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RESUMEN:

Con los vegetales verdes empieza toda cadena alimenticia, de tal
manera que la mayorfa de sus carbohidratos son aprovechados por infini
dad de seres, como fuente de energfa. No asf sus carbohidratos estruc
turales (celulosa y hemicelulosa), a pesar de que se consideran los -
biopolfmeros mis abundantes sobre la tierra. Existen muy-pdcos orga-.
nismos capace§ de utilizarlos, bacterias y hongos principaimente.

Los rumiantes también son capaces de aprovecharlos gracias a las bacte
terias presentes en su rimen. Sin embargo todos estos organismos no
son capaces de qtilizar‘coanetanente a la celulosa y hemicelulosa, de-
bido a que se encuentran asociados en la naturaleza a un biopolfuer6
aromfitico 11amado lignina.

Se han encontrado microorganismos capaces de degradar lignina con una
eficiencia apreciable. Se han estudiado a la fecha alrededor de 25
hongos basidiomicetos 11amados de 1a pudricisn blanca, en diferentes
partes del mundo. En México, se conoce poco el tema y se tiene dese-
chos lignocelul8sicos en abundancia. Es bor eso que se consider§ de
suma importancia hacer el estudio de uno de estos hongos (Pleurotus -
ostreatus), entre otras cosas por ser comestible,y utilizar como sus-
trato rastrojo de mafz, por considerarse el esqui]mo agricola mis abun
dante en el pafs.

Durante el experimento se emplearon las siguientes‘técnicas: extrac-
cién de celulosa y hemiceluiosa; Cuantificacién de hexosas y pentosas.
Extraccién y determinacién de lignina. Para los experimentos de degra-

dacién se incubaron diferentes cepas de P.ostreatus: B8,FB, P, PQ y 8x3.




Después de hacer variaciones en 1a inoculacién, mezclado tratamiento
térmico del sustrato y contenido de ox{geno en el medio se selecciona-
ron ias.condiciones que resultaron mejores.

La mejor cepa resultd ser la 8x3, la cual degrads 65.43% de lignina.
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1. NATURALEZA E IMPORTANCIA DE LOS MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

Durante 1a fotosfntesis, 1a energfa de 1a radiacién solar es fijada
por medio de la clorofi{a para sintetizar con el biéxido de carbono y el
agua los tejidos vegetales. E1 hombre controla parte de este desarrollo
vegetal realizando dos actividades: 1la agricola y la forestal. Con es-
tas se obtienen infinidad de productos junto con una cantidad apreciable
de desechos. Estas cantidades son pequefias en comparacidn con la bioﬁa-
sa vegetal sintetizada sobre l1a totalidad de la superficie terrestre. -
La biomasa vegetal repreéenta por lo tinto un importante recurso renova-
ble que es producido regularmente en forma abundante en la naturaleza.
Por ejemplo de acuerdo a l1a tabla 1.1, en México la produccién anual de
los principales residuos lgrféolas (Promedio de 1972 a 1976) fue de --
128.152.068'toneladls (De 1a Torre 1981) y la cantidad de maferial sus-
. ceptible de ser utilizado en 1978 fue de 24,980,265 foneladas (Direccidn
General de Aprovechamientos Forrajeros) (tabla 1.2). A nivei mundial la -
produccidn de pajas de cereales en ]977 fue de 2,325.millones de tonela
das, mientras que la produccién de granos fue solamente de 1,351 millones
de toneladas (Chang,1980) (tabla 1.3). la utiljzaci@n integral de recur-
sos tan valiososreviste suma importancia, sobre todo en vista del gran
nimero de usos potenciales de los materiales lignoceluldsicos en varios
sectores. industriales, como el atimenticio, farmacéutico,cosméticos y
construccidn entre otros. No obsiante.en_la actualidad unicamente una
fraccidn muy pequefia de estos materiales lignoceluldsicos es utilizada

principalmente por las industrias del papel y de 1a construccién. La -
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TABLA I.1 PRODUCCION ANUAL DE LOS PRINCIPALES RESIDUOS
AGRICOLAS (Promedio de 1972 a 1976

(De la Torre 1981)

Cultivo Produscifn Adusl

Toneladas 2z
Mafz (rastrojo y olote) 103,623,675 80.28
Sorgo (rastrojo) 12,488,040 9.67
Cadia de Asticsr (bagazo) 8,396,646 6.50
Trigo (paja) 2,519,361 1.95
Frijol (paja) 617,819 0.48
Arroz Palay (cascarilla y 506,527 0.39
Paja) '




TABLA I.2 PRODUCCION NACIONAL DE ESQUILMOS AGRICOLAS EN 1978

(Direccifn General de Aprovechamientos Forrajeros, 1978)

PRODUCCION
ESQUILMO AGRICOLA (TON)
RASTROJO DE MAIZ 16,613,532
PATA DE SORGO 2,492,874
PAJA DE TRIGO 1,723,670
PAJA DE FRIJOL 1,320,716
PUNTA DE CARA DE AZUCAR 1,205,557
CASCARILLA Y SALVADO DE TRIGO 750,172
'PAJA DE CEBADA 534,746
PAJA DE AVENA 131,321
FRUTAS Y HORTALIZAS NO COMERCIALES 79,855
CASCARILLA DE ARROZ 59,309
PAJA DE CACAHUATE 43,3719
PAJA DE GARBANZO 25,134
TOTAL 24.280,263




PABLA I.3 PRODUCCION MUNDIAL DE CEREALES Y SUS PAJAS EN 1977

(FAO Production Year Book 1977)

CEREAL

GRANOS PAJA
(MILLONES DE TON FACTOR DE (MILLONES DE.TON
METRICAS) CONVERSION _METRICASX
.
TRIGO 387 1.8 697
ARROZ 366 1.0 366
MATZ 350 2.4 840
OTROS CEREALES 248 1.7 420
TOTAL dusl Zad2i




utilizacidn tan raquftica de estos materiales ha sido consecuencia de -
varios tipos de factores. Uno de los obst&culos de mayor importadbia -
son las caracterfsticas fisicas y quimicas de los materiales lignocelu-
16sicos. Por ello inicialmente se presentard una descripcién de las es
tructuras fisicas y quimicas de las lignocelulosas y de sus componentes,

para posteriormente discutir las potencialidades de su utilizacién.

