

La humedad dilata la celulosa por hidratación, de tal mane
ra que se abre la estructura y el sustrato se hace más accesible a 
las enzimas celulolrticas. Además el agua sirve para afiadirse a -
la celulosa. en cada rompimiento hidrolftico de enlaces glucosfdicos. 

b) Tamafio y difusibilidad de la molécula reactiva con res
pecto al tamafio y propiedades de superficie de las micro 
fibrillas y los espacios entre ellas. 

Se tendrán mayores velocidades de reacción si los reactivos 
celulolrticos pueden penetrar los capilares de las paredes celulares. 

e) Grado de cristalinidad. 

Las enzimas celulollticas ·degradan facilmente celulosa amor
fa, pero no atacan material cristalino. 

Se ha sugerido que esta resistencia no se debe tanto a la --

16 



inaccesibilidad de la celulosa cristalina a las enzimas sino a la rig! 
dez de las unidades de anhidroglucosa en la región cristalina. En 
esta región la glucosa tiene forma de silla y se observan unidades 
alternada de glucopiranos orientadas en direcciones opuestas (22). 

d) Naturaleza de las sustancias a las que se encuentra aso
ciada la celulosa. 

Si la celulosa esta asociada a poca lignina y además a vita
minas y minerales en bajas concentraciones, habrá una mejor degra 
dación. Pero si se encuentra asociada a sustancias tóxicas, altas -
concentraciones de minerales y mucha lignina, habrá poca degrada
ción. 

e) Naturaleza, concentración y distribución de los grupos 
sustituyentes. 

La suceptibilidad de los derivados sustitufdos de la celulosa 
a hidrólisis enzimática, aumenta conforme aumenta su solubilidad -
en agua, pero después del punto de completa solubilidad (O. 5 - O. 7 
DP, ver apéndice No. 1 ), decrece hasta llegar a completa inmuni
dad (1. O DP) (22). 

II. 2. - IMPEDIMENTO POR LIGNINA. 

La lignina es una barrera que impide la utilización de los 
materiales lignocelulósicos por microorganismos. Este fenómeno -
ocasiona que dichos materiales sean más digeribles a medida que -
el contenido de lignina decrece. 

a) Relación lignina digestibilidad. 

Se han llevado a cabo varios estudios sugiriendo que la -lig
nina es un impedimento al ataque completo y eficiente de las enzi
mas celulolfticas (23), (24), (25). En estos experimentos düerentes 
pretratamientos ya sean químicos o microbiológicos se aplican a di
ferentes materiales lignocelulósicos con el fin de delignificarlos y 
probar el efecto de la eliminación de lignina en la digestibilidad de 
éstos. El contenido de lignina se mide con el método de Klason -
modüicado, que se basa en obtener lignina insoluble en ácido sulfú 
rico al 7 2o/o. La digestibilidad se mide in vit~o con líquido rumi:
nal (26). Con diferentes maderas y por medio del proceso Kraft, 
se obtuvieron pulpas con düerentes contenidos de lignina Cuadro 1 
(23). -Estos resultados al graficarse nos dan la Fig. 7 (23 ), donde 
se observa que las fibras con mayor contenido de lignina necesitan 
ser delignüicadas en mayor grado para alcanzar los mismos por--
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DIGESTIBILIDAD DE PULPAS DE MADERA 

Cuadro l.- Preparación, composición y digestibilidad de pulpas obtenidas por el proceso Kraft (23). 

Tiempo Temperatura Alcali Producción Lignina e arbohidratos De lignificación Digestibilidad 
M in. oc activo o/o o/o K.lason o/o o/o o/o in vitro o/o 

Roble rojo 

100 22.8 65.5 o 12 
o 140 8.8 79.7 22.4 73.1 21.6 45 
o 140 20 73.1 22.2 73.6 28.9 48 
o 160 10.5 74.0 20.2 77. o 34.5 61 

30 140 20 65.6 15.7 80.6 54.7 77 
o 170 13.1 62.2 13.4 87.2 63.4 78 

60 140 20 60.2 12.5 87.0 68.6 82 
90 140 20 56.1 9.5 91.8 76.7 80 
30 170 13.1 51.2 1.6 96.5 96.5 90 

A be to rojo 

100 31.5 64.9 o o 
o 140 16.0 78.2 29.8 66.5 25.9 o 

15 140 16.0 71.8 29.1 68.6 33.4 o 
30 140 16.0 69.4 28.1 70.5 37.9 1 
o 160 16.0 68.4 27.4 70.4 40.4 1 
o 165 16.0 67.7 26.4 73.3 43.3 1.5 

60 140 16.0 65.9 25.9 73.5 45.7 3 
20 165 16.0 60.2 20.7 79.6 60.5 29 
60 165 16.0 51.4 11.6 90.1 81.1 73 

130 165 16.0 44.9 6.3 95.7 91.0 84 

Pino rojo 

100 27.3 68.3 o o 
o 140 25 79.3 27.4 71.7 20.3 3 
o 165 25 73.1 24.4 75.1 34.6 15 

10 165 25 66.8 20.4 80.4 50.3 40 
20 165 25 64.9 19.2 81.8 54.4 45 
60 165 25 55.7 11.3 91.6 77 .o 68 
90 165 25 52.6 6.5 96.1 87.4 80 

110 165 25 50.0 5.7 97.1 89.6 90 
130 165 25 48.5 3.9 98.8 93.0 88 

Abedul 

100 19.8 60.8 o 15 
o 110 20 80.7 21.7 71.5 11.6 56 
o 140 25 79.1 20.4 73.1 18.5 48 

120 110 20 68.5 22.4 73. o 22.5 56 
120 110 25 71.1 21.4 73.9 23.1 59 
600 110 20 68.3 20.1 74.5 30.7 80 
10 170 20 64.3 12.2 88.1 60.4 76 
22 170 20 51.8 6.2 94.4 83.8 80 
30 170 20 52.7 5.6 96.2 85.1 83 
70 170 20 46.7 1.2 101.8 97.1 90 
30 170 25 44.7 1.1 101.3 97.5 88 
60 170 25 42.4 0.7 102.1 98.6 89 

120 170 25 39.5 0.9 102.1 98.3 88 

Su lfidez fue de 20. So/o para abeto rojo y de 25o/o para las otras especies (ver apéndice, punto 3). 
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centajes de digestibilidad, así el abedul que contiene 19. 8o/o de ligni
na y el roble rojo que contiene 22. So/o de lignina necesitan ser delig 
nificados en 7 -lOo/o para alcanzar una digestibilidad de 30o/o mientras 
que el pino rojo y el abeto rojo que contienen 27. 3o/o y 31. 5o/o de lig 
nina >respectivamente, necesitan ser delignificados en 40o/o y 60o/o, res---= 
pecti vamente, para alcanzar la misma digestibilidad. También se -
observa, Fig. 7, que para los materiales de bajo contenido original 
de lignina, al alcanzarse altos grados de delignificación 60-80o/o, la 
digestibilidad ya no aumenta con la delignificación, sino se mantiene 
casi constante; en cambio, cuando los materiales tienen alto conte
nido de lignina la digestibilidad en 60-80o/o de delignificación- sigue -
aumentando hasta alcanzar 90o/o de digestibilidad al delignificar en un 
1 OOo/o. 

En el Cuadro 1, podemos observar que son necesarias, para 
alcanzar una delignificación de 60o/o aproximadamente, condiciones de 
temperatura de 17ooc durante 1-10 min., por las cuales se alcanza 
una digestibilidad aceptable de 70-80o/o, habiendo pérdidas .de 30-40o/o 
en maderas duras. Para las maderas suaves se alcanzan digestibi
lidades de 70-80o/o, lo cual implica condiciones de 65°C durante 60 -
min., habiendo pérdidas del 45-50o/o. 

Cuando las maderas se tratan por otros métodos, podemos 
observar la misma relación de o/o de delignificación a digestibilidad, 
Fig. 8. 

También se han llevado a cabo pruebas de digestibilidad en 
materiales diferentes a las maderas, como es el caso de bagacillo 
de caña (24), el cual fue tratado por diferentes pretratamientos ob
teniéndose los resultados mostrados en el Cuadro 2. En este caso 
también se observa que la digestibilidad aumenta cuando el porcen
taje de lignina disminuye. Sin embargo los datos deben interpretar 
se en forma cuidadosa, pues la digestibilidad aumenta con el grado 
de delignificación y no con el porcentaje de lignina en sr de una -
muestra dada, ya que éste puede variar por pérdidas de carbohidra 
tos, principalmente hemicelulosa y azúcares reductores solubles, :
debido al pretratamiento. A sf observamos en el Cuadro 2, que pa
ra los datos de bagacillo sin moler, una muestra tiene 15. 45o/o de 
lignina con una digestibilidad de 6'0, 7o/o y cuando tiene 14o/o de ligni
na, la digestibilidad es de 52. 3o/o. En este artículo no se reportan 
pérdidas de material. 

Podemos observar que el bagacillo molido presenta mayor -
digestibilidad que el bagacillo sin moler, 23. 6o/o y -22o/o respectiva-
mente, pero este efecto sólo se observa cuando no se delignifica. 
Si comparamos los datos de bagacillo sin moler con los de bagaci
llo molido vemos que no son más efectivos los métodos de deligni-
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Cuadro 2.- Efecto de la de lignificación en la digestibilidad in 
vitro de bagacillo de caña (24). 

Tratamiento Tiempo de Lignipa Digestiblidad 
e alentamiento h~/ % 9.1 "/o 

------------------~------~------~------------- ---------

Ninguno 
Proceso 
Kraft 

Hidróxido de sodio 

Sulfito neutral 

Ninguno 
Proceso 
Kraft 

Hidróxido de sodio 

Bagacillo sin moler 

o 27.5 (:!::_. 26)5:..1 

iE_/ 14.0 
16 15.4 

162 15.2 
3 11.5 

22 14.8 
2. 5:!.1 23.3 

Bagacillo molido 
( 1 mm) 

o 

3 
23 
70 

3 
23 
70 

27 .5t!:.. 26)5:..1 

12.2 
12.0 
14.3 
12.0 
14.3 
14.9 

22(-:!:._1fY=5 

52.4 
60.7 
50.7 
60.3 
56.7 
32.2 

67.3 
66.3 
56.3 
60.0 
57.7 
57.3 

a/ A 80°C, 1 00"/o de humedad relativa, a menos que otra cosa 
se indique. 

b/ A 110°C, calor seco. 

e/ Desviación estándar. 

9_/ Datos no corregidos por cenizas y nitrógeno. 

n.- Número de determinaciones. 
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ficación cuarido el material se ha molido. Así tenemos que cuando 
se somete bagacillo sin moler a pretratamiento con hidróxido de so 
dio a so°C y 100o/o de humedad relativa, durante 22 horas, se obser 
va un 56. 7o/o de digestibilidad, y cuando se somete bagacillo molido
a un pretratamiento semejante, pero durante 23 horas se obtiene --
57. 7% de digestibilidad, muy parecido al anterior. 

Comparando los pretratamientos, se observa que se obtiene 
um digestibilidad más alta con el proceso Kraft que con hidróxido de 
sodio en las mismas condiciones: con proceso Kraft 67. 3o/o y con -
hidróxido de sodio 60. Oo/o, pero no se reportan pérdidas. 

Otro estudio (25), donde se trataron diferentes maderas duras 
por el método alcalino, dió como resultado la Fig. 9, donde se ob
serva el efecto del contenido de lignina en la digestibilidad. En es 
ta figura se ha trazado una lihea recta, pero si se registran estric
tamente las coordenadas de los círculos se observa que para el pun 
to 1 se tiene 22. 7o/o de lignina con una digestibilidad de· aproximada-: 
mente el 28o/o, mientras que para el punto 2 con aproximadamente -
21.4% de lignina corresponde umi. digestibilidad de aproximadamen
te 1 9o/o. Esto aparentemente es contradictorio, sin embargo debe -
observarse que se ha graficado porcentaje de lignina y no grado de 
delignüicación. 

En otro estudio (27), se delignüicó con hongos white-rot que 
degradan selectivamente lignina, obteniéndose los resultados de la -
Fig. 10. En este caso, siendo la degradación selectiva hacia lignina 
no se observa tanta desviación como en la Fig. 9, es decir, hay una 
mejor correlación entre porcentaje de lignina y digestibilidad, sin -
embargo hay algunos puntos que muestran lo contrario, lo cual se 
puede deber a que los hongos también metabolizan azúcares. 

Si se compara _la Fig. 10 con la Fig. 9, se observa exacta
mente la misma correlación porcentaje de lignina-digestibilidad. Es 
to signüica que la relación se conserva sin importar si el método :
de eliminación de lignina es qufmico ó microbiológico. 

II. 3.- DEGRADACION MICROBIANA DE LIGNINA. 

La degradación de lignina por microorganismos es un fenóme 
no que sucede todos los dfas en la naturaleza y al cual se le ha _ _:
prestado especial atención en los últimos años. 

a) Microorganismos capaces de degradar lignina. 

Cuando se habla de degradación de lignina se habla no sola
mente de la conversión de lignina a dióxido de carbono y agua sino 
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también de bioalteraciones tales como demetilaciones y oxidaciones 
parciales. 

A los microorganismos capaces de degradar lignina a dióxido 
de carbono y agua se les ha denominado degradadores primarios, a 
este tipo pertenecen los hongos white-rot. Varios investigadores -
han probado la capacidad de degradar lignina a diferentes microorg~ 
nismos, Cuadro 3. 

Los hongos del tipo brown-rot causan principalmente demeti
laciones (29), aunque son del mismo género que los del tipo white
rot. También los hongos del tipo litter decomposing juegan un pa
pel predominante en la degradación de lignina, siendo degradadores 
primarios (28). Los hongos del tipo soft-rot degradan lignina muy 
lenta e incompletamente. Estas clasificaciones: white-rot, brown-
rot, litter decomposing no tienen base taxonómica. 

La descomposición de lignina es un paso muy importante en 
el ciclo del carbono, sin embargo, por ser muy complicado no se -
ha logrado elucidar, lo más probable es que sean un conjunto de -
microorganismos de todo tipo los que logran la rápida y completa -
descomposición de lignina. No se ha trabajado mucho sobre este -
campo principalmente por no contarse, sino hasta hace poco, con -
una metodología apropiada. Si se observa en el Cuadro 3. • por lo 
general el método de análisis es gravimétrico, lignina insoluble en 
ácido1 que no es completamente adecuado ni espec:ITico porque solo -
se puede usar cuando la degradación ha alcanzado alto porcentaje. 
A sf, tenemos que no se sabe si levaduras y otros hongos del suelo 
degradan lignina ya sea completa ó parcialmente, respecto a bacte
rias se han hecho algunos trabajos (28), pero se duda de estos re
sultados por haberse llevado a cabo los experimentos con modelos -
sintéticos ó con ligninas alteradas por pretrata:miento. 

La mayorra de los experimentos enfocados hacia "Degradación 
microbiana de lignina", se han llevado a cabo con hongos del tipo 
white-rot, algunos comestibles, ya que son los que hasta ahora se 
sabe degradan lignina más eficientemente. En general este tipo de 
microorganismos son lentos para crecer, en la naturaleza crecen -
en troncos de árboles, los cuales contienen lignina· y poco nitróge
no. 

b) Reacciones qufmicas de la degradación. 

La lignina es un biopolfmero, pero su degradación no se lle
va a cabo por enzimas hidrol:rticas extracelulares como en el caso 
de otros biopoUmeros (proteínas ó carbohidratos) debido a que sus 
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Cuadro 3.- Grupos de organismos que degradan lignina (28). 

Grupos de organismos 

Basidiomicetos hongos 
white-rot (ej. Coriolus 
versicolor) 

Hongos brown-rot:(ej. 
Gloephyllum trabeum) 

Hongos litter-decompo 
sing (ej. Collybia buty 

~) 

Ascomycetos hongos 
white-rot (ej. Hypoxy
lon deustrum) ---

Hongos soft- rot(ej. 
chaetonium globosum) 

Hongos imperfectos 
hongos soft rot ( ej . 
Papulospora sp.) 

Sustratos 

Varios tejidos 
de maderas 1 -
ligninas sin té-
tic as. 

Varios tejidos 
de maderas, -
ligninas sin té 
tic as. 

Basuras fores 
tales. 

Varios tejidos 
de maderas 

Varios tejidos 
de maderas 

Varios tejidos 
de maderas 
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Método de análisis 

Gravimétrico, radio-
activo~ químicos. 
espectroscópicos. 

Gravimétrico, radio-
activo, químicos, 
espectroscópicos. 

Gravimétrico 

Gravimétrico 

Gravimétríco, radío-
activo 

Gravimétrico 

No. de 
Referencias 

5 

4 

2 

2 

1 



enlaces intermonoméricos son muy variados y la mayorfa no hidroli
zables. Se demostró que la degradación es un proceso oxidativo -
(28), en el Cuadro 4, se resumen una serie de trabajos donde se -
encuentra que después de la degradación parcial de lignina por hon
gos white-rot hay un aumento de los grupos funcionales que contie-
nen oxfgeno y también la relación oxfgeno/carbono aumenta. 