2. ESTRUCTURAS FISICAS Y QUIMICAS DEL MATERIAL LIGNOCELULQSICO Y DE SuS
COMPONENTES.

El material lignoceluldsico estd constituido por: celulosa, hemice-
lulosa y lignina y es el principal componente estructural de la pared
celular de las plantas. La celulosa est§ presente de un 40 a un 60%, la
hemicelulosa de un 15 a un 50% y la lignina de un 10 a un 30% (Dekker y
Lindner, 1979), dependiendo del tipo de vegetal, del tejido y edad del
- mismo.

Una pared celular tipica de un tejido vegetal est§ constituida por una
laminilla media, una pared primaria.y una pared secundaria. Esta dlti-
ma estd compuesta a su vez por tres capas la Sl' S2 y S3 (Cowling,
1961). Por 1o general la capa S2 es la de mayor espesor comparada con
las otras dos capas (51 y 53). con la pared primaria y con la laminilla
media (figura 1.1). En la laminilla media se encuentra casi toda la -
lignina y la proporcion de ésta va disminuyendo conforme se acerca al

1imen. La pared secundaria contiene muy poca lignina y més bien estd
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media (LM); Pared primaria (P) y Pared secundaria
constitufda por capa exterior (Sl), capa central (s
y capa interior (53).

(Cowling, 1961)

Figura I.] Pared celular tfpica de tejido vegetal con laminilla

2)




constituida por carbohidratos. En cada capa de la pared secundaria, la

celulosa y cantidades minimas de otros constituyentes estan agregados -
en estructuras longitudinales 1lamadas microfibrillas. Dentro de cada
microfibrilla, las moléculas lineales de celulosa estdn unidas lateral-
mente por puentes de hidrégeno y por fuerzas de Van der Waals (Cowling,
1961) . Las moléculas de celulosa se encuentran asociadas con diferen-
tes grados de ordenacién, cuando las moléculas se encuentran altamente
ordenadas, las regiones correspondientes se ‘conocen como cristalinas,
mientras que las regiones con menor grado de ordenacion son 1lamadas a-
morfas (figura 1.2). Dentro de 1a pared secundaria, la lignina estd -
concentrada en los espacios localizados entre las microfibrillas y en
las regiones amorfas entre cristales de celulosa. Se sugiere que la a-
'sociacion de 1a celulosa con la lignina es en gran parte fisica for-
mando un sistema de entrecruzamiento de polimeros (Cowling, 1961) . A
esta fntima asociacién fisica se le ha considerado 18 responsable de la
resistencia de este material a la degradacion biolfgica. En las regio-
nes amorfas entre cristales de celulosa se encuentra también hemicelu-
losa, minerales y otros materiales como: grasas, ceras, aceites esen-

ciales, taninos, resinas, carbohidratos solubles y proteinas.

2.1 CELULOSA

Estructuralmente (figura 1.3) la celulosa es un polisacdrido de alto

peso molecular, formado de unidades de D-glucosa con uniones l.d-,g—glu-
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Figura 1.2

Espacios
interfibrilares

1 114
Regiones ﬂ l
amorfas

icrofi brilds ° ‘
Regiones
cristalinas l
S S
A B

(A) Microfibrillas que comaponen las capas de la pared secundaria

(B) Microfibrillas mostrsndo las moléculas de celulosa asociadas en dife-
rentes grados de ordenacidn

(Cowling, 1961)
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Figura I.3:

Estructura quimica de la celulosa




cosidicas (Devoré y Mufioz, 1975). Se ha demostrado que las unidades de
glucosa en estas cadenas adoptan una conformacién de silla en donde los
grupos hidroxilo ocupan una posicion ecuatorial estable.

Las cadenas de celulosa no son ramificadas y por lo tanto 1a molécula es
alargada y plana. Qufmicamente se puede diferenciar tres tipos de celu-
losas: 1a alfa-celulosa, 12 beta-celulosa y la delta-celulosa. Lla al-
fa-celulosa es la porcién insoluble después de un tratamientocon solu-
cidn acuosa de hidréxido de sodio a1 17.5%. Al neutralizar la fraccién
acuosa alcalina, precipita 1a beta-celulosa,quedando en solucibn 1a del-
ta-celulosa. La celulosa natural estd constituida casi enteramente por
alfa-celulosa (Browning y Dekker, 1977). La alfa-celulosa tiene un gra-

do de polimerizacidn de 200 a 300 unidades de glucosa.

2.2 HEMICELULOSA

Segun su composicion quimica, se reconocen cuatro tipos de estructu-
ras: xilanos, beta-mananos, galactanos y L-arabinanos. Los constitu-
yentes principales de 1a hemicelulosa en los residuos lignocelulédsicos
son los xilanos (figura 1.4) , tales como los 4-o-metilglucuronoxilanos
y los arabino-4-o-metilglucuronoxilaros y los beta-mananos, tales como

gluco y galacto-glucomananos (Dekker y Lindner, 1979).
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.;cetil
“B-D-Xyp- (14)-B-D-Xyp- (1+4)-B-D-Yyp- (144)-B-D-Yyp-
-2

T 1T
1 1
4-o0-metil-«-D-GlpA 4-0-metil-«-D-GlpA

1.- o-acetil-4-o-metilglucuronoxilano (madera dura)

o -L-Araf
1
3
-B-D-Xyp-(1+4) -B-D-Xyp-(1+4) -ﬂ-}yp- (1+4) -B-D-Xyp-
T )
o -L-Araf 4-o-metil-«- D-GlpA

11.- Arabino-4-o-metilglucuronoxilano.
m‘m.