Con base en estos resultados y otros más (30), se llegó a las 
siguientes conclusiones: 

- Las porciones del polfmero de lignina en la madera se de
gradan sin ser fragmentadas antes a unidades monoméricas u oligo
méricas. 

- Los anillos aromáticos se rompen oxidativamente cuando -
todavra forman parte de la estructura polimérica. 

- Las cadenas laterales propflicas se oxidan en la posición -
alfa con formación de grupos carbonilo, y algunas cadenas laterales 
terminales son fragmentadas oxidativamente produciendo grupos aro 
maticos ácidos. 

También se ha sugerido una secuencia de degradación que es 
la siguiente: 

Unidades de derivados fenólicos en varias regiones expuestas 
del polrmero, se convierten oxidativamente a unidades catecol por 
demetilación y por tanto por hidroxilación aromática. Las unidades 
dihidroxi se rompen oxidativamente para producir residuos alifáticos 
ricos en carbonilos que luego son degradados con liberación de pro
ductos alifáticos, éstos entran en la hifa fungal donde son metaboli
zados. Nuevos grupos de derivados fenólicos son liberados gradual 
mente para posterior ataque por este proceso de erosión y quizá --= 
también en parte por rompimiento oxidativo de interunidades -éter. 

- Se han encontrado estructuras demetiladas sólo en una frac 
ción enlazada al micelio, lo cual hace pensar en que es necesario -
para que haya degradación del polfmero que éste tenga contacto con 
la hifa. 

e) Bioqillmica, genética y mecanismos biológicos involucra
dos en la degradación de lignina. 

Las en!l<imas necesarias para degradar lignina son las fenol
oxidasas (31), en Sporotricum pulverulentum. 

Se ha encontrado que la enz:ima lacasa (0 2: p-difenol óxido -
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Cuadro 4.- Cambios en ligninas causados por hongos white-rot 
(28). 

Cambios-
Propiedad Aumento 

Contenido de carboxilos 
Contenido de hidroxilos 

+ 

Fenoles + ~/ 
Alifáticos 

Contenido de carbonilos + 
Hidrógeno 1 Carbono 
Oxígeno 1 Carbono + 
Metoxilo 1 Carbono 
Producción de ácidos me
toxilados aromáticos en 
degradación oxidativa des 
pués de la metilación, !J./ 
Obtención de productos -- . 
principales de acidólisis, ~/ 
Obtención de mayores pr_Q 
duetos en oxidación con ni 
trobenceno 

Disminución 

+ 

-1-

+ 

+ 

+ 

+ 

Métodos <lr¡ 
Análisis-

C, U, V, IR, PMR 

C, UV, PMR 
C,PMR 
UV,IR,PMR 
e 
e 
e 

e 

e 

e 

!!J. Ligninas degradadas se compararon con ligninas enteras. 

'p_l C, varios métodos químicos; UV, IR, PMR ultravioleta, (UV) 
infrarrojo y resonancia magnética nuclear (RMN) 

~/ Hasta (1966) encontró un aumento en el contenido de hidroxi
los fenólicos y obtuvo resultados variables con el contenido 
de hidroxilos alüáticos. 

:)). El mayor producto es 3, 4-dimetoxibenzoico ácido de ligninas 
gimnospermas. 

~/ El mayor producto de ligninas completas es 3 -hidroxi -1-
(4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-2-propanona. Acido vanilico es 
el mayor producto de ligninas atacadas por white- ro t. 
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reductasa EC 1.10. 3. 2. ), tiene relación con la regulación de enzi-
mas que degradan tanto lignina como polisacáridos pero no se cono
ce exactamente cuál es esa relación. 

Se ha estudiado también la enzima celobiosa: quinona oxido -
reductasa (32), esta enzima tiene importancia en la degradación de 
lignina y como su nombre lo indica, requiere de celobiosa para su 
funcionamiento. Se ha propuesto (31 ), el siguiente mecanismo según 
el cual se sugiere que lacasa juega un papel desentoxificante de fe
noles de bajo peso molecular, Fig. 11. 

Sin embargo la enzima quinona oxido reductasa no es indispen 
sable para degradar lignina, aunque se degrada menos lignina en su 
ausencia (33). 

También se encontró que el grado de polimerización de la ce 
lulosa usada como fuente' de carbono y energía, tiene importancia eñ 
la degradación de lignina: a mayor grado de polimerización, aumen
ta la degradación de lignina. Cuando se usa celobiosa y/ o glucosa 
se obtiene la menor degradación de lignina. Esto se ha interpweta
do como represión catabólica de celulosa, celobiosa deshidrogenasa, 
lacasa, etc. (33). 

En Pleurotus ostreatus la celulosa aumenta la degradación de 
lignina (34), hecho que va de acuerdo con las afirmaciones anterio
res, sin embargo en trabajos donde se usó otro método para medir 
la degradación de lignina (35), el cual consiste en usar ligninas sin 
téticas marcadas con 14c y luego medir la degradación por medio
del 14co2 liberado se encuentra que la glucosa no tieneefecto repr!:_ 
sivo en sistemas degradadores de lignina (36), Cuadro 5 , hecho con 
tradictorio a lo anteriormente mencionado. Quizá esta contradiccióñ 
se deba al tipo de sustrato usado. En el caso del estudio donde se 
usó el método del 14c (36), se comprobó que la lignina sintética -
usada era muy semejante a una lignina natural, sin embargo en los 
otros trabajos (33) (34), no fue demostrado que las ligninas usadas 
fueran fueran semejantes a ligninas naturales. Es posible que en -
la degradación de ligninas alteradas tengan gran influencia las enzi
mas oxidantes, las cuales se encontró son inducibles por sustratos 
ricos en lignina (40), hecho que también está en contradicción con 
los resultados obtenidos por el método de 14co2 (36), Cuadro 6. 

En el Cuadro 5 , podemos observar como a medida que au-
menta la concentración de glucosa aumenta la degradación de lignina 
y a su vez la degradación es mayor a 1os 21 días que a los 1 O días 
llegando a duplicarse cuando se usan 1.11 milimoles de glucosa/li
tro. 

En el Cuadro 6, se observa que se obtiene la misma activi-
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Quinona ó 

radical 
Fenol 

Ce!obiosa: auinnn->) 
oxido- reductc'!sa \ 

celobiosa 

ce!obi o na- b-lac.tona 
¡lacto nasa 

Ac. celobiónico 

Fig. 11.- Mecanismo según el cual se sugiere lacasa 

juega un papel detoxificante en la degradación 

de lignina (31). 
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Cuadro 5.- Efecto de la concentración de glucosa en la descom 
posición de lignina por Phanaerochaete chrysosporium 
(36). 

Concentración original 
de glucosa por cultivo 

mM 

0.00 
0.14 
0.21 
0.28 
0.42 
0.56 
1.11 

Lignina descompuesta a 14co2 
([/ 14 
1o del Ctotal 

A los 10 días A los 21 días 

o o 
2 .:!::.0 
5 .:!::.2 7 + - 2 

10 .:!::.1 13 .:!::. 1 
15 .:!::.2 29 .:!::. 3 
21 .:!::.3 39 .:!::. 33 
22 .:!::.4 43 + 6 

Cada matraz, de 125 ml, contenía 10 ml de medio basal: NH4No
3 y L-asparagina (ambos O. 6 mM), O. 01 M de buffer de ftalato pH 

4.5, 5300 g de .lignina jncluyendo 2.3 X 104 dpm de ligninas maE_ 
cadas en el anillo con 1LJ:c. Los valores son promedios de mues 
tras por quintuplicado. 
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Cuadro 6.- Efecto de incubación previa con lignina en la acti
vidad ligninolítica (36). 

Tratamiento 

Con lignina al iniciar 

Sin lignina al iniciar 

{:ctividad ligninolítica 
1 o 2 dpm/h/matraz) . 

0-6 h 6-24 h 

57 + 36 24 + 14 

73 + 16 30 + 5 

Seis de los doce matraces por duplicado contenían 500 g cada -
uno de lignina sin marcar desde la incubación. 

Después de 5. 5 di'as se afiadió cicloheximida a todos los culti
vos. Una hora más tarde, 3000 g de lignina, conteniendo 3 a 
1 O dpm de lignina marcada en el anillo. Los cultivos de - -
Phanerochaete chrysosporium tuvieron lOOo/o de o 2 y se mantu
vieron a 39°C. 
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dad ligninolítica ya sea añadiendo ó no lignina antes de hacer la prue 
ba, también se observa que después de 6-24 horas hay menos degra 
dación que de 0-6 horas. Aunque los valores de 14co

2 
drnp/h por

matraz son diferentes: 57 y 73; si se torna en cuenta que estos va
lores pueden variar entre + 3 6 y + 16 respectivamente, puede consi 
derarse que no hubo cambiO entre una y otra condición. Lo mismo 
sucede con los valores a las 6- 24 horas. 

Se han propuesto una serie de enzimas actuando en la degra
dación de lignina (33), pero ninguna de ellas se ha aislado ni estudia 
do. Ya que el polímero de lignina por su tamaño no puede entrar-=:
en la célula, estas enzimas deben ser extracelulares y por su fun-
ción requieren coenzirnas. Hasta la fecha no se conoce ninguna en
zima con ambas características. 

d) Experimentos en medio líqu~do con ligninas sintéticas mar 
cadas con 14C y hongos white-rot para estudiar parárne-=
tros de cultivo q;:¡e afectan la biodegradación. 

Dado que la degradación microbiana de lignina es un proceso 
oxidativo, se ha investigado el efecto de la concentración de oxígeno 
en la atmósfera sobre la actividad ligninolítica (36). 

Cuando la atmósfera tiene 5o/o de oxígeno, prácticamente no -
hay degradación de lignina a CO , pero el hongo Phanerochaete - -
chrysosporiurn crece, durante .lo~ primeros 5 días rápidamente has
ta alcanzar 11 rng de peso seco, después durante los siguientes 25 
días crece lentamente hasta alcanzar 25 rng de peso seco, y a su -
vez la glucosa en los primeros 5 días se consume más rápido que 
en los siguientes 25 días. En este caso no se consume toda la gl~ 
cosa, Fig. 12. 

Cuando se tiene una atmósfera de 2lo/o de oxígend Fig. 13, 
la degradación de lignina empieza después de los primeros 5 días de 
crecimiento en los cuales el hongo crece más rápido y se consume 
glucosa a mayor velocidad, y la lignina se consume en un 45o/o des
pués de 35 días. Aunque el micelio en este caso alcanza 25 rng de 
peso seco a los 20 días, después de este tiempo decrece hasta 11 
rng. En este caso la glucosa se consume totalmente a los 25 días, 
lo cual no sucede cuando la atmósfera es de 5o/o de oxígeno. 

Cuando se tiene una atmósfera de lOOo/o de oxígeno Fig. 14, 
la .degradación de lignina empieza también después de los 5 días, -
pero es más rápida, de tal manera que a los 13 días ya se tiene -
una degradación de 45o/o comparable con la que se obtiene en 35 días 
con una atmósfera de 2lo/o de oxígeno. Con 100o/o de oxígeno a los 
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35 días se obtiene una degradación del 55o/o, es decir, 10"/o más que 
con una atmósfera de 21o/o de oxígeno. 

Se observa también que e.l micelio, en condiciones de 1 OOo/o de 
oxígeno, Fig. 14, crece sólo hasta alcanzar 15 mg de peso seco. 
Por tanto, aunque degrada más lignina crece menos que en 5o/o de oxí 
geno y 21o/o de oxígeno respectivamente. 

Por lo general .la forma de obtener mayores concentraciones de 
oxígeno en un líquido es agitar y aerear los cultivos. En este caso 
la degradación no se mejora con la agitación (36). 

Cuando se agitan los cultivos constantemente, tanto con 100% -
de oxígeno como con 21 o/o de oxígeno se observa una mínima degrada
ción de lignina Fig. 15. Cuando los cultivos se mantienen estaciona
rios se alcanzan mayores porcentajes de degradación. Sin embargo, 
cuando se agitan después de los 9 primeros días de crecimiento se -
obtiene, en una atmósfera de 21 "/o de oxígeno, una mayor degradación 
que cuando está estacionario, este incremento es muy significativo: -
estacionario 15%, agitando después de 9 días 20o/o. 

Estos resultados el Dr. Kirk (47), se los atribuye a la forma 
ción de pelets; pero no se sabe si el efecto es por una mala transfe:
rencia de oxígeno a.l centro del pe.let ó por disminución de .la super~ 
cíe de contacto entre el micelio y la lignina ó por ambas causas. 

Se estudió el efecto del pH y se encontraron resultados que se 
representan en el Cuadro 7, (36). 

En e.l cuadro se observa que el mayor crecimiento se obtiene 
en un pH de 4. 5 - 5 . O y la mejor degradación en un pH de 4. O - 4. 51 
mejor aún en 4.5. 

En todos los casos el pH tiende a subir excepto cuando el pH 
es inicialmente de 3. 5, 5. 5 y 6. 

Se probaron varias fuentes de carbono (3 O). Celulosa y gluc;o
sa fueron las mejores fuentes de carbono para degradar lignina, Cua
dro 8. Succinato de sodio, gluconato de potasio, glucoronolactonay 
vanilato de sodio aparentemente son malas fuentes pero no se sabe si 
este efecto se debe en sí a los compuestos ó al cambio de pH que -
producen al metabolizarse, ya que el pH no se controló en estos ex
perimentos. 

El nitrógeno en el medio tiene un efecto represor (36), Fig.16. 
La fuente usada fue nitrato de amonio. 
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Cuadro 7.- Efecto del pH en el medio sobre el crecimiento y 
descomposición de lignina por Phanerochaete - -
chrysosporium. (36). 

I!I-1 Crecimiento, peso Li~ina descompuesta 
Inicial Final seco del micelio al CO , o/o del14c -

m 2Total 

3. o 2.9 7. 8 + 3 1 
3. 5 3.6 1 o. 7 .±. 0.2 8+ 6 
4.0 4.3 12.6±_0.4 37 + 2 
4.5 4.9 13.9 .±. 0.4 38 + 4 
5.0 5.1 13.9 .±. 0.5 20 + 2 
5.5 4.9 14.4 ±. 0.8 8 + 1 
6.0 4.9 12.0 ±. 0.1 3 + 1 

Cada matraz, de 125 ml, contenía 10 ml de medio basal, descrl. 
to anteriormente, 56 mM de glucosa, y 3 a 10 dpm de lignina -
marcada en el anillo, no hubo agitación y se mantuvo una atmós
fera de 100o/o de 0 2 por 9 días. 
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Cuadro 8.- Efectividad de varios compuestos como sustratos de 
crecimiento para degradar ligninas sintéticas marc~ 
das con 14c, con Phanerochaete chrysosporium (30). 

Compuesto 

Glucosa 
Glicerol 
Celulosa 
Succinato de sodio (pH 4. 5) 
Gluconato de potásio (pH 4. 5) 
Glucoronolactona 
Vanilato de sodio (pH 4. 5) 

Lignina descompuesta a C02 después de 13 días. 
o/o del 14c total. 

38 + 6 
29 + 3 
41 + 4 -
23 .:!::. 3 

2 + 2 
7 + 2 
1 

Cada matraz contenía 1 O ml del medio basal, descrito anterior
mente,· 300 mg de lignina sintética marcada ·en el anillo y 40 -
mg de sustrato de crecimiento (excepto vanilatoL El control del 
pH fué inadecuado. 
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Observamos que cuando se usan en el medio 24 milimoles/li 
tro h degradación de lignina alcanza aproximadamente un 72o/o, la
glucosa se consume totalmente antes de los diez días y el micelio 
alcanza aproximadamente 40 mg de peso seco. El pH subre de 4.5 
a 5.5. 

Cuando en el medio se tienen2.4 milimoles/Iitro la degrada
clan de lignina alcanza hasta un 20o/o. El crecimiento alcanza sólo 
25 mg de peso seco como máximo y la glucosa se consume totalmen 
te pero en forma más lenta, de tal manera que a los 10 días aún -
quedan 3 00 micromoles aproximadamente y es hasta los 25 días cuan · 
do se consume totalmente. 

Con el fin de conocer un poco más a fondo el efecto del ni
trógeno se hicieron experimentos midiendo la desaparición del nitró 
geno del medio. 

Los resultados obtenidos se presentan ella Fig. 17, (37). -
Cuando el nitrógeno se ha agotado, el micelio no deja de crecer. -
Después del sexto día la actividad ligninolítica disminuye, fenómeno 
que en .las otras figuras no se aprecia por graficarse o/o de 14co 2 -
en relación al 14c total que se encuentra en la lignina, mientras que 
en este caso son dpn/hora/ cultivo. 

La actividad ligninolítica empieza dos días después de que el 
nitrógeno se ha agotado y un día después de que el micelio ha deja
do de crecer. Se ha tratado de relacionar este fenómeno con la ac 
tividad de .la permeasa NH4 encontrándose los resultados en el Cua
dro 9, (37). 