-)-D-Glp-(1*4)fp-D-56hrm-(194)-}-0-%-(1,4) -B-D-Manp-

T 1
1 Acetil
« -D-Galp

111.- o-acetil-galactoglucomanano (madera suave)

B-D-Manb+ (144)-B-D-Glp~ (124)-B-D-Glp_(1+4) -B-D-Manp-

V.-  Glucomanano ra dura

-glucopiranosil
-« .r.bimf‘ms i@ .
Xyp.-xilopiranbsido
Manp . -manopiranfsido

Galp. -galactopiranfsido. Glp.-glucopiranfsido.
Glpx. urénido

Fig. 1.4 Estructuras de las principales hemicelulosas en los resi-
duos lignocelulésicos. (Dekker y Lindner, 1979)
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2.3 LIGNINA

Se considera a la lignina como un material incrustante ya qué éste
es el Gltimo componente que se sintetiza en el tejido vegetal, aumentan-
do su produccién conforme la planta envejece.

La lignina es un polimero estructural de las plantas vasculares, formada
de unidades de fenil propano. Proporciona a las plantas rigidez y unidn
entre sus células, ademis de disminuir la permeabilidad al agua a través
de las paredes celulares y proteger a las células de invasiones por mi-
croorganismos (Sarkanen y Ludwig, 1971). Segln la definicidn de Sarka-
nen y Ludwig, la lignina es un polimero natural formado a través de una
polimerizacidn de tres precursores primarios; alcohol-trans-para-cumiri
co; alcohol trans-coniferflico y alcohol-trans-sindpico (figura 1.5).
La forma trans-coniferflica es 1a que predomina casi siempre en la es-
tructura de 1a lignina, alrededor de un 80% y las otras dos formas varfan
en porcentajes segin el tipo de material del que provenga la lignina.

En 1a formacidn del polimero de lignina se distinguen dos etapas, una-
enzimitica y una quimica. En la primera ocurre una deshidrogenacién por
1a accidn de fenol oxidasas ()acasa y principalmente peroxidasa), pro-
duciendose radicales 1ibres, estos radicales se encuentran en varias for
mas resonantes, polimerizan aleatoriamente sin intervencién enzimitica
alguna. Consecuentemente la molécula de lignina presenta una estructu-
ra ramificada irregular. (Ander y Eriksson, 1978). (Fig. 1.6)

Con el fin de tener un mayor conocimiento sobre su estructura, los dife-

rentes tipos de uniones entre unidades de fenilpropano han sido cuanti-
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H,OH H,0H
? K
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(1) (1)

Figura 1.5 MonSmeros de la lignina
(I) alcohol p-cumfrico
(1I) alcohol trans coniferflico

(I1I) alcohol trans sinfpico
(Ander y Eriksson, 1978)
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H,OH "
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" . ) o o

Figura 1.6 Formacifn del radical libre y estructura de resonancia en el alcohol
coniferflico
(Ander y Eriksson, 1978)




ficadas en diferentes tipos de ligninas. De esta forma ha sido posible
construir una férmula esquemdtica para cada una de estas ligninas, donde
se representan cuantitativamente los enlaces encontrados entre mondmeros.
Asi Freudenberg en 1968, encontrd una formula esquemitica para la ligni-
na del abeto (Kirk, 1971), al igual que Harkin, Taylor y Battersby en
1967 (Dekker, 1967) y Adler y Tidskr en 1968 (Ander y Eriksson, 1978).
Glasser, y Nimz en 1976, determinaron una estructura modelo para la lig-
nina de madera suave (Hall, 1980), en donde se representan 94 mondmeros
de fenil propano con una gran variedad de tipos de enlaces, incluyendo
posibles uniones con carbohidratos.

La férmula esquemitica para la lignina de abeto encontrada por Adler,
contiene solo 16 unidades (figura 1.7). Segin Kirk (1971), los tres
tipos de uniones mis importantes, por su abundancia en l1a molécula de
lignina son:

1) Arilglicerol-beta-arileter. Como se observa en la figura 1.7 entre
los monémeros 1y 2, 2y 6, 7y 8,9y 10, 10 y 11.

2) Difenil-cumarona. Entre los mondmeros 6 y 7.

3) Bifenflica. Entre los mondmeros 8 y 9, 14 y 16.

Existen otros tipos de uniones de menor importancia como:

4) Diaril-§ter. Entre los mondmeros 14 y 15.

5) Bencil-éter. Entre los mondmeros 3 y 6.

6) Pino-resindlica. Entre los monSmeros 13 y 14.

También se ha tratado de determinar el peso molecular de la lignina.
Segin Kirk y Chang (1974), 1a lignina de sbeto tiene un peso molecular
de 638.

16
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Figura 1.7: FSrmula esquemftica para la lignina de abeto -segiin Adler
(Ander y Eriksson, 1978)




‘Como conclusidn: la celulosa junto con la hemicelulosa son Yos compo-
nentes mds abundantes en los materiales lignocelulosicos. A la celulosa
se le considera inclusive como el material renovable mds abundante en la
bidsfera (Dekker y Lindner, 1979). Tanto 1a celulosa como la hemicelu-
losa, representan una enorme fuente potencial de energfa. Potencial -
debido a las dificultades de 1a implementacion de un proceso quimico o
biol6gico que los haga disponibles. Esto se debe a la incapacidad que
tiénen las enzimas para degradar dichos carbohidratos en la presencia de
lignina, ya que ésta los protege al estar situada en la laminilla media
de la pared celular o incrustada en la molécula de celulosa. E1 proble-
ma no existirfa si 1a lignina fuera ficil de degradar pero, su estruc-
tura complicada e irregular hace que solo un grupo muy reducido de orga-
nismos sea capaz de atacarla, por 1o general de una manera extremadamen-
te lenta. En la naturaleza la lignina es convertida a huuus‘porvlaA
accidn q¢ estos microorganismos scbre el tejido muerto de los vegeta-

les a 1o largo de varios afos.
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3. UTILIZAGION REAL Y POTENCIAL DE LOS MATERIALES LIGNOCELULOSICOS.