En este cuadro se encuentra que a .los dos días (un día después 
de que se agota el amonio) aparece la actividad de la permeasa NH4 
y la actividad ligninolítica. Al cuarto día se detecta fenol oxidas a. 
El DNA aumenta después de 6 horas de que se agota el nitrógeno ex 
trae elular. 

Se sugiere que este fenómeno se debe a una conexión indirec
ta entre el metabolismo de Ugnina y el metabolismo del nitrógeno, 
quizá relacionado a través de permeasa NH4 • La aparición de esta 
enzima es un indicador del agotamiento del 'NH4 , después del cual 
empieza la actividad ligninolítica (37). 

El medio de cultivo reportado para la degradación de lignina 
en medio líquido sin agitación es el siguiente: 

43 



10 

8 
en 
E 

.~ ó 
.... Oí .... u .E 

Oí ..., 
4 o 

u .. 
VI 

Cl' ., 
•• ll. 

2 

:::¡: 

.:2. 
... 
Rl 
;:¡ ., 
o 
111 

~ 1.5 .. 
¡;¡ 
<J 
o ..., 
g 1.0 .. 
en 

'~ 
z 

O. 

-30 
:::¡: 
E 

nJ 
VI 
o 
cJ 
;:¡ 

o 

] 

o12 
> 

411 
u 
¿ 
o 60 e 
e 
1gl 

1 

1 
1 

1 

1 

1 

1\ 
1 \ 

\ 
\ 

1 

1 

1 
' _.._A_--

A--- - --A..- .. "' 
''---~>' 

1 

1 

1 
1 

/ MICELIO 

1 
.0. 

, 
1 

ACTIVIDAD 
LIGNINOLITICA 

' \ 
\ 

\ 

' 
' ---

l•'ii1:...J:.Z:- Relaciones entre parámetros de cultivo y actividad ligninolítica durante siete días de crecimiento 

de Phanerochaete chlysosporium (37). 



>!>-
01 

Cuadro 9.- Características del cultivo durante 6 días de crecimiento con tartrato de amonio (37). 

Edad Peso Glucosa DNA Permeasa Actividad Fenol 
NH+ 

del cultivo del micelio umol/ umol/ NH.t ligninolítica oxidas a t 
extra celular 

(días~ (mg} ml, ml. JJ.molLml umol /ml) 

o o 56 2.1 
0.25 o 56 2.1 
0.5 o 56 3 1.6 - . 5 
1 2.9 - 1 50 + 1 19 ND o o 
l. 25 21 
2 6.2 44 + 1 19 o. 71 1 o 
3 7.9 18 0.55 1 
4 8. 7 17 0.56 32 + 14 + 
5 10.8 17 0.60 94 + 36 + 
6 13.2 25 + 1 16 0.52 93 + 21 + 

Estos experimentos se realizaron en una atmósferf
4

de 100"/o de 0 2 a 39°C. Después de adicionar 5 104 

dpm de lignina marcada en el anillo; se midio el C02 durante 6 horas. El microorga..rlismo usado 
fué Phanerochaete chrysosporium. 



Componente Cantidad (g) 

Glucosa 10. o 
NH~03 0.05 
L-asparagina 0.10 
KH2Po4 0.20 
MgS04 .7H20 0.05 
CaC12 o. 01 
Tiamina-HCl 0.0025 
Metales~/ 0.001 de cfu 
Lignina .01-3.0 
Buffer y 
H 20 1 litro 

~/ Mn, Na, Fe, Ca, Zn, Cu, Al, Borato, molibdato. 

E./ o- ftalato . 01 M para llevar el medio de un pH de 4. 6. 

Incubando a 40° C y a una atmósfera de 1 OOo/o de oxígeno por 
medio de un flujo períodico (30). 

Todos los experimentos indican que los polímeros de lignina 
no sirven como sustratos de crecimiento para el tipo de hongos - -
white-rot. La base de este fenómeno no se conoce. Una posibilidad 
es que el hongo puede gastar más energía en degradar lignina a frag 
mentos que pueda digerir, de la que gana al digerirlos. Otra posi-
bilidad es que los niveles de enzimas que degradan lignina sean ba
jos. 

III. PRETRATAMIENTOS FISICOS. 

Los pretratamientos físicos tales como aplicación de radia-
ciones, molido de materiales ó tratamientos con vapor, no eliminan 
lignina, sino que aumentan la digestibilidad de los materiales debi
do a cambios físicos que éstos sufren. 

En la Fig. 18, (39), se observan las digestibilidades in vitro 
de varios tipos de maderas molidas durante diferentes períodos. 

Durante los primeros 20 minutos de molido la digestibilidad 
de estos materiales aumenta rápidamente, después de este tiempo -
la digestibilidad se mantiene constante. En todos los casos la diges 
tibilidad no se incrementa en un gran porcentaje, muestras que tie-
nen originalmente de O a 5o/o de digestibilidad se logran aumentar -
hasta 20 a 300/o respectivamente, moliendo durante 140 minutos. Un 
caso especial es el del Eucalipto en el que se logra aumentar la di 
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Fig. 18.- Relación entre digestibilidad_!!!~ y tiempo de molido (38). 



gestibilidad de 10 a 83o/o en un tiempo de molido de 2 horas 20 mi
nutos aproximadamente. 

Empleando celulasas se comprueba que este efecto no se debe 
a la solubilización de componentes. En varios casos se estandar1zó 
el tamaño de partícuLa y puede deducirse que eL efecto no Lo gobier
na el tamaño de partícula, ya que a tamaño constante se obtienen di 
gestibilidades diferentes, por tanto se piensa que el efecto está go-
bernado por La cantida<;l, naturaleza y distribución de Lignina, aunque 
el menor tamaño de partícula ayuda a que los materiales sean más 
digeribles. 

Por todo lo anterior se concluye que hay dos formas de au
mentar la digestibilidad: delignificando ó modificando físicamente el 
material. Los pretratamientos físicos son muy costosos por la ener 
gía que se gasta al aplicarlos, por consiguiente si se quiere aumen=
tar la digestibilidad de un material, es preferibLe no pensar en mo
dificarlo física sino químicamente. 

IV. EXPERIMENTOS CON Pleurotus ostreatus Y DESPERDICIOS 
AGRICOLAS EN MEDIO SOLIDO. 

Pleurotus ostreatus se ha usado en trabajos de delignificación 
de materiales Lignocelulósicos por pertenecer al tipo de hongos - -
white-rot. En otros trabajos se han investigado las condiciones para 
su cultivo por ser comestible y muy apreciado en Europa. 

a) Características de Pleurotus ostreatus 

Pleurotus ostreatus.- Hongo con sombrero liso a veces algo 
escamoso hacia el centro ó base: de 5-10 cm. de ancho (Ó hasta 15 
cm.), grisáceo ó café grisáceo con tonos ó reflejos metálicos, sus 
láminas son blancas o rosa amarillentas en seco, poco ó nada uni
das entre sí en la base, más ó menos delgadas y con bordes lisos. 
No tiene pie ó éste es muy corto y mal definido. Carne blanca car 
nasa-correosa, con olor y sabor agradables. Crece en grandes -
conjuntos sobre troncos caídos ó árboles en zonas tropicales, sub-
tropicales ó bosques de pino y encino, en jardines a veces sobre -
fresnos y sauces (39). 

b) Experimentos realizados con Pleurotus ostreatus. 

Se han llevado a cabo varios experimentos en los cuales se 
hace crecer P-leurotus ostreatus en paja de trigo (deshecho agrícola), 
con el fin de delignificarla y así hacerla más digerible (41). Estos 
experimentos proporcionan datos acerca de '5 aspectos importantes 
para la evaluación técnico-económica de este proceso: 

48 



1.- ¿.~Íi~ fuente de nitrógeno es la más apropiada para que 
Pfé'tirotus ostreatus consuma más Lignina, menos celulo 
sa y la pérdida de material sea mínima? 

2.- ¿Cuánta lignina se consume? 

3.- ¿Cuánta celulosa se consume? 

4.- ¿Cuánto material se pierde como CO:¿? 

5.- ¿En cuánto aumenta la digestibilidad de la paja de trigo? 

Los aspectos 2, 3, 4, y 5 dependen, en este caso, de la - -
fuente de nitrógeno usada. Se probaron tres fuentes diferentes: sul
fato de amonio, urea, y harina de avena. En los tres casos, las -
cantidades de nitrógeno fue la misma para todos. Las respuestas a 
los incisos 1, 2, 3, 4, y 5 varían con respecto al tiempo de creci
miento de P leurotus ostreatus en paja de trigo, por tanto si se toman 
los tiempos de 5, 15, 30 y 70 días son las siguientes: 

- A los 5 días Pleurotus ostreatus consume más lignina de -
paja de trigo cuando no se usa ninguna fuente de nitrógeno (8% ), con 
sulfato de amonio y harina de avena consume menos Lignina (5o/o), con 
urea no consume lignina Fig. 19, (41). Con harina de avena consu
me más celulosa (6% ), con sulfato de amonio no se consume celulosa, 
con urea se consume (lo/o), al igual que cuando no se suplementa la 
paja de trigo con fuente de nitrógeno, Fig. 20, (41). Respecto a la 
pérdida de material con harina de avena se pierde más material -
(2. 5o/o), que con paja de trigo sin fuente de nitrógeno (lo/o), y con -
sulfato de amonio ó urea no se detectó la pérdida de material, Fig. 
21, (41). Por lo anterior se concluye que sulfato de amonio es la 
fuente más apropiada para que Pleurotus ostreatus consuma más lig 
nina, menos celulosa y la pérdida de material sea mínima a los 5-
días. 

- A los 15 días Pleurotus ostreatus consume menos celulosa 
2o/o), con sulfato de amonio, más Lignina de paja de trigo cuando se -

usa harina de avena como fuente de nitrógeno (12%), y con sulfato -
de amonio, urea y paja de trigo sólo consume de 8 a lOo/o de lignina 
Con harina de avena se consume más celulosa (19o/o), con sulfato de 
amonio, urea y· paja de trigo sólo consume de 2 a 5o/o de este polí
mero Fig. 20. 

Respecto a la pérdida de material, ésta es máxima con hari
na de avena (9o/o), con paja de trigo sola, sulfato de amonio y urea 
hay pérdida de 2 a 5o/o. Fig. 21. 
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Tiempo (d(as) 

Fig. 19.- Degradación de lignina de paja de trigo por Pleurotus 

ostreatus usando diferentes fuentes de nitr6geno ( 41). 
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Observando las gráficas, se concluye que suLfato de amonio 
es La fuente de nitrógeno más apropiada a tos 15 dfas. 

- A los 30 días Pleurotus ostreatus consume más lignina cuan 
do se usa harina de avena (34o/o), con paja de trigo sota (24%), con :
sulfato de amonio y urea (16 a 17%), con harina de avena consume -
más ceLuLosa (22%), con paja de trigo sola (12%) y con sulfato de amo 
nio y urea (lOo/o). Las pérdidas son mayores con harina de avena--
(18%), mientras que con paja de trigo sota llega a 12% y con suLfato 
de amonio y urea a 9o/o. A tos 30 días Las fuentes más apropiadas 
son sulfato de amonio y urea, ya que con harina de avena hay dema
siada pérdida de materiaL. En este experimento no se midió creci
miento. 

A tos 70 días se consume más tignina con harina de avena 
(51%), después con sulfato de amonio (48%), paja de trigo sota (40%) 
y urea (38%). Se consume más ceLulosa con urea (45%), después -
con sulfato de amonio y harina de avena (36 a 40%), y con paja de 
trigo sola (32o/o). Las pérdidas son: con urea y suLfato de amonio -
de 30 a 31% y con harina de avena y paja de trigo sota de 35o/o. 

A los 70 días sulfato de amonio es la mejor fuente de nitró-
geno. 

La digestibilidad empieza a aumentar después de 20 días, La 
máxima digestibilidad se alcanza con suLfato de amonio: 100 mg. de 
azúcares reductores liberados/200 mg. de paja de trigo/24 hrs. Las 
pruebas de digestibilidad se hicieron con cetulasas determinando tos 
azúcares reductores liberados Fig. 22, (41). 

Se han hecho otros experimentos con el fin de de lignificar -
sustratos lignocelulósicos y hacer tos más digerib tes con Pteurotus -
ostreatus (48). En esta investigación se usan desperdicios sólidos 
(mezclas), y se encuentra que La lignina decrece en 10-40% y La ce
Lulosa en 15-40% durante La fermentación, pero no cambia et porcen 
taje de ceLuLosa y lignina cuando se crece en un medio aserrín-avena-:-

V. CONCLUSIONES DE LA BIBLIOGRAFIA CONSULTADA. 

De tos métodos que existen para hacer más digeribLes tos ma 
teriates lignocelulósicos, unos tos modifican físicamente y otros tos
delignifican, tos- primeros son tos pretratamientos ffsicos que resultan 
muy costosos por La energía que exigen y La digestibilidad no aume.!!:_ 
ta en gran procentaje, -tos segundos son los pretratamientos químicos 
y microbio Lógicos. 

¿CuáL de tos dos pretratamientos es mejor, el químico ó el 
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microbiológico? 

En realidad no se cuenta con información suficiente para re
solver este punto ya que se desconoce cuánta lignina y cuánta celu
losa se consume en condiciones óptimas de degradación se lectiva de 
lignina en los diferentes materiales lignoce lulósicos. A pesar de -
esto se pueden enumerar algunas posibles ventajas y desventajas del 
proceso microbiano con respecto al proceso químico. 

Ventajas 

l.- La degradación de lignina ocurre por fermentación no -
agitada, esto podría evitar el uso de equipo con el tipo de agitación 
tradicional que consume energía. 

2.- La degradación de lignina es 
tración de nitrógeno en el medio es baja. 
en cuanto a materia prima. 

óptima cuando la correen-
Esto significa un ahorro 

3.- El tipo de microorganismo de los que se sabe degradan 
mejor lignina, pueden hacerlo entre 20 y 30°C significando un ahorro 
en el gasto de energía, ya que es temperatura ambiente. 

4.- No se producen substancias tóxicas, esto podría evitar 
la separación del producto de la mezcla de reacción. 

Desventajas 

1. - En caso de que se pretendiese efectuar el proceso en -
gran escala, por el clásico método de composteo, sería necesario 
gastar en mano de obra porque el apilamiento de grandes cantidades 
de material puede hacer problemáticas las transferencias de masa y 
calor por lo que un constante movimiento del material sería necesa 
rio. En realidad esta desventaja puede ser una ventaja ya que el
crear mano de obra en un país como el nuestro resulta necesario, 
siempre y cuando el proceso sea costeable. 

2.- El tipo de microorganismo usado en este proceso (Basi 
diomicetos) crece lentamente ocasionando que la degradaciÓn S ea ull 
proceso prolongado, al principio, más susceptible a contaminación. 

3.- Para una óptima degradación de lignina son necesarias 
concentraciones altas de oxígeno. Resulta difícil la aeración de -
cultivos sólidos. Tal vez este problema se pueda superar por me
dio del diseño de un fermentador adecuado. 
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4.- ¿Qué tan digerible queda el material después de la -
transformación y cuánto material se pierde como co2 ? Es necesa
rio investigar este punto, ya que es muy probable que sea diferente 
para cada sistema microorganismo-material-condiciones. 

5.- Se conoce poco acerca de las enzimas que degradan lig-
nina. 
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C. OBJETIVO. 



El objetivo principal de este trabajo consiste en seleccionar 
una ó varias cepas de Pleurotus ostreatus que degraden selectiva-
mente lignina (de un bando de diez), en sustratos lignoce lu lósicos -
naturales: paja de trigo, paja de cebada, rastrojo de maíz y baga
cilla de caña. 

Las diez cepas de Pleurotus ostreatus provienen de la Facul 
tad de Farmacia y Tecnología de Alimentos, PhillipE: Universitat _-::: 
Marburg Marbacher Weg 6, Alemania (RFA). 

e ada una de las cepas se obtuvo de cultivos de una sola esp2_ 
ra de tres cepas diferentes: 

e epa 

Pleurotus ostreatus var. Florida 
Pleurotus ostreatus var. Florida 
Pleurotus ostreatus var, Michigan 

Monocariones 

3 a, 6a, 9a, 12a, 
21, 2II, 2IV. 

Ml, M4, M17" 

Los sustratos usados en este trabajo provienen de diferentes 
estados de la República Mexicana: 

Paja de trigo Estado de Puebla, Méx. 
Paja de cebada Estado de Hidalgo, Méx. 
Rastrojo de Maíz Estado de México, Méx. 
Bagacillo de caña Estado de Veracruz, Méx. 
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D. ME TODOLOGIA. 



l. CRECIMIENTO DE Pleurotus ostreatus EN CULTIVO SUJ.\/.IER
GIDO CON GLUCOSA COMO FUENTE DE CARBONO. 

Con el fin de saber en que forma crecen las diez cepas de -
Pleurotus ostreatus (pelets pequeños ó grandes, forma y color de los 
pelets), se crecieron en un medio líquido (42), con glucosa como - -
fuente de carbono durante diez días en matraces agitados de 125 ml 
con 20mt de medio. Al final de los diez días se les determinó peso 
seco para saber cuanto habían crecido. 