Son pocos los usos reales que se le han dado al material lignocelue
16sico de desecho (aserrin de maderas y esquilmos agricolas). Genersl-
mente se emplean como combustibles, también se comprimen dbteniendose
plneles, etc., en menor escala se obtienen algunos productos quimicos,
tal es el caso del furfural a partir del olote de nlfz‘y del bagazo de
cafia (Kent, 1971).

Por otro lado se han hecho infinidad de estudios para ampliar su uti-
1izacién deficiente. Se ha tratado de obtener protefna unicelular -
(microbiana) creciendo microorganismos celu]q]fticos sobre estos materia
les, sin tenerse resultados satisfactorios debido principalmente a -
1a presencia de lignina. De 200 microorganismos entre hongos, bacte-
rias y levaduras, solo 38 crecieron en medio 1fquido de corteza de Pi-
nus radiata (Updegraffa y Grant, 1975). Aspergillus fumigatus posee
una protefna-de alta calidad y a pesar de ser celulolftico no logra -
crecer en material lignocelulfsico sino unicamente en celulosa pura
(Rogers y col, 1972). El volimen de desperdicios celulsicos serfa su-
ficiente para cubrir las necesidades alimenticias del mundo por medio

de bjoconversidn microbiana ya que 1a celulosa es un recurso renovable.
Desafortunadamente a pesar de que existen tanto microorganismos meséfi-
los como termifilos capaces de utilizar la celulosa, la lignina les
obstaculiza su empleo en los materiales TignocelulSsicos (Bellamy, 1974).
También se han tratado de emplear procesos de bioconversidn directamente
sobre estos residuos lignocelulésicos para obtener: azlcares, solven -

tes orgénicos, alcohol, etc. Sin tenerse resultados satisfactorios de-
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bido a la presencia de lignina en ellos (Ander y Eriksson, 1978).

Tanto la celulosa como 1a hemicelulosa son una fuente potencial de ener-
gfa para los rumiantes (Hartley, Edwin y King, 1974). En ocasiones, so-
bre todo durante el invierno, se alimenta a los rumiantes con esquflimos
agricclas por falta de otra fuente, considerandoseles forrajes de mala
calidad por la baja digestibilidad que éstos presentan. Al respecto se'
han hecho infinidad de estudios. En la alimentacidn de boﬁregos con ba-
gazo de Henequén (Sanginés y C01,1976), se obtuvieron buenos resultados
unicamente con una suplementacién de melaza y una fuente de protefna.
Actualmente en México se planea mezclar esquilmos agrfcolas con melaza
y darlo como alimento a los rumiantes (SARH, 1980). Se ha tratado tam-

bién de usar el aserrin de pino (Pinus ponderosa) como sustituto de ras-

trojo en raciones para ganado de engorda (S&nchez, 1976) donde se obser-
v6 que es factible utilizarlo hasta en un 25% del consumo diario de ma-
teria seca. Con niveles mayores es necesario afiadir otra fuente de ener
. gfa en forma de granos y melazas. Sin embargo 1a utilizacién de materia
les lignocelulosicos de desecho como alimento para rumiante; serfa muy
conveniente ya que 1os costos de alimentacidn representan un 70% en pro-
medio de los costos de produccién en 1a ganaderfa (SARH, 1980).

Para poder utilizar los esquilmos agrfcolas en. la alimentacidn de los -
rumiantes es necesario aumentar su digestibilidad. Para esto se debe
disminuir su contenido de lignina pues se ha demostrado (Kirk y Moore,
1972) qué existe una relacifn inversa entre el contenido de lignina y
la digestibilidad (figura 1.8).

En conclusibn: Si se quiere utilizar extensivamente el material ligno-

celulésico de desecho, es necesario disminuir el contenido de 1ignina
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«t @1 y de esta forma hacer mas accesibles los carbohidratos.

4. PRETRATAMIENTOS DE LA LIGNOCELULOSA PARA AUMENTAR SU BIOUTILIZACION

Se ha tratado de aumentar 1a disponibilidad de l1a celulosa al ataque
enzimidtico por diferentes tipos de tratamientos a los materiales ligno-
celuldsicos. Se han utilizado tanto tratamientos fisicos como quimicos

y microbioldogicos con diferentes resultados.
4.1 PROCESOS FISICOS.

Entre los utilizados se encuentran: la molienda; radiacibn ionizan
te de alta energfa; calentamiento con vapor y calentamiento a altas pre

siones.

Molienda

Se ha pensado que al reducir el tamafo de partfcula, aumenta el drea
superficial de contacto con los sistemas. enzimiticos que participan en
la degradacién de la lignocelulosa. Experimentalmente, se ha observa-
do que al disminuir el tamafio de partfcula del bagazo de caha (Han y Ca-
11ihan, 1974) el crecimiento de bacterias cefulolificas registra tan so-
lo un ligero incremento. Con papel de computadora (el cual no contiene
lignina) se observd asf mismo un ligero incremento en el crecimiento al

disminuir el tamafo de partfcula (Tabla 1.4). Se puede concluir por lo
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TABLA I.4 EFECTO DEL TAMANO DE PARTICULA SOBRE EL CRECIMIENTO

DE MICROORGANISMOS

MUESTRA CRECIMIENTO CELULAR
(UNIDADES KLETT)

PERDIDA DEL
SUSTRATO
(2 DEL INICIAL)

BAGAZO DE CARA

MALLA 28 850
MALLA 28-60 850
MALLA 60 1,080

27
28
35
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tanto que el tamafio de particula tiene una influencia minima sobre el -
crecimiento de bacterias celuloliticas, tanto en material 1ignoceluldsi-
co como celulésico.

Por otro 1ado empleando un molino de bolas vibratorio se observd un au-
mento en la digestibilidad in vitro de maderas duras al disminuir el ta-
mafio de partfcula (Millet y col., 1970). La digestibilidad aumentd al
incrementarse el tiempo de molido. Sin embargo con mds de 30 min. de mo
lienda los incrementos en la digestibilidad son generalmente ya muy pe-
quefios. Al moler aliso rojo, nogal americano, encino rojo, &lamo y eu-
calipto, su digestibilidad mejora en todos los casos por mds de 18% -
(figura 1.9). Las maderas suaves responden menos al molido; de cinco
maderas analizadas, se obtuvo un maximo de digestibilidad del 18% al mo-
leralas por 120 min. (Millet~ y col., 1970).

En general el molido es un tratamiento costoso debido a que la baja den-
sidad del material lignocelulfsico ocasiona que los volimenes a procesar
sean considerables. Ademds de que éste tratamiento da buenos resultados

unicamente con maderas duras.

Radiacifn lonizante de Alta Energfa.

Se ha demostrado que la digestibilidad de ciertas maderas se puede
incrementar por medio de radiacién ionizante de alta energfa. As{ fue
posible aumentar la digestibilidad del &lamov(madera dura) de 55 a 78%,.
mientras que con el abeto (madera suave), solo se logrd mejorar la di-
gestibilidad de 3 a 14% con el mismo tratamiento (Millet y col., 1970)

(Tabla 1.5). La radiacin-rompe las moléculas de polisaciridos sin em
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EFECTO DE LA RADIACION IONIZANTE SOBRE LA DIGESTIBILIDAD
DE MATERIA SECA DE ALAMO Y ABETO

(Millet y Col., 1970)

'DOSIS DE RADIACION X DIGESTIBILIDAD (b)
(rep) (a) ALAMO ABETO
o 55 3
106 52 3
107 59 s
5 x 107 70 8
108 78 14

(a) Equivalente Ffsica Roentgen
(b) Digestibilidad in vitto con 1fquido ruminal
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pargo las désis tan altas son evidentemente caras como para aplicarlas

a nivel industrial (Millet, Baker y Satter, 1975).

Calentamiento con Vapor.

Un tratamiento térmico con vapor podria resultar en un hinchamiento
de las fibras lignoceluldsicas y eventualmente una mayor susceptibilidad
al ataque microbiano. E1 tratamiento de paja de arroz con vapor por 4
horas a 160°C, ocasiond un aumento en la digestibilidad de éste material
de 29.4% a 61.5% (medida como solventes totales producidos después de
incubar el material con celulasas y proteasas). El tratamiento permi-
ti6 también que.se obtuviera un :recimiento mayor de bacterias celulo-
11ticas (Cellulomonas sp. y Alcaligenes faecalis) (Han y Callihan, -
1974).

La paja de trigo tratada 1 hora a 160°C mejora su digestibilidad in vi-
tro de 36.4% a 50.3% (Bender; Heaney y Bowden, 1970). No obstante, en
otros experimentos no se han reportado resultados tan optimistas. El
tratamiento del! aserrin de diferentes maderas por 2 horas a 180°C aumen-

té su digestibjlidad por solo 7 unidades (Hartley y col, 1974).

Calentamiento a Altas Presjones.

Es de esperarse que un tratamiento témico.a altas presiones es aun
mis dréstico que un simple calentamiento con vapor y consecuentemente
las fibras de lignocelulosa pueden sufrir cambios mis enérgicos. Sin
embargo se ha observado que un tratamiento térmico a altas presiones no
mejora la digestibilidad, sino que al contrario #ste disninuye. (Tabla

1.6),
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TABLA 1.6 EFECTO DEL CALENTAMIENTO A ALTAS PRESIONES CON DIFERENTES

SUSTRATOS SOBRE EL CRECIMIENTO DE CELLULOMONAS SP. Y

ALCALIGENES FAECALIS

(Ban y Calihan, 1974)

SUSTRATO

TRATAMIENTO PRODUCCION DE CELULAS
{(wg Protefna/ml)
PAJA DE ARROZ CONTROL 0.44
400 peig/30 seg. 0.3
400 psig/S0 seg. 0.25
400 psig/90 seg. 0.42
WO DE CARA CONTROL 0.54
400 psig/60 seg. 0.46
500 psig/60 seg. 0.35
500 psig/60 seg. 0.55\
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cuantificada con el crecimiento de Cellulomonas sp. y Alcaligenes

faecalis en suspensiones del material tratado (Han y Callihan, 1974).

4.2 PROCESOS QUIMICOS
Los principales tratamientos que se han estudiado para aumentar la
digestibilidad de los materiales lignoceluldsicos han hecho uso de agen-

tes alcalinos, &cidos y oxidantes.

Tratamiento Alcalino

La finalidad del tratamiento alcalino es disolver la lignina y 10}
principales agentes que se han usado son: hidréxido de sodio, hidréxi-
do de amdnio, hidréxido de potasio, amonfaco, carbonato de sodio, hidrd-
xido de calcio y sulfato de sodio.

Han y Callihan (1974) observaron un efecto positivo sobre elwtrataniento
de bagazo de cafia con hidréxido de sodio (entre 0.5 a 10% de hidréxido
de sodio por peso de bagazo seco) (figura }.10). E1 tratamiento por dos
horas con hidréxido de sodio, no resultd en un desarrollo de microorga-
nismos mayor del ya obtenido con solo cinco minutos de tratamiento. Al
tratar bagazo de cafa con hidrxido de sodio de 0.5 a 10% por 10 min.,
se obserQa que el contenido de lignin;. en la mayorfade los casos aumen-
ta. A pesar de ello se observd un aumento en 1a digestibilidad medida
con el crecimiento de bacterias celulolifticas. Han sugiere que el aumen

to de digestibilidad se debe a cambios en la estructura de las fibras
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celuldsicas que permiten un aumento en la digestibilidad de 40 a 60%.
‘Otra posibilidad serfa que la lignina hubiera sufrido una ruptura par;
cial que resultara en un aumento en su solubilidad.