A una de las diez cepas (2I ), se le determinó su curva de -
crecimiento durante 15 días en las mismas condiciones. Otra segun 
da curva se llevó a cabo variando el tamaño del matraz, 500 ml, y
el volumen del medio, 100 ml. Esta segunda curva se hizo con el 
objeto de obtener mayores pesos que dieran menos error. 

II. CRECIMIENTO DE Pleurotus ostreatus EN CULTIVO SUJ.\/.IER
GIDO CON BAGACILLO DELIGNIFICADO COMO FUENTE DE 
CARBONO. 

Con el fin de saber como crecen las diez cepas de Pleurotus 
ostreatus en medio líquido con holocelulosa (celulosa - hemicelulosa) 
de bagacillo de caña, se crecieron las diez cepas en el medio indi
cado anteriormente (42), pero sustituyendo la glucosa por bagacillo 
delignificado. El bagacillo se delignüicó con cloro gaseoso y alco
hol-etanolamina, se usó este método por ser específico para eliminar 
lignina y no hemicelulosa como es el caso del proceso Kraft (23), -
y el método alcalino (24) (27). 

El crecimiento en este caso se determinó por el método 
Kjeldahl, debido a la interferencia de la celulosa no fué posible de
terminarlo por otro método. 

Se determinó actividad celulolítica por el método DNS, pero 
no fué posible determinar actividad específica debido a la falta de -
un método para determinar proteína fungal, la peptona del medio in 
fluyó en la determinación. Estas determinaciones se hicieron al 
final de diez días de crecimiento. 

III. CRECIMIENTO DE Pleurotus ostreatus EN CULTIVO SOLIDO 
CON CUATRO SUSTRATOS LIGNOCELULOSICOS DIFERENTES 
COMO FUENTE DE CARBONO. 

Con el fin de elegir una de las diez .cepas ·en-cuanto a su ca
pacidad para delignificar específicamente se hicieron experimentos en 
medio sólido. 
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Los sustratos se molieron con el fin de tener muestras lo -
más homogéneas posible y fáciles de analizar de acuerdo a los méto 
dos TAPPI (21). 

La cantidad de nitrógeno que se usó es la reportada por Kirk 
(37), para una buena delignificación. 

N o se usó otro nutriente con el fin de hacer los experimentos 
en las condiciones más económicas posibles. 

Se eligió el sulfato de amonio por ser la mejor fuente de ni
trógeno para delignificar selectivamente según los trabajos reporta-
dos (41). 

La secuencia de este experimento se observa en el esquema l. 

Los materiales empleados fueron: bagacillo de caña, paja de 
trigo, paja de cebada y rastrojo de maíz. Estos experimentos se hi 
cieron durante 15 días. 

La cepa 2I se creció en los cuatro sustratos durante un mes 
con el fin de analizar la degradación a este tiempo. 

IV. CRECIMIENTO DE Pleurotus ostreatus (2I) DURANTE 30 DIAS 
EN MEDIO SOLIDO CON RASTROJO DE MAIZ Y TRES DIFE
RENTES CONCENTRACIONES DE SULFATO DE AMONIO. 

Este experimento se hizo con el fin de observar el efecto de 
concentraciones mayores de nitrógeno en la degradación de lignina. 
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Material lignocelulósico Molido y Material que pasa una 
entero tamizado malla de 30 y se de-

tiene en una de 50. 

1 
Material repartido en 
matraces de 250 ml., 

con 5 g. cju. 

1 Solución de sulfato 1 J de amonio al 1 • 5o/o 

1 10 ml/matraz 1 
Material con 0.15 g de 
{NH4) ;P0 4j5g de mate-
rial y 66. 6o/o de humedad 

Inóculo 1 
Tubos inc tinados de Hongo de tubos Material con 2.2 mM de 
agar dextrosa y pa- inc tinados remo nitrógeno/ matraz 75% de 
pa crecido durante - vid o con 5 ml. humedad y hongo crecien 
9 días a 29 .± 2°C. de agua destila- do a 29 ~ 2°C • 

-
da estéril. 

l 
Secado del material y 
hongo 9ooc durante -

15 horas. 

1 
Pesado, homogenizado 

Homiool~ 
y repartido del mate--
rial para diferentes --
análisis. (Por duplicado) 

Nitróge*o orgnánico 

Esquema l.- Diagrama de bloque de la metodología empleada en 
la selección de una ó varias cepas de Pleurotus 
ostreatus. 
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E. METODOS Y MATERIALES. 



Las técnicas y material empleadas para la determinación de -
lignina, azúcares, nitrógeno orgánico, actividad celulolítica, creci-
miento y curvas de crecimiento son las siguientes: 

l.- Determinación de lignina (42). 

Material 

Tubos de ensaye 10 x 10 mm. 
Varilla de vidrio 5 x 140 mm. 
Baño 300C 
Probeta 50 ml. 
Pipetas de 10 ml. 
Pipetas de 2 ml. 
Matraces Erlenmeyer 125 ml. 
Kitasato 1000 ml. 
Embudo Buchner 10 cm. 
Papel filtro whatman No. 41 
Estufa 
Balanza analítica 
Extractor Soxhlet 

Método 

Reactivos 

Acido Sulfúrico "Baker" 
Grado Analítico al 72o/o 
p/p 
Benceno-etanol 2:1 ambos 
"Baker" grado analítico 

Se extrae la muestra con benceno-etanol 2:1 durante 8 horas. 
Se pesan 200 mg. de la muestra extraída y seca en un tubo de ensa
ye de 10 x 100 mm. Se agregan 2 ml. de ácido sulfúrico al 72o/o -
pjp, se mezcla y macera con una varilla de vidrio. 

Se coloca en un baño de 30°C durante una hora. Se vierte -
cuantitativamente el contenido del tubo de ensaye en un matraz Erlen 
meyer de 125 ml. con 56 ml. de agua destilada. Se coloca el ma--=
traz en un autoclave durante 1 hora a 120°C. Se deja enfriar y se 
filtra el contenido en un papel Whatman No. 41, previamente tarado. 
Se lava el filtrado muy bien con agua destilada. Se seca en uná. es
tufa furante 8 hor'as a gooc, se deja enfriar en un desecador y se 
pesa. 

Cálculo 

"/o lignina = Peso de lignina x 100 
Peso de la muestra 
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2.- Determinación de nitrógeno total orgánico (43). 
Micro-Kjeldah! ) 

Material empleado 

Matraz micro-KjeldahL 30 ml. 
P arriUa digestora 
Matraz ErLenmeyer 250 ml. 
Matraz ErLenmeyer 50 ml. 
Pipetas 10 ml. 
Buretas 50 ml. 
Tripie con diámetro de 20 cm. 
Aparato de destilación micro
KjeldahV (Fig. 1). 

Método 

Reactivos 

Acido sulfúrico concentra 
do "Baker" grado reacti-:
vo analítico. 
Mezcla cataLizadora de -
selenio (Me rck). 
Acido bórico "Baker" al 
4o/o p / v grado analítico. 
Acido clorhídrico "Baker" 
grado analítico . 01N. 
Hidróxido de sodio "Ba
ker" grado analítico 50o/o 
pjv. 

En este caso como las muestras contenían nitrógeno del hongo 
y nitrógeno del sulfato de amonio añadido, fue necesario dializar las 
muestras antes de la determinación, para ello se usaron tubos de di_! 
lisis de 35 mm x 1 OO. Una vez seca la muestra, se pesan de 100 -
200 mg, se envuelve en papel glassine y se introduce en el matra~ -
micro-Kjeldahh se añaden aproximadamente O. 5 g de mezcla catali
zadora y 5ml. de ácido sulfúrico concentrado, se coloca en la parri
lla digestora reclinando el matraz sobre el tripie formando así un án 
gulo de 45° con la vertical. Se deja digerir hasta que desaparezcañ 
todas las partículas negras . 

Se vierte el contenido del matraz KjeldahL en la copa recepto 
ra del aparato de destilación, se lava dos veces con 5 m l. de agua -
destilada y después se lava la copa con 10 ml. de agua destilada. 

Se colocan 15 m.l. de ácido bórico al 4o/o con unas gotas de in
dicador verde de bromocresol (amarillo en medio ácido), en un matraz 
Erlenmeyer de 50 ml. 

Se agregan al bulbo receptor de la -muestra unas gotas de feno 
ftaleína. 

Se colocan en la copa 1 O ml. de hidróxido de sodio al 50o/o y -
se dejan caer lentamente en el bulbo receptor, cuando la mezcla vira 
a rojo, inmediatamente se introduce la cola del refrigerante en el ma 
traz Erlenmeyer de 50 ml. conteniendo ácido bórico al 4o/o, de tal for 
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ma que el refrigerante quede sumergido en éste. Se continua agre
gando el resto de hidróxido de sodio; en este caso se debe tener -
precaución t'>ara que no haya sifoneo de la muestra. Cuando se -
han destilado 50 mi., se separa el matraz Erlenmeyer del aparato 
y se vierte cuantitativamente su contenido en un matraz Erlenmeyer 
de 250 ml. Se títula con ácido clorhídrico . 01 N. 

Cálculo 

o/oN= 
V HCl X N l X • 014 X 100 

HC 

g de muestra 

. 014.- miliequivalente del nitrógeno. 
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3.- Determinación de azúcares, 

Fundamento 

Los polisacáridos contenidos en los materiales ligno-celu.lósi
cos (celulosa,· hemice.lulosa, monosacáridos), son susceptibles en di
ferente grado a la hidrólisis ácida. Este fenómeno queda expresado 
por los diferentes valores de las constantes de velocidad de reacción 
(31 ), los cuales son posibles de obtener mediante las siguientes ecua 
ciones. 

Celulosa 

Hemicelulosa 

K1 = 2. 77 X 1d-
6 

[cae 

K2= 1.51 X 1o14[c a e 

K3= 9. 005 X 105 ~ a e 

Donde: 

Azúcares reductores 

1.314] e:-36369/RT 

1.105] ®-32229/RT 

0.945] e-13062/RT 

Azúcares des
compuestos. 

Concentración del ácido empleado en la hidrólisis en porcie~ 
to pfv. 

T Temperatura a la cual se lleva a cabo la hidrólisis en °K. 

R Constante de los gases en cal/mol. 

Dadas las condiciones: 

e a e = 72o/o p/v 

T 303 OK 

Tiempo = 60 min . 

. Con las condiciones anteriores los valores de las constantes son: 

K1 1.55 X 10-10 

K2 8.39 X 1o-1o 

K3 2.87 X 10- 4 
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Considerando la hidrólisis ácida como una reacción de primer 
orden tenemos: 

Af-· Kt .,~ -(lnA2 In A1) = K (t2 _ ti) 

Al tl 

dónde ti o 

t 2 60 min. 

Si inicialmente tenemos 30 mg de hemicelulosa, al final nos 
quedaran: (entodos lol'l casos los miligramos se encuentran en un vo
lumen de 2 ml.) 

-InA2 = K (t2 

-In A 2 = 2.87 X lo-4 (60 m in) ln 30 

-In A2 2.87 X 10- 4 (60 min) -3.4 

-ln A2 3.39 

A2 antilog 3.39 = 2.46 mg:. 

En el caso de celulosa, si incialmente tenemos 60 mg. 

-ln A2 l. 55 x lo-1° (30 m in) - ln 60 

-ln A2 = 1.55 X 1 o-lo (30 min) 4.09 

-ln A 2 = -4.09 

Suponiendo que los 30 mg de hemicelulosa se hayan transfor
mado a azúcares reductores, bajo estas condiciones la cantidad de 
azúcares -reductores ·que se transforme a azúcares descompuestos 
será: 

-ln A
2 8.39 X 10-10 (30 m in) ln 30 

-ln A 2 8. 39 X lo-lO (30 min) - 3. 4011 

-ln A 2 -3.401 

A2 29.9 1'1\s· 
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Estos resultados implican ql}e a estas condiciones sólo hay hi 
drólisis de hemicelulosas a azúcares reductores y no de celulosa a
hemicelulosa, ni de azúcares reductores a azúcares descompuestos. 
Por tanto, después de la hidrólisis a estas condiciones es posible -
saber el contenido de hemicelulosa con una prueba de azúcares re-
ductores. 

Material 

Tubos de ensaye 10 x 10 mm. 
Varilla de vidrio 5 x 140 mm. 
Baño 30°C 
Baño 920C 
Matraces Erlenmeyer 125 ml. 
Probetas 25 ml.· 
Pipeta 10 ml. 
e anicas. 
Colorímetro (550 nm). 
Papel filtro Whatman No. 4 
Kitasato 500 ml. 
Embudo Buchner. 

Método. 

Reactivos 

Acido sulfúrico "Baker" 
grado analftico 72% p/v 
Reactivo DNS 
Acido 3, 5 di-nitro sali
cilico "Sigma" grado ana 
lítico ............ 8 g/ 1 
Hidróxido de sodio "Ba 
ker" grado analítico 
. ............... 14 g/1 
Tartrato de sodio y po
tasio "Baker" grado ana 
lítico .......... 216 g/1-
Fenol "Baker" grado --
analítico ........ 5 . 4 g/ 1 
Meta- bisulfito de sodio 
"Baker" grado analíti--
co ............. 5. 9 g/1 
Hidróxido de sodio "Ba 
ker" al 20o/o. 

Se pesan 1 00 mg de muestra en un 1ubo de ensaye de 1 O x 
10 mm., se afiaden 2 ml. de ácido sulfúrico al 72% pjv, se agita -
el contenido de.l tubo perfectamente con una varilla de vidrio, se co 
loca el tubo en un baño a 30°C durante una hora. Se vierte el con 
tenido del tubo en un matraz de 125 ml. con 20 ml. de agua desti
lada, se mezclan perfectamente y se filtra al vació en un embudo -
Buchner y papel filtro Whatman N o. 4, recibiendo el filtrado en un 
tubo de 50 ml. que se encuentra colocado dentro del Kitasato. 

Se toman O. 5 m l. de filtrado en un tubo de ensay e 2 O x 15 O 
mm., se agregan O. 5 ml. de hidróxido de sodio al 20% con el fin 
de neutralizar el filtrado y se añaden O. 5 ml. de agua destilada. -
Se .agregan 3 ml. de reactivo DNS y se agita el tubo, se tapa con 
una canica y se coloca en un baño a ebullición, durante 5 min., se 
sacan, se agregan 16 ml. de agua destilada y se lee en un cotorí-
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metro a 550 nm. 

Se hace una curva estándar con un azúcar reductor, en este 
caso se hizo con xilosa, y se lee en ella los mg de azúcares conte
nidos en O. 5 ml. de muestra. 

o/o de azúcares 
(hemicelulosa) 

mg leídos en la curva x 40 x 100 
peso de la muestra en mg. 

40. - Factor de dilución. 

71 



4. - Control del inóculo. 

Material 

Tubos de rosca 20 x 150 mm. 
Pipetas de 10 ml. 
Autoclave. 

Método. 

Reactivos 

Medio: 
Agar dextrosa y papa 
(Bioxon) 

Se preparan tubos inc tinados con 15m l. de medio agar dextrosa 
y papa(Bioxon),seesterilizan durante 20 min. a 120°C, se inclinan y 
se dejan enfriar. 

Se siembran con una asada de Pleurotus ostreatus y se dejan 
crecer durante 9 días a 27 + 20C. Se desprende el micelio con una 
asa, se agregan 5 ml. de agua destilada y se vierte el contenido so
bre el material que se desea inocular procurando que el agar perm~ 
nezca en el tubo. 
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quema: 

Tubo 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

Blanco 

quema: 

Blanco 

5.- Determinación de actividad celulolítica, método 3, 5 
_(linitro- salicílico ( 4 4). 

Material 

Tubos de ensaye 20 x 150 mm 
Baño 50°C 
Baño ebullición 
Pipetas 10 ml., 1 ml., .5 ml., .2 ml., .1 ml. 
Papel filtro Whatman No. 1 en tiras de 1 x 6 cm. 

Reactivos 

Reactivo 3, 5 DNS (descrito en la técnica anterior) 
Buffer de citratos O.IM pH 4. 8, se usaron reactivos "Baker" 
grado analítico. 
Solución estándar de glucosa 1000 /mi. 

Método. 

Se prepara una curva estándar como lo indica el siguiente es-

..... 
::r: O) 

Solución 
CD 

8 Buffer 1-j 

estándar (ml) 
.q 

t"' (mi) ::;· 0.. CD 

0.1 1.4 w CD CD 
C1 1-j 

0.2 1.3 S S 
::r: 

1.\.:) Pl 
0.3 1.2 ?" o C1 0.. 
0.4 1.1 {i) 0.. C1 

O" CD o 
0.5 1.0 t:J Pl ((J 

:::11 ;:;: :;:l z o :p 0.6 0.9 U1 ¡; 
0.7 0.8 S 0.. 