Se han observado diferentes resultados con los diferentes agentes alca-
linos. E1 amonfaco da resultados menos satisfactorios que el hidréxido
de sodio (tabla 1.7) en el tratamiento de paja de arroz (Han y Callihan,
1974). E1 hidréxido de potasio en una concentracién del 15% incrementa
la digestibilidad in vitro de la paja de trigo hasta 61%. seguido por el
hidréxido de sodio (60%) e hidrdéxido de calcio (56%) (S&nchez, 1976).

Un tratamiento de paja de cebada con hidroxido de sodio al 4% (v/v) me-
Jora su digestibilidad de 36.7% a 57.5%. Tratada 24 horas a 23°C y con
una concentracién de 8% (v/v) mejora hasta 76.3% en las mismas condicio:
nes. Con estos tratamientos los solubles en agua aumentan, los constitu-
yentes de la pared celular disminuyen ligeramente, al igual que el con-

tenido de lignina y la celulosa se mantiene constante

Del tratamiento alcalino se puede resumir:

a) Es un tratamiento eficiente sobre todo para esquilmos agricolas, pe-
ro no barato (Hartley y col., 1974).

b) éi el tratamiento es muy drastico, algo de lignina y sobre todo de

" hemicelulosa se disuelven, con una consecuente pérdida en la materia.

c) El material tiene que ser neutralizado y lavado, causando tambiéb
pérdidas.

d) Un tratamiento con amonfaco o hidroxido de amonio, hace que el por-

centaje de nitrdgeno aumente en el material tratado.

k)




TABLA 1.7 EFECTO DEL TRATAMIENTO QUIMICO SOBRE LA DIGESTIBILIDAD
DE LA PAJA DE ARROZ

(Han y Callihan, 1974)

TRATAMIENTO TSAE CRECIMIENTO
z (a) MICROBIANO (b)

CONTROL 29.4 0.60

3% NHy, 130°C, 4 hs, 60.0 -

5.2% NH3,TA,30 dfas 57.0 1.11

2% NaOH, 160°C, 10 ‘min. 54.4 0.92

4% NaOH, 100°C, 15 min. 73.0 1.76

4% NaOH, 100°C, 60 min. 78.0 1.62

4% NaOH, 150°C, 50 min. 76.0 1.38

TA Temperatura ambiente
(a) Solubles totales después del tratamiento con celulasas y proteasas

(b) Cantidad de protefna (mg/ml) producciSn en ¢l cultivo de
Cellulomonas sp. y Alcaligenes Faecalis
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e) Se han observado anormalidades fisioldogicas muy frecuentes en anima-
les alimentados con forrajes tratados a base de hidrdxidos (Sanchez,

1976).

Tratamiento &cido.

Se han tratado residuos lignoceluldsicos con acido sulfirico, &cido
nitrico, &ido clorhidrico y acido acético principalmente, con no muy -
buenos resultados., Esto se debe a que el dcido solubiliza las partes de
los carbohidratos mds faciles de digerir, posiblemente las regiones amor
fas, dejando una mayor proporcion de lignina y de regiones cristalinas.
E1 tratamiento de la paja de arroz con los &cidos antes mencionados a
130°C por 4 horas resulta en una disminucion del crecimiento de Cellulo-

monas sp. con Alcaligenes faecalis (Han y Callihan, 1974).

Por otro lado se han tratado de aplicar procesos quimicos semejantes a
los empleados en la produccion del papel, donde a 1a vez se aplican
tratamientos alcalinos y &cidos. Actuaimente se tiene en estudio una
técnica de reaccién para l1a produccion de celulosa y lignina (Bartolo-
mé, 1980) donde, se emplean temperaturas entre 60 y 70°C a presion am-
biental y se reporta la posibilidad de emplear todo tipo de material -
lignocelulésico, desde maderas suaves y duras hasta esquilmos agricolas.
Sin embargo esta técnica de reaccidn sigue siendo caira para obtener. ce-
lulosa y lignina puras y mids ain todos los productos que de ellas se pue

de derivar.
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fratamiento con agentes oxidantes.

Por la estructura alcohol polihidrica de la celulosa, ésta puede -
reaccionar con agentes oxjdantes y de ésta forma cambiar su estructura.
Se ha observado que con 1a mayoria de los agentes oxidantes, la reac-
cion ocurre unicamente en las regiones amorfas.

Usando cloro gaseoso, hipoclorito de calcio, hipoclorito de sodio y clo-
rato de potasio se encontrd que bajo condiciones anaerdbicas, el hipoclo
rito de calcio auments la digestibilidad de 1a ciscara de cacahuate de
25 a 40%. El1 clorito de sodio redujo el contenido de lignina en un -
40.50%, el hipoclorito de sodio y los cloruros organicos redujeron a 85%
los componentes de la pared celular. (Sdnchez, 1976).

Sin embargo, resultados menos satisfactorios se han obtenido al tratar
bagazo de cafa con diferentes agentes oxidantes, como hipoclorito de so-
dio; bromato de potasio, permanganato de potasio, tiosulfato de potasio,
yodato de potasio y clorato de potasio. £l tratamiento no resulté en un
aumento en el crecimiento de bacterias celuloliticas sobre el bagazo -
(Han y Callihan, 1974).

4.3 PROCESOS ENZIMATICOS.

Un tratamiento enzimidtico sobre el material lignoceluldsico es muy
conveniente ya que el proceso se simplifica y el rendimiento se mejora.
De las enzimas que intervienen en la degradacién del material lignocelu-

18sico, las celulasas han sido las mis estudiadas. La conversibn enzi-

aftica de 1a celulosa es catalizada por un sistema multienzimbtico
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(Sternberg, Vijayakumar y Reese, 1977). En la Tabla 1.8 se indican las
tres enzimas principales que participan en este proceso.

Las enzimas que hidrolizan a 1a hemicelulosa se clasifican de acuerdo
a la especificidad hacia el sustrato. Enzimas que degradan xilanos in-
cluyen las (1 -4)-beta-xilanasas, -beta-0-xilosidasas, -alfa-L-arabino-
sidasas y alfa-D-glucuronidasas. E1 complejo enziméitico capaz de de -
gradar los mananos de la pared celular de lgs vegetales incluye (1,4)-
D-mananasas, -D-manosidasa, -D-glucosidasas y -D-galactosidasas. Las
hemicelulasas son enzimas constitutivas, generalmente producidas por or-
ganismos celuloliticos que crecen sobre material celuldsico. Su s{nie-.
sis se puede reprimir sobre sustratos hemiceluldsicos. En contraste,
las celulasas son enzimas inducibles sintetizadas sobre sustratos como:
celulosa, celobinsa, lactosa, etc., pero son fuertemente inhidbidas por

glucosa (pekker y Lindner, 1979).

Trichoderma viride es el organismo mds estudiado para la}producciGn

de celulasas, de tal forma que es posible obtener estas enzimas a nivel
industrial con buenos rendimientos. Sin embargo cuando el sustrato es
un material lignoceluldsico, se ha observado que 1a lignina impide de
alguna manera que estas enzimas actuen (figqura 1.8)

La forma en que 1a lignina es degradada no se conoce con certeza y solo

se han hecho postulados. Esto se describird posteriormente (4.5)
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Tabla 1.8 ENZIMAS QUE PARTICIPAN EN LA.DEGRADACION DE CELULOSA

ENZIMAS

ENDO - - 1, 4- GLUCANASA 0
(>- 1,4- GLUCAN GLUCANOHIDROLOSA

EX0 -(3-1, 4- .GLUCANASA 0
(- 1, 4- GLUCAN CELUBIOHIDROLASA

CELOBIOSA 0 ¢5? GLUCOSIDASA
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4.4 PROCESOS MICROBIOLOGICOS

La degradacién del material lignoceluldsico ocurre en la naturaleza
con diferentes cinéticas. La celulosa y hemicelulosa pueden ser degra-
dadas répidamente por una amplia gama de microorganismos, algunos de
los cuales han sido estudiados detalladamente. La degradacibn de ia
lignina ocurre mds lentamente por la accidon de algunas bacterias y por
. cierto tipo de hongos principalmente de la -clase basidiomicetos.

Los hongos capaces de degradar 1ignina se han clasificado en hongos de
1a pudricion blanda, obscura y blanca, de acuerdo a su capacidad de de-
gradacion (Ander y Eriksson, 1978) (Tabla 1.9). Existen aproximadamen-
te 1000 especies de hongos de 1a pudricién blanca y solo menos de 25 de
ellos han sido estudiados como: Phanerochaete chrysosporium, Sporo-
trichum pulverulentum y Pleurotus ostreatus, entre otros.

La falta de estudios sobre los sistemas bioldgicos de degradacidn de‘]a

lignina se ha debido a la complejidad de los mecanismos con que la lig-

nina es biodegradada y de los modelos experimentales para su estudio.

S. MECANISMOS DE BIODEGRADACION DE LA LIGNINA.

Uno de los principales factores que han dificultado el estudio de
los mecanismos enzimfticos de la biodegradacion de la lignina (Kirk y

Connors y Zeikus, 1977) es la diferencia que existe entre su degrada-

cibn y la
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TABLA 1.9 CLASIFICACION DE LOS HONGOS DEGRADADORES DE LIGNINA

NOMBRE

CAPACIDAD DE DEGRADACION

HONGOS DE LA PUDRICION
‘lqiv.

'HONGOS DE LA PUDRICION
‘obscura (Basidiomicetos,

A:k;diicdtbs)

'HOMGOS DE LA PUDRICION

blanca '(Bﬁidiﬁicctm)

POLISACARIDOS LIGNINA
+++ -
+ + + +/-
+ + + +++

38




dé otros biopolimeros. En contraste a las proteinas, polisacdridos y aci

dos nucléicos, 1a lignina no contiene unidades repetitivas unidas por en-
laces faciles de hidrolizar. Otro obstaculo ha sido el que su degrada-
ciénes relativamente lenta. Por ello se ha tratado de encontrar las con-
. diciones Gptimas de cultivo bajo las cuales se efectiie una rdpida degra-
cidn y se produzcan cantidades considerables de enzimas degradadoras de
lignina, sin mucho éxito.

Debido a la dificultad en la obtencidn de enzimas purificadas capaces de
degradar lignina, los mecanismos de biodegradacion han sido estudiados ob~
servando los cambios que sufren compuestos similares al ser incubados con
microorganismos degradadores de lignina. Dentro de los sustratos modelo
més. comunes se han empleado compuestos de bajo peso molecular con estrut-
turas semejantes a las que contiene l1a lignina. También se han empleado
ligninas extrafdas de madera por diferentes procedimientos. Esta técnica
ha sido mejﬁrada al marcar con ¢14 10s sustratos, 10 que permite una ‘id'eg_
tificacion més clara de las transformaci‘ones ocurridas (Haider y Troja-
nowski, 1975). Con la ayuda de estas técnicas Kirk y Chang (1974) ob-
servaifon que el ataque por hongos de la pudricién blanca a 1a iignina de
abeto ocasioné un incremento del contenido de grupos carboxilo totales,
ox-igeno; carboxilos insaturados y los carboxilo arflicos, asi como una
disminucidn del contenido de grupos metoxilo, hidroxilos alifiticos y fe-
n6licos totales (Tabla 1.10). Estos cambios indican que la degradac'ién
de 1a lignina es un proceso esencialmente oxidativo. Por investigaciones
espectrométricas Kirk y Chang (1975) concluyeron que los grupos carboxilo

no aromiticos formados fueron principalmente insaturados y que estos no




TABLA I.10 CAMBIOS PRODUCIDOS EN LA LIGNINA DE ABETO POR EL HONGO DE LA PUDRICION BLANCA

(Kirk y Chang, 1974)

PROPLEDAD

LIGNINA INTACTA

LIGNINA ATACADA POR HONGOS DE
PUDRICION BLANCA

P, M. DE UNIDADES DE Cg

CONTENIDO DE:

1-

HIDROXILOS TOTALES

HIDROXILOS FENOLICOS
‘a)  CONJUGADOS
b) TOTALES

"HIDROXILOS AL IEATICOS
CARBONILOS CONJUGADOS
GRUPOS CARBOXILOS *
CARBONO

HIDROGENO

OXIGENO

191.63

1.2

0.023
0.35

0.89
0.073
0.08
62.59
6.12

31.25

* (Determinacifn PotenciomEtrica)

199.1

0.87

0.04
0.11

0.77
0.17
0.56
58.34
4.85
36.77




se derivan de 1a cadena. Esto les indujo a concluir que los compuestos
con grupos carboxilo alfa y beta insaturados son producidos al abrirse el
anillo aromdtico y dado que la lignina degradada no contiene compuestos
de bajo peso molecular se deduce que la ruptura del anillo aromdtico ocu
rre mientras permanece unido al polimero.