Pl Pl 

0.8 0.7 1-j 

0.9 0.6 
p;• 

1.0 0.5 

La actividad celulolítica se mide como indica el siguiente es-

..... o '1j tJj ::r: ...... t"' 
Pl ll> CD O) CD 

S C1 "O PI 1-j CD 
CD o .q §. 1-j 

S ...-
B ::;· tJj ...-

~ 
ll> 

S:: ll> w ::r: ...., 0.. M- 1-j C1 1.\.:) C1 ...., CD 1-j p;• [ o C1 
CD o S o 
1-j 

~ C1 :;:;· 0.. p 
M-

..... o t:J CD S 1-j 
X o z O" 

((J 

ll> n U1 Pl ::;-. 
0.. O) :;:ll íii o o 

() ...... 0.. 

S S Pl 

::r ll> o 1-j 
1-j p;· Pl 
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El tiempo de crecimiento, al cual se hizo la determinación, 
fue de 1 O días . 

El filtrado se obtuvo filtrando todo el contenido del matraz 
de 125 ml., el cual contenía 20 ml. de medio, a traves de un papel 
filtro Whatman N o. 1. 
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6.- Técnicas para determinar crecimiento y curvas de creci 
miento de P1eurotus ostreatus. 

Material 

Matraces Erlenmeyer 125 ml. 
Probeta 20 ml. 
Potenciómetro 
Autoclave 
Agitadora 
Balanza analítica 

Medio (45). 

D-glucosa 
Peptona (Bioxon) 
Mono-fosfato de potasio 
Sulfato de magnesio 
e loruro de calcio 
e lorhidrato de tiamina 
e itrato de sodio 
pH 

20 g/1 
2 g/1 
o. 5 g/1 
o. 5 g/1 
0.1 g/1 
100 g 
0.1% 
6.5 

Todas las sales mencionadas se usaron en grado analítico de 
la marca"Baker". 

Método. 

Preparar el medio necesario, ajustar el pH, colocar 20 ml. 
de medio en matraces Erlenmeyer de 125 ml., se esterilizan a 1200C 
durante 20 min., se dejan enfriar a temperatura ambiente y se ino
culan con una asada de Pleurotus ostreatus, crecido previamente en 
agar dextrosa y papa. Se ponen en agitación a 29°e. Se determina 
peso seco al tiempo requerido. 

Método para determinar peso seco. 

Se filtra todo el contenido del matraz en papel Whatman No. 1 
con vacío. El papel debe estar previamente tarado. 

Se lava el micelio con agua destilada, tres veces con 1 O ml. 
cada una. 

Se seca a 100oc durante 15-20 min. (ver apéndice, punto 8). 

Se deja enfriar en un desecador y se pesan lo más rápido po
sible en balanza analítica. 
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F. RESULTADOS. 



I. CRECIMJENTO DE Pleurotus Ostreatus EN CULTIVO SUMER
GIDO CON GLUCOSA COMO FUENTE DE CARBONO. 

a) Pleurotus ostreatus creció en medio líquido, con glucosa 
como fuente de carbono, en forma de pelets. Después de crecer du 
rante diez días, se determinaron los pesos secos d~ tres corridas :
para las diez cepas. Los resultados obtenidos se muestran en la -
Tabla 1F. 

Tabla 1F. Crecimiento de las diez cepas de Pleurotus ostrea 
tus en medio líquido con glucosa como fuente de carbono y agitación 
después de diez días de crecimiento. 

Corrida 1 2 3 Promedio 
Cepa Peso seco Peso seco Peso seco Peso seco 

mg/20 ml. mg/20 ml. mg/20 ml. mgj20 ml. 

21 91 21.7 47.8 53.5 

2II 20 23.2 21.2 21.4 

2IV ~40 24.4 27.7 30.7 

3a 38 25.6 29,2 30.9 

6a 46 20.3 36.3 34.2 

9a 29 18.7 10.9 19.5 

12 a 26.1 12.9 19.1 19.3 

M1 15 17.6 18.2 16.9 

M4 12 18.6 15.2 15.2 

M17 22 13.5 12.4 15.9 
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b) Se determinó la curva de crecimiento para la cepa 2I, -
los resultados por triplicado se muestran en la Tabla 2F. 

Tabla 2F. Curvas de crecimiento de la cepa 2I en medio lí
quido con glucosa y agitación. 

la. Curva 2a. Curva 3a. Curva 
Tiempo Peso seco Tiempo Peso seco Tiempo Peso seco 

(horas) mg/20 ml (horas) mg/20 ml (horas) mg/20 ml 

41 1.8 74.5 1.7 48 3.8 

96 5.3 104.0 5.6 72 12.7 

137 7.6 194. o 13.6 151 23.3 

192 16.2 271.5 21.6 175 36.5 

288 43.4 341.2 36.9 216 46.9 

425 46.5 372.5 36.1 438 64.2 

389.5 41.1 

413.5 66.4 

78 



e) Se determinó la curva de crecimiento de la cepa 2I en --
100 m.l. de medio, Tabla 3F. 

Tabla 3F. Curva de crecimiento de la cepa 2I en 100 m l. de 
medio líquido con glucosa y agitación. 

Tiempo Peso seco 
(horas) mg¿100m1 

36.5 7.3 

94.0 18.2 

108. o 26.2 

143. o 47.9 

18:?. o 30.8 

216.0 87.1 

255.0 145.0 

291. o 193. o 

El crecimiento de las diez cepas de Pleurotus ostreatus des
pués de diez días se encuentra en la gráfica 1F, se graficaron úni
camente los resultados promedio. 

Las curvas de crecimiento de la cepa 2!, se encuentran gra
ficados en las gráficas 2F - 5F. 

79 



II. CRECIMIENTO DE Pleurotus ostreatus EN CULTIVO SUMER
GIDO CON BAGACILLO DELIGNIFICADO COMO FUENTE DE 
CARBONO. 

En este caso el crecimiento se midió determinando nitrógeno 
total por el método Kjeldahl. Los resultados obtenidos se encuen-
tran en la Tabla 4F. 

Tabla 4F. Crecimiento de las diez cepas de Pleurotus ostrea 
tus, en bagacillo de caña de lignificado, medio líquido y agitación, -
después de diez días. 

Corrida 
Cepa 

2I 

2II 

2IV 

3a 

6a 

9a 

12a 

M 
1 

M4 

M17 

1 
ml. de HC 1 ( .416N) 

0.15 

0.40 

10.30 

32.2 

10.2 

0.10* 

0.3 

0.05 

0.10 

0.3 

2 Promedio 
ml.de HCl (.416N) ml.de HCl (.416N) 

3.35 l. 75 

0.70 0.55 

4.8 7.50 

0.15 16.1 

0.10 5.15 

0.1 

0.12 0.21 

0.2 0.12 

1.2 0.65 

0.2 0.25 

*Los valores menores de 1 ml. en realidad se determinaron -
con ácido O .IN, pero se hicieron cálculos para reportar los en ácido 
O. 4N con el fin de que la tabla quedara uniforme. 

En el experimento anterior también se determinó actividad ce 
lulolítica, los resultados se encuentran en la Tabla 5F. 
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Tabla 5F. Actividad celulolítica de las diez cepas de P leuro
tus ostreatus, después de crecer diez días en medio líquido con bag~ 
cilio delignificado como fuente de carbono. 

Cepa D. O. (a) mg( glucosa/ ml/hora-

2! 0.387 0.155 

0.250 

0.390 0.150 

2IJB o. 252 

2IV 0.325 0.128 

0.197 

0.250 0.095 

3~ 0.155 

6a 0.330 0.105 

0.225 

9a 

0.530 0.293 

12~ o. 237 

0.250 

0.322 

0.675 0.275 

0.400 

a.- Ver apéndice, punto 7 
B.- El subíndice significa blanco. 
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liT. CRECIMIENTO DE Pleurotus ostreatus EN CULTIVO SOLIDO 
CON CUATRO SUSTRATOS LIGNOCELULOSICOS DIFERENTES 
COMO FUENTE DE CARBONO. 

P leurotus ostreatus creció en bagaci.Llo de caña, paja de trigo, 
paja de cebada y rastrojo de maíz suplementados con una solución al 
1 Oo/o de sulfato de amonio. Los resultados del análisis del material 
después de crecer Pleurotus ostreatus durante quince días fueron los 
siguientes: 

Cuando se usó bagacillo de caña (Tabla 6F). 

Tabla 6F. Resultados después de crecer Pleurotus ostreatus 
en bagaci.Llo de caña y sulfato de amonio en medio sólido sin agita-
ción. 

Cepa Peso Azúcares~' Lignina m l. HCl 
(g) mg/ml mg/200 mg de (.0103N) 

muestra 

21 4.7 1.17 51.6 8.1 

2II 4.7 1.18 54.3 7.4 

2IV 4.6 l. 02 56.3 7.9 

3a 4.5 l. 24 .55.0 7.8 

6a 4.6 l. 36 55.0 7.3 

9a 4.7 l. 46 57.0 7.2 

12a 4.6 1.13 53.2 7.6 

M1 4.5 1.13 54.6 7.9 

M4 4.6 l. 26 51.8 7.4 

M17 4.5 1.18 44.4 7.9 

Testi 5.0 l. 28 55.6 2.07 -
go. 

Estos resultados son prome.dios de cuatro muestras, el experi 
mento se hizo por duplicado y cada matraz se analizó por duplicado:-

* Ver apéndice, punto 5 • 
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Cuando se usó paja de trigo (Tabla 7F). 

Tabla 7F. Resultados después de crecer Pleurotus ostreatus 
en paja de trigo y sulfato de amonio en medio sólido sin agitación. 

Cepa Peso Azúcares'~ Lignina ml. HCl 
(g) mg/ml mg/200mg de (. 0103N) 

muestra 

2I 4.7 l. 82 20.6 14.84 

2II 4.7 l. 78 20.2 14.46 

2IV 4.5 l. 66 22.6 15.29 

3a 4.6 1.7 22.4 14.27 

6a 4.6 l. 64 24.4 13.0 

9a 4.6 l. 69 27.0 17.2 

12a 4.5 l. 64 26.8 17.2 

M1 4.5 l. 58 22.0 9.5 

M4 4.6 l. 74 26.0 16.7 

M17 4.5 l. 58 26.8 20.5 

Testi 5.0 l. 95 25.6 4.4 
go 

* Ver apéndice, punto 5. 
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Cuando se usó paja de cebada (Tabla 8F). 

Tabla 8F. Resultados después de crecer Pleurotus ostreatus 
en paja de cebada y sulfato de amonio en medio sólido sin agitación. 

Cepa Peso Azúcares* Lignina m l. HCl 
(g) mg/ml mg/200mg de (. 0103N) 

muestra 

21 4.7 1.34 35.6 11.9 

2II 4.7 l. 35 36.1 10.3 

"' 2IV 4.5 l. 31 35.8 7.1 

3a 4.6 1.30 41.8 7.4 

6a 4.6 1.35 41.6 10.4 

9a 4.6 l. 29 38.8 9.2 

12a 4.5 0.19 40.0 7.8 

Ml 4.5 l. 02 34.8 10.4 

M4 4.6 1.04 38.6 16.2 

M17 4.5 l. 02 42.6 10.2 

Testi 5.0 1.48 38.8 3.7 
go. 

* Ver apéndice, punto 5. 
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Cuando se usó rastrojo de maíz (Tabla 9F) 

Tabla 9F. Resultados después de crecer Pleurotus ostreatus 
en rastrojo de maíz y sulfato de amonio en medio sólido sin agita-
ción. 

Cepa Peso .Azúcares* Lignina m l. HCl 
(g) mg/ml mg/200 mg de (.0103N) 

muestra 

2I 4.5 1.35 35.4 8.2 

2II 4.6 1.41 35.0 6.3 

2IV 4.4 1.33 36.0 10.7 

3a 4.7 1.42 34.0 8.6 

6a 4.6 1.4 32.2 6.7 

9a 4.3 1.28 35.4 10.9 

12a 4.5 1.47 34.8 5.4 

M1 4.5 1.36 33.4 2.7 

M4 4.5 1.35 32.4 6.5 

M17 4.5 1.35 32.4 4.6 

Testi 5.0 1.50 28.2 
go. 

* Ver apéndice, punto 5. 
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La cepa 21 de Pleurotus ostreatus se creció durante treinta 
días en los cuatro sustratos lignocelulósicos; los resultados obt eni
dos después de hacer los análisis correspondientes se muestran en 
la Tabla 10F. 

Tabla 1 OF. Resultados después de crecer Pleurotus ostreatus 
(2!), en cuatro sustratos lignocelulósicos y sulfato de amonio en me
dio sólido sin agitación. 

Sustrato Peso Azúcares* Lignina m l. HCl 
(g) mg/ml mg/200 mg de (. 0103N) 

muestra 

Paja de cebada 4.0 l. 28 32.4 6.59 

Rastrojo de maíz 4.0 l. 22 29.0 7.16 

Paja de trigo 4.1 1.44 20.2 6.7 

Bagacillo de caña 4.3 1.10 48.8 5.7 

Rastrojo sin hongo 5.0 2.62 28.2 

Paja de cebada 
sin hongo 5.0 2.54 38.8 3.7 

Paja de trigo 
sin hongo 5.0 3.02 25.6 4.4 

Bagacillo de caña 
sin hongo 5.0 2.40 47.2 1.9 

* Ver apéndice, punto 5. 
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9 o.oo 
o 6 0.0:1 

3 0.011 
co 

"" 
' 9 0.00 

6 0.096 
3 0.100 

9 0.050 
6 0.100 
3 0.226 

9 0.056 
6 0.116 
3 0.160 

!V. CRECIMIENTO DE- Pleurotus ostreatum (2I), DURANTE 30 DIAS EN MEDID SOLfoo 
CON RASTROJO DE MAIZ Y TRES CONCENTRACIDNES DIFERENTES DE SULFA-
TO DE AMONID. 

Los resultados de este experimento se muestr~m. en la Tabllll UF. 

Tabla UF. Exp,er!mento con Pleurotus ostreatus (21), creéiendo en r~U~trojo de maíz 
con tres concentraciones de' sulfato de amonio. Se af!M!ieron a 5g de rutrojo 10 ml ele Ullll 

solución al :lo/•, 6'\"o y 9'?o de sulf~~tto de amomo rempectl.VI'!mente. 

Li Crecimiento 
%C' e• Crecimiento 

0.0 9 0.320 1.20 9 O.UII 6.8 9 
2.0 6 O.S02 6.70 6 0.139 4.8 6 + 
4.0 3 0.300 7.40 S 0.141 2.8 3 ++ 

o.o 9 0.252 22.20 9 o.us 6.8 9 + 
9.8 8 0.222 31.410 6 0.164 1 ++ 

10.0 3 0.236 27.10 3 0.146 0.0 3 +++ 

5.0 9 0.272 16.00 9 0.150 9 + 
10.0 6 0.262 19.10 6 0.146 6 +++ 
22.11 3 0.210 35.10 3 0.1411 o.o 3 ++++ 

5~6 9 0.314 3.00 9 o.us 5.4 9 + 
11.11 6 0.300 7.40 6 0.162 6 ++ 
1!1.0 3 0.172 u.oo 3 0.148 3 ++++ 

%C'.- Porcentaje de sulfato de amonio en la solución allmdida. 

Los caaos en los cuales no se reporta el 'Yo de pérdida de Ugn!na dieron valores m~tyores que el testigo. 

Tiempo 
Semanas 

1 

2 

3 

4 



G. DISCUSION. 



I. CRECIMIENTO DE Pleurotus ostreatus EN CULTIVO SUMERGI 
DO CON GLUCOSA COMO FUENTE DE CARBONO. 

Este experimento se hizo con el objeto de conocer la forma de 
crecimiento de las diez cepas de Pleurotus ostreatus, saber si crecía 
en forma m ice Lial ó en pelets, el tamaño y color de los mismos, etc., 
familiarizándose así con su manejo. Originalmente las cepas se con
servaban en tubos inclinados presentando un crecimiento algodonoso -
de color blanco, siendo el micelio duro y chicloso. 

Se eligió un medio completo optimizado para P.leurotus ostrea
tus de acuerdo a la literatura (45}, para así observar las diferencias 
entre las diez cepas en cuanto a eficiencia de utilización del sustrato 
cuando se encuentran en condiciones óptimas para crecer en cultivo -
sumergido. 

El cultivo sumergido t::on glucosa como fuente de carbono ini-
cialmente se eligió por ser más fácil de manejar que el sistema con 
sustrato sólido. Ya que en este experimento sólo se pretendía cono
cer las diez cepas en cuanto a su forma de crecimiento no importa -
cual sea el sustrato empleado como fuente de carbono y energía, siem 
pre y cuando sea degradable por Pleurotus ostreatus. 

Los resultados obtenidos de cada una de las corridas, Tabla lF 
y el promedio aritmético calculado, con el cual se construyó la Gráfi
ca lG, muestran claramente que todas las cepas de Pleurotus ostrea='"
tus pueden crecer en cultivo sumergido con glucosa como fuente de -
carbono, pero no todas las cepas aprovechan la glucosa con la misma 
eficiencia, en general las cepas 21, 2II, 2IV, 3a y 6a (monocariones 
de dos cepas variedad Florida}, son más eficientes que las cepas 9a -

- 12a (monocariones variedad Florida), y M1 , M 4 y M17 (monocariones 
de una cepa variedad Michigan). 

En la Tabla lF se observa que el peso seco determinado a cada 
cepa al final de cada corrida (a los diez días de crecimiento}, no fué 
reproducible, por ejemplo, La cepa 21 en la primera corrida pesó 91 -
mg/20 ml., en la segunda 21.7 mg/20 mi., y en la tercera 47.8 mg/ 
20 mi. 

En todos los casos Pleurotus ostreatus creció en forma de pe
lets, los cuales no fueron iguales en número y tamaño, en algunos ca
sos crec10 un sólo pelet grande Fig. lG, y en otros muchos pelets 
pequeños y grandes Fig. 2G. Cuando un microorganismo crece en for 
ma de pe lets, la transferencia de oxígeno disuelto en el medio al cen-=: 
tro del pelet disminuye- conforme aumenta el radio del pelet y este efec 
to puede llegar a ser un factor limitante de crecimiento (6}. Quizá los 
pesos secos no reproducibles se deban a que en unos casos hubo mejor 
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Graf. 1G.- Crecimiento de 10 cepas de Pleurotus ostreatus después de 10 días 

en medio líquido con glucosa. 
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transferencia de oxígeno que en otros debido a los diferentes tamaños de pe 
lets, originándose así, quizá un estado de anaerobiosis en el centro del pe-:=
let. Otra consideración que favorece la suposición anterior es que general
mente los microorganismos transforman 50% en peso (valor aproximado), 
de la fuente de carbono, cuando ésta es un azúcar:, en biomasa. Lo anterior 
se cumple cuando todos los demás nutrientes se encuentran en cantidades 
no-limitantes (49). En este caso se usó un medio con 20 g de glucosajl, en 
estas condiciones con una bacteria que no crece en pelets se obtendría 10 
gjl, con la cepa 21 se obtuvieron 2 gjl. Este resultado sugiere que proba
blemente esté limitando el crecimiento otrÓ nutriente, que suponemos es 
el oxígeno. 

En algunos casos el tiempo de cultivo fué de más de diez días, encoE: 
trándose en ocasiones disminución del peso seco. 

Otro aspecto importante en la evaluación de un proceso microbiano 
es la velocidad específica de crecimiento del microorganismo usado.En prE_ 
medio la cepa 21 creció más que las demás, por tanto a esta cepa se le deter 
minó su curva de crecimiento.Debido al crecimiento en pelets se decidió d~ 
terminar la curva de crecimiento por el método de sacrificio de matraz ya 
que debido a los pelets diferentes, las muestras no serían representativas. 
Se determinó .la curva de crecimiento solamente a .la cepa 2! porque para -
determinar curvas de crecimiento a diez cepas durante quince días por el 
método de sacrificio de matraz se requiere mayor equipo y material que -
con el que se contó 

Las curvas de crecimiento de la cepa 2! tampoco fueron repro 
ducibles, Tabla 2F, así a las 400 horas aproximadamente, en .la pri::
mera curva, el peso seco es de 46.5 mg/ 20 m.l., pero en .la segunda 
y tercera curvas es de 65 mg/20 ml. aproximadamente. Con el obje
to de obtener pesos mayores y por tanto menor error en .la determina 
ción de peso seco, se hizo la curva de crecimiento con inóculos mayo 
res y con mayor cantidad de medio, los resultados se muestran en la 
Tabla 3F, en .la cual también se aprecian discrepancias, a .las 182 ho
ras el peso seco es de 3 O. 8 mgj 1 00 ml., siendo que el punto anterior 
a .las 143 horas fué de 47.9 mg/1 00 ml., y el punto posterior a las 
216 horas de 87.1 mg/1 00 m.l. Por tanto, se supone que estas discre 
pancias no se deben a errores en la determinación de peso seco sino
al efecto de los pelets en la transferencia de oxígeno, mencionado an
teriormente, y a la metodología usada ya que si una curva de creci-
miento se hace sacrificando matraces, los puntos que se obtengan de 
penderán del inócu.lo de cada matraz, por tanto la velocidad de creci-
miento puede verse modificada aparentemente por el inócu.lo. 

A pesar de los resultados no reproducibles se calculó, aproxi
maclamente, la velocidad específica de .crecimiento de Pleurotus ostrea 
tus (2!). 
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Tenemos que la velocidad de crecimiento es 

dx 
f = dt X 

donde x =peso seco (mg/ 20 ml) 
t =tiempo (horas) 
p =velocidad específica de crecimiento 

e onsiderando p constante (lo cual se puede considerar cierto 
en la fase log de crecimiento), e integrando tenemos 

pt = tn ~ +e 
o 

Esta es la ecuación de una lÍnea recta donde p es la pendiente, 
por tanto, si se grafica lnx vs t tomando únicamente los puntos de 
la fase log, Gráficas 2G - 4Q se tendrá la velocidad específica de -
crecimiento. 

La Gráfica ~ muestra las velocidades específicas de crecimien 
to calculadas para tres curvas. Sacando promedio aritmético tenemos
que es de . 0075 hr-1, de estos datos también es posible calcular el 
tiempo de duplicación. 

Si se integra este límite de t0---• t, x 0--x y se conside 
ra X= 2x0 y t 0 "' O tendremos 

ln 2 

f 
0.69 
0.0075 

Lo cual nos da un tiempo de duphcacion de 92 horas, esto sig
nifica que P leurotus ostreatus es lento para crecer; por este motivo, 
es necesario cuando se· va a inocular P leurotus ostreatus en medio ri
co, trabajar con el ::nenor riesgo posible de contaminación, muy eerca 
del mechero con puertas y ventanas cerradas ó si es posible en una -
campana de flujo laminar. 

Comparando este resultado (. 0075 hr- 1), con trabajos de Kirk 
que utiliza Phanerochaete chrysosporium, donde se encontraron veloci
dades de crecimiento de . 0016hr-l (36), y de . 0288 hr-1 (37), observa 
mos que ·nuestro valor está dentro del rango pero aún así las diferen:
cias encontradas en este trabajo también se ·encuentran en la literatura, 
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razón por la cual los experimentos en ésta se hicieron por quintuplica
do. 

Este tipo de microorganismos presenta variaciones en determi
nado rango el cual es amplio por tanto no debe extrañar que algunas 
veces los resultados parezcan discrepantes ó erróneos como se ha 
venido mencionando. 
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II. CRECIMIENTO DE Pleurotus ostreatus EN CULTIVO SUMERGI 
DO EN BAGACILLO DE CANA DELIGNIFICADO COMO FUENTE 
DE CARBONO. 

Con el objeto de conocer el comportamiento (crecimiento, acti 
vidad celulolítica, producción de enzimas), de las diez cepas en un :: 
sustrato celulósico se crecieron las cepas de Pleurotus ostreatus en -
el mismo medio completo, usado en el experimento anterior, pero sus 
tituyendo la glucosa por celulosa. Esta celulosa se preparó delignifi-
cando bagacillo de ca:ña por medio de cloraciones y lavados con etanol 
amina (50), ya que por medio de este método se obtiene no solamente 
celulosa sino también hemicelulosa que acompaña a los desperdicios -
lignocelulósicos Tabla 1I. 

Los resultados de crecimiento de las diez cepas a los diez días 
se muestran en la Tabla 4F y los de actividad celulolítica para el mis 
mo tiempo en la Tabla 5F. En este caso Pleurotus ostreatus tambiéñ 
creció en pelets de diferentes tamaños. La mayoría de ellos tenían -
incrustados fragmentos de fibras. La determinación de crecimiento -
por medio del peso seco es inadecuada porque la separación de los pe 
lets de las fibras de bagaci.llo de caña es muy difícil, por lo cual se
decidió hacer la determinación de crecimiento midiendo el nitrógeno -
total por el método microkjeldahl; los resultados se muestran en la -
Tabla 4F, donde observamos discrepancias; por ejemplo, el gasto de 
ácido clorhídrico de la cepa 3a es demasiado alto (32. 3 ml de HCl -
.416N), en la primera corrida y muy bajo en la segunda (0.15 ml de 
HC 1 O. 416N). Si suponemos que P leurotus ostreatus contiene 8o/o de -
nitrógeno aproximadamente, tenemos que en la primera corrida el o/o 
de nitrógeno es de 1.875, por tanto 0.1087 mg son de Pleurotus os-
treatus. 

En la segunda corrida tenemos . 0087o/o de nitrógeno total,- por 
tanto 23.43 mg son micelio. Aunque, como se observó en el experi
mento anterior, el crecimiento de Pleurotus ostreatus no es muy re
producible, las diferencias encontradas en este experimento entre una 
corrida y otra están fuera del rango encontrado en el experimento I. 
Esto muy probablemente se deba a que las fibras atenidas después de 
la delignificación contenían residuos de etanol-amina, a pesar del lava 
do;Tntensivo al que se sometieron, interfiriendo la determinación. Po"i= 
lo anterior los resultados de las determinacioes Kjeldahl son muy du
dosos. Sin embargo, en todos los casos se observó crecimiento lo -
cual indica que las _diez cepas de Pleurotus ostreatus sintetizan celula 
sas, por tanto pueden usar celulosa como fuente de carbono y energía, 
de ahí que su hábitat natural sea un sustrato rico en celulosa: troncos 
de árboles caídos. La actividad celulolítica de las diez cepas se mue~ 
tra en la Tabla 5F, aunque la actividad .se midió en un sustrato diferen 
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te, papel filtro, esto no afectó la determinación porque las celulasas 
de Pleurotus ostreatus tienen· todos los componentes (51). La activi
dad celulolítica de las sepas 12a, M¡, M4 y M1 7 fué mayor que la de 
las cepas 2!, 2II, 2IV, 3a, 6a, Tabla lG.. pero no se sab.e si esto ocu 
rrió porque hubo mayor cantidad de enzima en unos casos que en otros 
ó si hubo mayor crecimiento ó si porque las enzimas de unas cepas 
son más activas que otras bajo estas condiciones. La cantidad de en
zima no fué posible medirla porque el medio contenía peptona que in
terfiere en la determinación. 

Aunque este experimento no nos llevó a los objetivos buscados, 
si nos permitió vislumbrar las dificultades experimentales y de medi
ción que se pueden presentar cuando se trabaja con sustratos sólidos. 

Tabla 1<;:;. Actividad celulolítica de diez cepas de Pleurotus -
ostreatus a los diez días de crecimiento. Medición de actividad en -
papel filtro. 

Cepa mg glucosa/mi/hora 

2I 0.155 

2II 0.150 

2IV 0.128 

3a 0.095 

6a 0.105 

9a 

12a 0.293 

o. 250 

0.322 

0.275 

(valores obt.enidos restando los blancos, ver apéndice, punto 7). 
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Ill. CRECIMlENTO DE Pleurotus ostreatus EN CULTIVO SOLIDO 
CON CUATRO SUSTRATOS LIGNOCELULOSICOS DIFERENTES 
COMO FUENTE DE CARBONO. 

El objeto de este experimento fué determinar si las diferencias 
existentes entre los sustratos, en cuanto a compoSlCion qu1m1ca y pro 
piedades físicas, influyen en su degradación por cada una de las diez 
cepas de Pleurotus ostreatus, y a su vez encontrar la cepa ó cepas -
que degradan eficiente y selectivamente lignina. Los sustratos elegi
dos fueron paja de cebada, paja de trigo, rastrojo de maíz y bagaci
llo de caña por ser algunos de los desperdicios agrícolas que más se 
producen en México. 

En la Tabla 2I (apéndice), se nuestra la producción en tonela
das de estos desperdicios la cual se calculó con los datos de produc
ción de trigo, cebada, maíz y caña (52), y el porcentaje de desperdi
cios existente en cada uno de los cultivos. 

Las razones por las cuales se eligieron determinadas condicio
nes para este experimento son las siguientes: 

La condición de cultivo sólido sin agitación se eligió con b~ 
se en los resultados obtenidos por Kirk, los cuales muestran que en 
cultivo sumergido con agitación no ocurre la delignificación (36), y la 
experiencia nuestra de que si el cultivo sumergido no se agita el hon
go crece en la superficie y el sustrato se asienta en el fondo del ma
traz, por tanto no hay contacto entre las hifas y el sustrato. Muchos 
autores suponen que debe haber contacto para la delignificación · (3 6). 

El tiempo, 15 días, durante el cual se dejaron crecer las -
cepas, se eligió con base en los resultados obtenidos en trabajos he-
chos con paja de trigo y Pleurotus ostreatus (41 ), donde se observa -
que la degradación fue selectiva para lignina durante los primeros qui~ 
ce días. Con el objeto de observar que sucede cuando Pleurotus ostrea 
tus se deja crecer más de quince días, en otro experimento, se dejó 
crecer la cepa 2I durante 30 días en los cuatro su,stratos. 

La temperatura 29 - 2oc se eligió con base en datos de la 
literatura (41) (42), y considerando el equipo con que se cuenta. La 
literatura reporta 28oc y se cuenta con un cuarto a 29°C que oscila -
2oc. 

La fuehte de nitrógeno y la cantidad de la misma para una 
mejor degradación. de lignina se ·encontró reportada en la literatura. 

La cantidad de agua también se encuentra ·reportada. 
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En este experimento no se controló la humedad atmosférica, -
factor que seguramente es importante pero impráctico para controlar
lo sobre todo cuando se trabaja con diez cepas a la vez y con cuatro 
sustratos lignocelulósicos diferentes. 

Los parámetros medidos antes y después de la degradación y 
las razones por las cuales se midieron dichos parámetros son: 

Se midió la cantidad de material que se pierde después de 
la degradación puesto que es importante en la evaluación de todo pro
ceso. 

Se midió el contenido de hemicelulosa del material antes y 
después de la degradación. En el material se encuentran tres posi-
bles fuentes de carbono que son: lignina, celulosa y hemicelulosa, en 
la literatura se reporta que la lignina no es una fuente suficiente de 
carbono y energía y que la hemicelulosa es más susceptible a degra
dación que la celulosa, por tanto se pensó que los primeros quince -
días Pleurotus ostreatus degrada hemicelulosa. 

Lo más adecuado hubiese sido medir holocelulosa (celulosa y -
hemicelulosa), pero no se hizo porque los métodos existentes para ha 
cerlo requieren tiempo y equipo con los cuales no se contó. 

Se midió cantidad de lignina antes y después de la degrada
ción puesto que lo que se busca es la mejor cepa degradadora de lig
nina. 

Se midió el contenido de nitrógeno total orgánico puesto que 
es una medida indirecta de crecimiento. 

Los tubos inclinados en los cuales se crecieron los inóculos -
que posteriormente se transfirieron a los matraces con sustratos sóli 
dos, se muestran en la Fig. 3G. Podemos observar que a pesar de
que todas las cepas de Pleurotus ostreatus tienen 9 días de crecimien 
to, unas presentan mayor crecimiento 21, 2II, 2IV, M17 que otras 3a, 
6a, 9a, 12a, M 1, y M 4; por lo cual la cantidad de inóculo fué difereE_ 
te entre una cepa y otra, éstas diferencias se repitieron, es decir, -
las cepas 21, 2II, 2IV y M

1 
siempre crecieron más, en agar dextro

sa y papa, que las demás c~pas. Se decidió no tratar de igualar las 
cantidades de inóculo de todas las cepas, sino igualar el tiempo de -
crecimiento en el tubo inclinado (9 días), considerando que la selección 
de la cepa debía hacerce desde el inóculo; tiene ventaja una cepa con 
la cual se logra un inóculo mayor con respecto a otra que, en el mis 
mo tiempo, se logra un inóculo menor, esto se debe a que en medio
·sólido es necesario que el- micelio este en contacto con el- sustrato P2: 
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ra que ocurra la degradación, por tanto habrá una mayor degradación -
cuando el micelio ha invadido todo el sustrato, lo cual se logra en me 
nos tiempo cuando se tiene más inóculo que cuando se tiene menos. -
Por todo lo anterior observarnos que las cepas 2I, 2II, 2IV y M1 7, -
llevan ventaja desde el inóculo sobre el resto. 

En la Tabla 2G, donde la pérdida de material se calculó (ver
apéndice, punto 4), a partir de los datos reportados en la sección de 
resultados (Tablas 7F - llF), podernos observar que las diferencias 
en pérdida de material entre las diez cepas con los cuatro sustratos, 
son pequefias; la mayor diferencia está entre la cepa 9a en rastrojo -
de maíz cuya pérdida fué de O. 14 g/ g de material y las cepas que tu
vieron de . 06 gf g de material, esta diferencia fué de O. 08 g/ g de m~ 
teria.t. También se observa que la pérdida de material para una mis 
rna cepa depende del sustrato en que se use, a su vez la pérdida de
material para un sustrato dado.depende de la cepa de Pleurotus ostreatus 
empleada. En rastrojo de maíz, a los quince días, la cepa 3a tuvo la 
menor pérdida, quizá esto se deba a que degradó menos sustrato. Y 
ya que la pérdida de material se debe a la degradación de todos ó ca
da uno de los componentes del mismo, el análisis de pérdida de ma
terial se hará considerando los factores de: degradación de lignina, -
degradación de azúcares y crecimiento en conjunto. Los datos de pé_:: 
dida de material reportados en la literatura (41), son: 

Con (NH4)2so4 corno fuente de nitrógeno y 5 gramos de paja de 
trigo corno fuente de carbono se liberan O. 075 rnl C0 2/rnin a los 8 -
1 O días de crecimiento, declinando a O. 040 rnl co2jrnin a los 36 días. 

Considerando que la fermentación dure de 8 a 10 días tenernos: 

0 . 075 rnl x 60 rnin 
rnin 1 hora 

x 24 horas -- 108 rnl/ día 
1 día 

para conocer la masa en gramos se tiene: 

n = PV 
RT 

p = 1 atrn 
R: O. 082 atrn 1/rnol °K 

PV nRT T = 301~ 
V= 0.108 1 
n = ? 

(l atrn.) (0.108 l) = 0.00437 mol 

O 082 1-atm 
mol °K 

104 

(301 °K) 



1-' 
o 
c.n 

Tabla 2G.- Pérdida de material después de crecer Pleurotus ostreatus durante 15 y 30 
días en cuatro sustratos diferentes. 

Material perdido g/ g de material Material perdido g/ g de material 
( 15 días ) ( 30 días) 

sustrato Rastrojo Paja Paja Bagacillo Rastrojo Paja Paja Bagacillo 
Cepa de de de de de de de de 

Maíz Cebada Trigo Cafia Maíz Cebada Trigo Cafia 

2! 0.09 0.06 0.06 0.06 0.19 0.20 0.17 0.13 

2II 0.08 0.06 0.06 0.06 

2IV 0.11 0.10 0.10 0.08 

3a 0.06 0.08 0.08 0.10 

6a 0.08 0.07 0.08 0.08 

9a 0.14 0.07 0.08 0.06 

12a 0.10 0.09 0.10 0.10 

M1 0.10 0.09 0.10 0.10 

M4 0.10 0.07 0.08 0.08 

M17 0.10 0.09 0.10 0.10 



P.M. CO rr----44 

masa= (n} (P.M.)= 0.00437 x 44 = 0.192 gfdía 
si la fermentación fué de diez días tendremos: 

1. 92 g de materia como co2 se pierden/5 g de paja, -
aproximadamente durante diez días. 

Este valor es mayor que el obtenido experimentalmente por no 
sotros donde la máxima pérdida se tiene con la cepa 9a en rastrojo-::: 
de maíz después de crecer 15 días, se pierden O. 7 g Tabla 2G , aún 
después de crecer P leurotus ostreatus (2!} durante 1 mes el máximo 
valor de pérdida es de l. O g en paja de cebada, Tabla 2G. 

En realidad el dato reportado en la literatura de pérdida de -
C02, no nos da una idea de qué porcentaje de material se perdió, es 
necesario transformar todo a gramos de carbono. Considerando que 
la lignina tiene un peso molecular de 2967 (dato calculado a partir de 
la Fig. 6), de este peso 1872 g son de carbono por tanto la lignina -
aporta 63.09% de carbono. 

Por otra parte, suponiendo que en los primeros diez días de 
crecimiento de Pleurotus ostreatus degrada hemicelulosa la cual está 
formada principalmente por xilanas y tomando como base tres unida-
des de xilosa, tenemos que 446 g de hemicelulosa contienen 180 g de 
carbono, es decir, la hemicelulosa aporta 40.2% de carbón. Los va 
lores de .lignina y hemicelulosa para paja de trigo, reportados experi 
mentalmente, son de 12.8% y 38. 6o/o respectivamente. -

Tomando como base 100 g de paja de trigo tenemos que: 12. 8g 
son de lignina de los cuales el 63.09% son de carbono es decir 8.075 
g de carbono; 38.6 g son de hemicelulosa los cuales contienen 40.2%
de carbón, es decir 15.51 g son de carbono; sumando todo el carbono 
nos dan 23.58 g de carbón degradables en diez días por cada lOO gra 
mos de paja de trigo, por tanto: -

100 g de paja de trig.U---------23.58 g de carbón 
5· g de paja de trig X 

X = 1.179 g de carbono aportan lignina y hemicelulosa 
/5 g de paja de trigo. 

Se reportan: 
l. 92 g de co2 como pérdida. 
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El peso molecular del eo2 es de 44; por tanto 

44 g de eo2 ------- 12gdee. 

1. 92 g de eo2 _____ _ X 

X = O. 523 g de e se pierden como eo2 

como de l. 17 9 g de e son el 1 OOo/o de e degradable a los diez días, -
0.5236 g de e son el 44.4%, es decir se pierde el 44.4% del carbón 
degradable a los diez días en la literatura. 

Llevando a cabo el mismo cálculo con nuestros resultados expe 
rimen tales, obtenemos que se pierde 16.19% del carbón total degrada-: 
ble a los diez días. 

Esta diferencia entre el dato de la literatura y el experimental 
se puede deber a una de las siguientes causas ó a todas. 

a) El valor de la presión usado para hacer los cálculos de -
pérdida de eo2 no es el real. 

b) Las condiciones de presión y humedad atmósfericas no se -
controlaron y no se sabe si estos factores influyen en la pérdida de -
material como eo2. 

e) En la literatura (41), el inóculo se controló creciéndolo en 
un medio líquido con harina de avena mientras que nuestro inóculo se 
creció en agar dextrosa y papa en medio sólido. 

d) Parte del peso del material, en nuestro experimento, lo -
aporta Pleurotus ostreatus, por tanto ese valor se debe restar lo cual 
se hará en un análisis posterior. 

Los datos de mg de azúcares reductores/ m l., obtenidos des-
pués de hacer la prueba de hemicelulosa, se encuentran en la sección 
de resultados; con el fin de obtener la mayor información posible se -
llevaron a cabo una serie de cálculos (ver apéndice, punto 5), obtenién 
dose la Tabla 3G, donde se observan los azúcares (hemicelulosa) rema 
nentes después de crecer Pleurotus ostreatus durante 15 y 30 días.La 
paja de trigo contiene O. 3 86 g de hemicelulosa/ g de paja, más que los 
demás sustratos, el sustrato que menos hemicelulosa contiene es el de 
bagacillo de caña O. 258 g/ g de bagacillo. Las cepas 9a y 6a después 
de la degradación en bagacillo de caña dieron más azúcares reductores 
que Bl testigo 0.292 g/g:de bagacillo y 0.272 gfg de bagacillo respec
tivamente, se pensó en la posibilidad de que esto se deba a que estas 
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Tabla 3G.- Azúcares (hemicelulosa) pres e~tes, antes (testigo), y después de ta degradación 
por Pleurotus ostreatus durante 15 y 30 días. 

Azúcares red. (hemicelulosa)(l5 dias) Azúcares red. (hemicelutosa)(30 dias) 
g_¿g de material g_¿g de material 

sustrato Rastrojo Paja Paja Bagacillo Rastrojo Paja Paja Bagacillo 
Cepa de de de de de de de de 

Maíz Trigo Cebada Caña Maíz Trig:o Cebada Caña 

2I 0.270 0.364 0.368 0.234 0.212 o. 240 0.206 0.194 

2II 0.282 0.356 0.270 0.236 

2IV 0.266 0.332 0.262 0.204 

3a 0.284 0.340 0.260 o. 248 

1-' 6a 
o 

0.280 0.328 0.270 0.272 
co 

9a 0.256 0.338 0.258 0.292 

12a o. 294 0.328 0.238 0.226 

Ml 0.272 0.316 0.204 0.226 

M4 0.270 0.348 0.208 0.252 

Mi7 0.270 0.316 0.204 0.236 

Tes ti 0.300 0.386 0.280 0.258 
go 



cepas agotaron la hemicelulosa del bagacillo y al hacer la hidrólisis -
ácida para medir hemicelulosa lo que se hidrolizó realmente fué celu
losa alterada, sin embargo el hecho de que estas cepas degradaran -
más azúcares que los demás nos lleva a pensar en que se perdió más 
material, y en la Tabla 2G, observamos que no fué así; por tanto es
te análisis se debe hacer conjuntamente al de degradación de .lignina y 
crecimiento. 

En rastrojo de maíz la cepa 12a dejó más azúcares que las de
más: 0.294 gfg de rastrojo; en paja de cebada la cepa 6a 0.270 gfg de 
paja y en bagacillo de caña M4 O. 25 2 g/ g de bagacillo. 

Hablando idealmente, la mejor cepa para delignificar sería aque 
lla que no degradara absolutamente nada de azúcares y degradara por 
completo toda la lignina presente en el material lignocelulósico. Esto 
no es posible ya que dada la información de la literatura, los políme
ros de lignina no sirven como sustrato de crecimiento para los hongos 
white-rot, a menos que obtenga ,una mutante, por tanto se tratará de 
escoger la cepa que menos degrade azúcares y que a su vez sea la -
que más lignina degrade. 

Con el fin de analizar los resultados obtenidos después de ha-
cer las' pruebas de lignina; se hicieron una serie de cálculos (ver -
apéndice, punto 6), los resultados de estos cálculos se encuentran en 
la Tabla 4G, donde se observa que en rastrojo de maíz los valores de 
lignina son todos mayores que el valor obtenido en el testigo. Se pen 
.só en la posibilidad de la existencia de una sustancia insoluble en eta 
no!-benceno, interceptora en la prueba de lignina, pero en realidad no 
se cuenta con bases para demostrarlo. 

En paja de cebada las cepas que más .lignina ·degradaron fueron 
2IV, de O .194 g de .lignina/ g de paja que había originalmente queda
ron O .16 g de lignina/ g de paja Tabla 4G, es decir 2IV degradó O. 034 
g de lignina/ g de paja de cebada y la 21 que dejó O .158 g de lignina/ g 
de paja, por tanto degradó 0.036 g de ligninafg de paja de cebada. 

Paja de trigo es el sustrato que menos .lignina contiene, O .128 
g de lignina/ g de paja de trigo, la cepa que más lignina degradó fué 
la 2II, dejando O. 094 g de lignina/ g de paja, es decir degradó O. 034 
g de lignina/ g de paja al igual que la mejor cepa en paja de cebada. 

En bagacillo de caña, el sustrato con más lignina de todos los 
sustratos usados en este trabajo: 0.278 g de Iigninafg de bagacillo de 
caña, la cepa que .más lignina degradó fue la M17 dejando 0.198 g de 
lignina/ g de bagacillo y ':por tanto degradando O. 08 O g de lignina/ g de 
bagacillo. Después de 30 días 1~ .lignina en rastrojo de maíz dió un 
valor de 0.116 g de lignina/ g de rastrojo. La cepa 21 al término de 
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Tabla 4G.- Lignina presente antes (testigo) y después de la degradación por Pleurotus ostrea 
tris durante 15 y 3 O días. 

Lignina gfg de material (~5 días) Lignina g/g de material (30 días) 
sustrato Rastrojo Paja Paja Bagacillo Rastrojo Paja Paja Bagacillo 

Cepa de de de de de de de de 
Maíz Cebada Trigo Caña Maíz Cebada Trigo Caña 

2I 0.158 0.166 0.096 0.242 0.116 0.128 0.082 0.212 

2II 0.160 0.168 0.094 0.254 

2IV 0.160 0.160 0.100 0.258 

3a 0.158 0.192 0.102 o. 246 

6a 0.148 0.192 0.112 0.252 

9a 0.152 0.180 0.124 0.266 

12a 0.158 0.182 0.120 0.244 

M1 0.150 0.158 0.098 o. 244 

M4 0.144 0.178 0.118 0.238 

M17 0.144 0.190 0.120 0.198 

Tes ti 0.141 0.194 0.128 0.278 
go 



1 mes degradó 0.066 g de lignina/g de paja de cebada, 0.046 g de-
lignina/ g de paja de trigo y O. 066 g de lignina/ g de bagacillo de caña. 
Los valores anteriores se obtuvieron restando a los gramos de lignina 
/ g de sustrato de los testigos los gramos de lignina/ g de sustrato ob 
tenidos después de crecer Pleurotus ostreatus durante 30 días. Lla:
ma la atención la cepa M17 que al término de 15 días degradó más -
tignina en bagacilto de caña que la cepa 2I al término de 3 O días. 
Supuestamente, el sustrato que más azúcares contiene es la paja de trigo, 
es el que debería favorecer la degradación de lignina, dados los datos 
de la literatura (36) (ver generalidades, Cuadro 5), sin importar el -
contenido de lignina. Sin embargo) en el caso de la cepa M17 en bag~ 
cillo de caña, es el sustrato que menos azúcares contiene de todos los 
sustratos y es el que más lignina contiene y én él fué donde se degra 
dó más lignina. En base a este hecho no es posible afirmar que se
están, contradiciendo -los datos reportados en la literatura, puesto que -
entran en juego otros factores como: 

a) El tipo de lignina en cuanto a monOmeros_ y tipos de enla
ce, presente en el sustrato; no se sabe qué enzimas son necesarias -
para degradar lignina y aunque se supone se trata de un sistema no -
específico es posible que dadas las diferencias estructurales de las -
ligninas una misma cepa degrade mejor un tipo de lignina que otro. 

b) La facilidad con que una cepa puede crecer en el sustrato. 

En la Tabla 5G, se muestran los resultados después de medir 
el nitrógeno orgánico después de la degradación. Después de 30 días 
de crecimiento el porcentaje de nitrógeno orgánico disminuye en todos 
los casos. No se ha encontrado explicación a este hecho que también 
en la literatura 'Se reporta(ver Fig. 13 en generalidades), como peso se
co del micelio. Probablemente la célula se autoconsume. 

Dados los resultados de este trabajo, no es posible elegir una 
cepa como la mejor delignificadora, ya que tanto la degradación de azú 
cares como de lignina dependen del sustrato en que se use la cepa. -
Por esta razón se hará la elección de una ó varias cepas para cada -
sustrato; por la dificultad que presenta el comparar todas las tablas se 
hicieron otros análisis que comprenden todos los resultados de un sus
trato en el orden conveniente para elegir la cepa: 

a) Peso del material después de crecer Pleurotus ostreatus, en 
primer lugar las cepas con las cuales hubo menos pérdida de material. 

b) Gramos de azúcares reductores/ g de sustrato (hemieelulosa), 
en primer lugar las cepas que degradan menos azúcares. 

e) Gramos de lignina/g de sustrato, en primer lugar las cepas 
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Tabla 5G.- Crecimiento de Pleurotus ostreatus en cuatro sustratos sólidos durante 
15 y 30 días. 

o/o de nitrógeno orgánico (15 días) % de nitrógeno orgánico'(30 días) 
sustrato Rastrojo Paja Paja Baga cilio Rastrojo Paja Paja Bagacillo 

Cepa de de de de de de de de 
Maíz Cebada Trigo Caña Maíz Cebada Trigo Caña 

2I 1.29 l. 87 2.32 1.17 1.12 l. 03 l. 06 0.90 

2II 0.98 l. 62 2.26 1. 07 

2IV l. 68 1.12 2.39 1.14 

3a 1.35 1.16 2.23 1.13 

6a l. 06 l. 64 2.04 1. 06 

9a l. 71 1.44 2.69 l. 04 

12a 0.85 l. 22 2.70 1.10 

M¡ 0.43 l. 64 l. 49 1.15 

M4 l. 03 0.98 2.62 l. 07 

M17 0.73 1. 60 3. 21 1.15 



que degradan más lignina. 

d) Porcentaje de nitrógeno organ1co; en primer lugar las ce-
pas que más crecieron y por tanto las que dieron mayor porcentaje de 
nitrógeno orgánico. 

Los resultados reordenados para rastrojo de maíz se presentan 
en [a Tabla 6G , donde se puede observar que las cepas M4 y M17 -
fueron las que más tignina de rastrojo de maíz degradaron, pero a su 
vez también fueron las que más hemiceluLosa degradaron, se encuentran 
en sexto lugar; La pérdida de material con estas dos cepas se encuen
tra en un valor medio de 10o/o,en un rango de 6-14%. 

Las cepas 9a y 2IV fueron las que mejor crecieron y .las que -
más hemiceLulosa degradaron pero fueron Las que menos lignina degra
daron, están en cuarto y octavo lugar respectivamente. 

Si se quiere delignificar rastrojo de maíz se recomiendan .las -
cepas M4 y M17 . 

La cepa 12a es la que menos degrada azúcares pero no es de 
.las que mejor degrada lignina, está en 5o. lugar. 

En la Tabla 6G, falta la columna de porcentaje de pérdida res
pecto a lignina, ésta no fué posible calcularla porque todos los casos 
presentaron mayor cantidad de g de lignina/ g de rastrojo que el testi
go. 

Las cepas M1 y 2IV fueron las que más Lignina de paja de ce
bada degradaron Tabla 7G; de estas dos cepas la cepa M 1 fue una de 
las que más azúcares degradó, octavo lugar. Las cepas 21 y 2II de
gradaron lignina de paja de cebada, 14. 4o/o y 13. 4o/o

1 
respectivamente y 

fueron de las que menos degradaron azúcares, segundo y primer lugar, 
respectivamente. 

La cepa 6a degrada pocos azúcares, primer lugar, pero es la 
cepa que menos lignina degrada, noveno lugar. 

Si se quiere delignificar paja de cebada con la menor pérdida -
de azúcares posible, las cepas 2I, 2II y2IV son las más apropiadas. 

Las cepas que degradaron más lignina de bagacillo de caña fue
ron la M1 7 y M4, Tabla 8G . Respecto a la degradación de azúcares, 
las cepas M 4 y M 17 quedaron en tercer y quinto lugar respectivamente. 
De estas dos cepas, la cepa M17 creció mejor en bagacillo de caña, -
segundo Lugar, que la cepa M4, sexto Lugar. Las cepas 9a y 6a fueron 
las que más azúcares degradaron y a su vez las que menos crecieron 

113 



Tillbl.a OO.- C"''"~pal!'adón de lss diez cepa!ll de Pleurotul!l o!ltreatu¡¡¡ en Z'!IStrojo de maíz. 

ni na remanente 
Orden Ce2a de material 'l'• de 

lo. :3,$ 0.94 6 Us lll.294 2 M4, 0.144 ea l. 71 
M¡7 0.144 

2o. 2II 0.92 a S a 11.21!4 5.3 61!. 0.1411 2iv 1.68 

So. Ga 0.92 

So. 12a o. 91 9 :m 0.282 6 M¡ 0.150 S a 1.35 

21 0.91 9 

4o. M¡ o.eo 10 ea 0.260 6.6 9a 0.152 21 1.29 

.. M4 o. so 10 ... ,.. 
M17 0.90 Hl 

5o. 2IV 0.89 u M¡ 0.2'1'2 9.3 Ua o.ue M4 1.03 

So. 9a 0.86 14 Hn 0.270 10.0 31!. 0.158 .tia 1.06 

M4 0,270 10.0 21 0.158 

21 0.270 10.0 ... 
7o. 2IV 0.268 u.s 2II 0.160 2II ().98 

So. !JI¡¡¡ 0.356 14.6 2IV o.uo 12a 0.85 
... 

!lo. MJ.7 0.73 

lOo. Mt 0.43 

~-~~.-.-""' 



Tabla 7G.- Comparación de lae diez cepas de Pleurotus ostreatus en paja de cebada. 

ni na remanente 
Orden de material %de 

lo. . 2! 0.94 6 !la 0.270 3.5 Ml 0.158 18.5 2! 1.87 

:m 0.94 6 2H 0.270 3.5 

2o. S a 0.93 7 21 0.268 4.2 2IV 0.160 17.5 6a 1.84 

9a 0.93 7 .M¡ 1.64 

M4 0'.93 7 

3o. 3a 0.92 8 2IV. 0.262. 6.4 21 0.186 14.4 21! 1.62 

4o • 12a 0.91 9 3a 0.260 7.1 2II 0.1611 13.4 Mn 1.60 ... ... 
"' M¡ 0.91 9 

Mn 0.91 9 

5o. 2IV 0.90 10 fllil 0 •. 258 7.8 M4 0.178. 8•2 9a 1.44 
· ... 

So. l:la 0.238 15.0 9a o.uo 7.2 ua· 1.22' . 
7o. M4 0.208 ts.'¡' 12a 0.182 6.1 S a 1.16 

So. M¡ 0.204 2'1.1 Mn 0.190 2.0 2IV 1.12 

Mn 0.204 27.1 

9o. a a 0.192 1.0 0.98 

h 0.192 1.0 



Tabla·8G.- Comparación de Las diez cepu de Pleurotus ostrea1us en bagacillo de cal'ia. 

ni na remanente 
Orden de material %de 

lo. 21 0.94 6 9a 0.292 M17 0.158 42.4 2I 1.17 

2II 0.94 6 

9a 0.94 6 

2o. 2IV 0.92 8 6a 0.272 0.238 14.4 M¡ 1.15 

S a 0.92 a Mi7 1.15 

12a 0.92 8 

M4 0.92 8 

3o. 3a . 0.90 10 M4 0.252 2.36 2X 0.24.2 12.9 2IV 1.14 

M¡ 0~00 10 

... 
M17 0.90 10 ... .. 

4o. 3a 0.248 3.8 12a 0.244 12.2 S a 1.13 
M¡ 0.244 12.2 

·5o. 2U 0.236 8.5 Sa 0.248 11.5 U ~A 1.10 
Mn 0.236 

So. 21 0.234 9.2 !la IÍ.252 9.2 M.!, 1.07 
2II 1 .• 07 

7o. 12a 0'.226 12.4 2II 0.2&4 8.6 

M¡ 0.226 12.4 

So. 2IV 0.204 20.9 2IV 0.258 7.1 6a 1.06 

9o. 9a O.:!lt;S 4.3 9a 1.04 



en bagacillo de caña Tabla 8G. La cepa M 17 se recomienda para de
lignliicar bagacillo de cana. 

Observamos que no se encuentra calculado el porcentaje de péE 
dicta de hemicelulosa para las cepas 9a y 6a, no se calcularon porque 
los valores obtenidos fueron mayores que los obtenidos en el testigo. 
Esto probablemente se dceba a que estas dos cepas modliicaron la celulo 
sa de bagacillo de caña en tal forma que, por medio de las condicio:
nes usadas en la determinación de hemicelulosa, la celulosa modifica
da se transformó en azúcares reductores dando así un valor mayor --

de D.O. que el testigo. 

Las cepas 21 y 2II degradaron más lignina de' paja de trigo que 
las demás, Tabla 9G , también fueron las cepas con las que hubo me
nos pérdida de material y menos pérdida de azúcares, aunque no fue
ron las que mejor crecieron, sexto y séptimo lugar respectivamente, 
Tabla 9G. 

La cepa que mejor crecw en paja de trigo fue la M1 7 y a su -
vez fué la que más hemícelulosa degradó, sin embargo fué de las que 
menos lignina degradaron, octavo lugar, Tabla 9G. 

En caso de querer delignificar paja de trigo se recomiendan las 
cepas 21 y 2II. 
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Tabla 9G.- Comparación de las diez cepas de Pleurotus ostreatus en paja de trigo. 

Orden de material 

lo. 2I 0.94 6 21 0.364 5.6 2II 0.94 26.5 Ml7 3.21 

2o. 2II 0.94 6 2!I 0.356 7.7 2I 0.096 25.0 12a 2.70 

3o. 3a 0~92 8 M4 0.348 9.8 Ml 0.098 23.4 9a 2.69 

6a 0.92 8 
' ., 

9a 0.92 8 

M4 0.92 8 

.. 4o. 2IV 0.90' 19 3a 0.340 11.9 2IV 0.100 21.9 M4 2.62 

l2a 0.90 10 

Ml 0.90 10 ... ... 
O> M17 0.90 10 

5o. 9a 0.338 12.4 3a 0.102 20.3 2IV 2.39 

So. 2IV 0.332 13.9 !la 0.112 12.5 2I 2.32 

7o. 6a 0.328 14.9 M4 0.118 7.8 2II 2.26 

12a 0.328 14.9 

So. Ml 0.316 18.1 l2a 0.120 6.2 3a 2.23 

M17 0.316 18.1 liJiú 0.120 6.2 

lOo. 9a 0.124 3.1 6a 2.04 

-···- .. 
''Ml~ 1.49 



IV. CRECIMJENTO DE Pleurotus ostreatus DURANTE 30 DIAS EN 
MEDIO SOLIDO CON RASTROJO DE MAIZ Y TRES CONCEN
TRACIONES DIFERENTES DE SULFATO DE AMONIO. 

En trabajos previos se ha mencionado la posible relación de la 
degradación de lignina con el metabolismo del nitrógeno (36) (3'7), por 
esta razón se decidió hacer un experimento variando las concentracio
nes de sulfato de amonio, para lo cual se eligió la cepa 2I y el ras-
trojo de maíz. 

Graficando los resultados de la Tabla llF (sección de resultados) 
se obtuvo la Gráfica fiG, donde se observa que cuando se usan solucio 
nes de sulfato de amonio al 6 y 9o/o (p/ v) la hemiceulosa es degradada 
hasta alcanzar O. 22 g/ g de rastrojo y O. 23 6 g/ g de rastrojo respecti
vamente, a las 2 semanas de crecimiento, después de este tiempo se 
obtuvieron valores más altos. 

Cuando se usó una solución al 3o/o (p/v) de sulfato de amonio el 
valor mínimo se obtuvo después de 3 semanas de crecimiento: O. 210 -
gfg de rastrojo. Este hecho nos hace pensar que cuando se tienen -
concentraciones menores de nitrógeno, P leurotus ostreatus (2I), degra 
da hemicelulosa con menor velocidad, sin embargo se observó visual-:=
mente mayor crecimiento a menor concentración de nitrógeno. Si el 
micelio es más abundante en el rastrojo donde se usó solución al 3o/o 
es ilógico pensar que P !euro tus ostreatus, en este caso, está degra-
dando menos azúcares, por tanto se supone que está consumiendo azi 
cares de celulosa con mayor rapidez que en los casos donde se usa-
ron soluciones de sulfato de amonio al 6 y 9o/o. Desafortunadamente -
no nos fué posible determinar el porcentaje de nitrógeno orgánico con 
las condiciones del método usado, ya que al hacer la determinación -
dió valores mayores de o/o de nitrógeno en las muestras donde visual
mente se observaron crecimientos bajos. Es muy probable que esto 
se deba a una diálisis insuficiente. 

En cuando a degradación de lignina, el análisis dió resultados 
más altos después de la degradación al igual que en los experimentos 
a 15 días, por lo cual no nos es posible llegar a una conclusión. 
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H. CONCLUSIONES. 



Las diez cepas de Pleurotus ostreatus crecieron en cultivo su 
mergido usando glucosa como fuente de carbono y energía, pero de--
mostraron diferencias en la eficiencia de utilización. La forma de -
crecimiento fué en pelets pero el peso seco fue variable debido a dife 
rencias en el número y tamaño de los mismos. 

Las cepas que mejor crecieron en glucosa en cultivo sumegido 
fueron las 21, 2II y 2IV, con la cepa 21 se obtuvo 20o/o de conversión. 

La velocidad específica de crecimiento para la cepa 21 fué de -
O. 0075 hr-1 (promedio de tres corridas}. 

P leurotus ostreatus presenta dificultades en su manejo metodoló 
gico y por tanto en la obtención de resultados reproducibles. 

Las cepas 2!, 2II, 2IV, 3a y 6a tuvieron menor actividad celulo 
lítica (0.105 - 0.155 mg glucosa/mi/hora}, que las cepas 12a, M1, -=
M4 y M17 (O. 250 - O. 322 mg glucosa/mi/hora), en medio líquido con 
bagacillo de caña delignificado como fuente de carbono. No fué posi-
ble medir actividad específica debido a problemas metodológicos. 

P leurotus ostreatus es capaz de degradar holocelulosa y .lignina 
de paja de trigo, paja de cebada, bagaci.llo de caña y rastrojo de maíz 
en medio sólido sin agitación. 

Las cepas 21, 2II, 2IV y M1 7 dan mejores inóculos que las ce
pas 3a, 6a, 9a, 12a, M1 y M4 en tubos inclinados de agar dextrosa 
y papa, después de 9 días de crecimiento. 

No es posible elegir una cepa como la mejor cepa degradadora 
de lignina dado que el comportamiento de las cepas depende del sustr~ 
to lignocelulósico en que se encuentren. Para los casos particulares 
de paja de trigo, paja de cebada, bagaci.llo de caña y rastrojo de maíz 
se eligieron las siguientes cepas con base en dos criterios: su capaci
dad para degradar lignina y el consumo mínimo de azúcares (hemice-
lulosa}. 

M4 y M¡7 para rastrojo de maíz. 

M4 Y M17 para bagacillo de caña. 
21 y 2II para paja de cebada. 
21 y 2II para paja de trigo. 

Las cepas para rastrojo de maíz se eligieron con los mismos -
criterios que se usaron en la elección de las cepas para los demás sus 
tratos, sin embargo no es posible afirmar con seguridad que dichas ce 
pas sean las mejores para rastrojo de maíz, dado que en todos los ca 
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sos la cantidad de lignina remanente resultó ser mayor que en el tes
tigo. 

El sulfato de amonio en concentraciones de 0.12 gf g de mate-
rial y de 0.18 gf g de material inhibe el crecimiento de Pleurotus os
treatus en medio sólido con rastrojo de maíz como fuente de carbono. 
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l. APENDICE. 



1.- D. P. 

2.- Alcali efectivo 

3.- Sulfidez 

4.- Pérdida de material 

5 . - e álculo de: 
Hemicelulosa azúca
res red gfmatraz 

Número promedio de grupos sustituyen 
tes unidos a cada unidad de glucosa eñ 
la celulosa. 

El porcentaje de sosa más la mitad del 
sulfuro de sodio expresado como óxido 
de sodio, basado en el material libre -
de humedad. 

Se define como el porcentaje encontra
do al dividir Na2S/ (NaOH - Na2S) -
Na20. 

Se calculó restando a 5 g (el peso del 
material original), el peso en gramos 
del material después de crecer Pleura
tus ostreatus y secarlo a 11 ooc. 

a) Se lee la densidad óptica obtenida -
en la curva estándar de azúcares reduc 
tores, Gráfica 1H. 
b) Una vez obtenidos los miligramos -
de azúcares reductores que se obtienen 
en la hidrólisis ácida de 1 00 mg de - -
muestra. Como se tomaron O. 5 ml de 
alícuota se tiene: 

a mg de azúcares reductores O, 5 
X --20 

lo cual nos da un factor de 40. Por -
este factor se multiplican los miligra-
mos obtenidos en la curva estándar. 
e) En este caso, como se usaron 100 
mg de muestra el valor anterior es 
equivalente al porcentaje de azúcares -
reductores. 
d) Dado el porcentaje de azúcares re
ductores se procede a calcular los gra 
mos de azúcares reductoresfg de mate 
rial después de crecer Pleurotus os--= 
treatus durante 15 días. 

b mg de azúcares reduct ores ___ l 00 mg 
de maferial 

X e mg de material 
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6 • - e álculo de: 
lignina g/ g de material 

7 • - e álculo de: 
actividad celulolítica 

8.- Determinación de 
peso seco 

AL multiplicar el porcentaje obtenido -
e 

en el punto e) por rrn:r• donde e son -
los gramos de materiál después de ere 
cer Pleurotus ostreatus durante 15 días 
se obtienen los g de azúcares reducto
res/ matraz y al dividir entre 5 se ten
drán los gramos de azúcares reducto-
res/ g de material. 

a) En este caso se usaron 200 mg de 
muestra, por tanto, para obtener los -
porcentajes: 

a mg'-----
X ------

200 mg 
100 mg 

por lo cual los pesos obtenidos se mul 
tiplicaron por el factor O. 5. 
b) Con el porcentaje de lignina se pro 
cedió a calcular los gramos de lignina 
/5 g de material 

X mg'-----
y 

100 mg 
b mg 

donde b son los gramos de material que 
quedan después de crecer Pleurotus os
treatus durante 15 días. 

a) Se lee la densidad óptica en la cur
va estándar, Fig. 2!, obteniendo así -
los mg de glucosa/mi. 
b) A cada tubo se le resta el valor ob 
tenido en el blanco. 
e) La actividad se determinó al térmi
no de una hora, por tanto se reporta en 
mg glucosa/mi/hora. 

Se hicieron experimentos a diferentes -
temperaturas y tiempos para encontrar 
las condiciones adecuadas para determi
nar el peso seco del micelio. 
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Tabla 1I.- Análisis de bagaci.Uo de caña y paja de cebada por méto
dos TAPPI. 

Bagacillo 

Componente 

Holocelulosa 
Hemicelulosa 

de 

Solubles en etanol-benceno 
Lignina 
Humedad 
Cenizas 

e a ña 

% de muestra húmeda 

59.5 
24.0 

6.74 
30.22 

2.20 
13.10 

17 aja de cebada 

Holocelulosa 
Hemicelu.losa 
Solubles en etanol-benceno 
Lignina 
Humedad 
Cenizas 
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59.5 
13.9 

3.12 
22.68 
4.56 
8.81 



Tabla 2I.- Producción de deshechos agrícolas en México. 

Producción de deshechos 
(toneladas) 

Afio Caíia de Cebada Trigo 
Azúcar 

1971 14, 721, 815 35,143 508, 984 
1972 14, 513,396 40,309 502, 907 
1973 14,787,564 51, 007 581, 143 
1974 15,074,615 32, 551 775, 224 
1975 16, 128,257 57,733 777,904 
1976 14, 123, 948 71, 399 934,997 

Los porcentajes de desperdicio de cada -
cultivo usados para calcular la producción 
de deshechos fueron los siguientes: de tri 
go 27.8o/o, de cebada 12.89o/o y de cafia de 
azúcar 45o/o. 
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