Los estudios realizados por Haider y Grabbé (1967) apoyan lo anterior,
ya que al utilizar un polimero dihidrogenado marcado encontraron que la
ruptura del anillo.aromatico ocurre mds rapidamente que la ruptura del
lado de la cadena. De igual forma una disminucion en el nimero de ani-
1os aromético§ fue detectada por estudios espectroscdpicos (Kirk y Chang,
1975). Basdndose en estos resultados y en los obtenidos al estudiar los
compuestos de bajo peso molecular con estructuras semejantes a la ligni-
na, Kirk, Connors y Zeikus (1977) sugirieron el siguiente modelo de de-
gradacidn de lignina por hongos de la pudricidon blanca:

Las unidades fen§licas en varias regiones expuestas del polimero de la
lignina son oxidadas a unidades difendlicas por demetilacién y probable-
mente por hidroxilacion aromdtica. Las unidades dihidroxi son hidroliza-
das oxidativamente produciendo residuos ricos en carboxilos alifdticos,
los cuales son degradados mis tarde con liberacion de productos aliféti-
cos. Estos entran después a la hifa fingica donde son metabolizados
intracelularmente. Asf nuevos grupos fendlicos son liberados en forma
gradual para un ataque posterior (Kirk y Chang, 1975). ‘

Dado que la lignina es un polimero sumamente complejo, de gran tamafio y
que se encuentra intimamente unido a- otros polfimeros de los tejidos veég

tales, el equipo enzimdtico degradador de lignina debe actuar extracelu-
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larmente (Kirk, Connors y Zeikus, 1977). Estas enzimas deben por lo tan-
to, encontrarse extracelularmente o bien, unidas a las paredes del mice-
lio fingico de tal forma que el contacto con la capa externa del polimero
de la lignina sea posible (Kirk, 1975).

En estudios realizados por Eriksson y Vallander (1975), Erikkson y Hirof
(1976) se ha encontrado que las enzimas que degradan la celulosa son se-
cretadas en forma similar.

De acuerdo a los cambios observados en la tabla 1.10 es posible visuali-
zar varios tipos de mecanismos enzimiticos probablemente involucrados en
la degradacion de 1ignina. Los principales estarian representados por
enzimas que causan demetilacidn, enzimas que hidrolizan enlaces arilgli-
cerol-beta-arileter y oxigenasas. Ademis de esto, se ha comprobado re-
cientemente que las fenol oxidasas y la enzima celobiosa: quinona oxido-
reductasa tiene una participacion muy importante en la biodegradacion de
la lignina.

- A continuacidon se presenta una breve descripcién de estas actividades en-

zimdticas y las enzimas probablemente asociadas a ellas.

£ 1 EN2IMAS QUE CAUSAN DEMETILACION.

Observando los cambios producidos durante la incubacidn de lignina
de abeto por hongos de la pudricibn blanca (Tabla 1.10) los grupos me-
toxilo disminuyen en 1a lignina degradada mientras que los grupos hidro-
‘xilo e hidrfgeno se incrementa. Estos cambios involucran por lo tanto

un paso demetilante asociado a 1a degradacién de 1a lignina.
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Las enzimas que pueden causar esta demetilacidn son: mono-oxigenasas y
dos tipos de fenol oxidasa, la peroxidasa y. 1a lacasa. Las mono-oxigena«
sas requieren de cofactores tales como NADP y GSH (Fukuzumi, Takatuka y
Minami, 1969) 1o cual indica poca probabilidad de que se encuentren extra
celularmente. Kirk y Chang (1975) analizaron los productos obtenidos al

incubar lignina aislada de madera de abeto con Polyporus versicolor .

E1 andlisis mostrd una disminucidn del 25% en el contenido de metoxilos.
Al incubar lignina de madera molida de maple con lacasa purificada de Po-
lyporus versicolor, se registro la liberacion de pequeiias cantidades de
metanol como resultado de la demetilacion (Ishihara y Miyazaki, 1974),
esto indica la necesidad de una actividad demetilante para que se lleve

a cabo la degradacién de la lignina debido al alto nimero de grupos mepo-
xilo sobre la estructura intacta.

De acuerdo al modelo de degradacion de lignina por hongos de la pudricién
blanca sugerido por Kirk, Connors y Zeikus (1977) que sugiere que las uni
dades fen6licas de 1a lignina son convertidas a unidades difendlicas, se
-establece que la demetilacion es probablemente el primer paso en la pre-

paracién del anillo aromatico para su ruptura.
5.2 ENZIMAS QUE HIDROLIZAN ENLACES ARIL GLICEROL-BETA-ARIL-ETER.

Se han obtenido resultados que indican que los hongos de la pudri-
cion blanca producen enzimas capaces de hidrolizar enlaces aril glicerol-
beta-aril é&ter en lignina (Ishikawa, 1966) reportindose que estas enzi-
mas son dependientes de NADH. Al incubar Roria subdcida en lignina de a-
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beto (Hata, 1966) se obtuvo dcido vanilico a partir de alcohol coniferili
co como resultado de la hidrélisis del enlace aril-glicerol-beta-aril e-

ter.
5.3 OXIGENASAS

De acuerdo a los cambios producidos durante l1a incubacidn de lignina
de abeto con hongos de 1a pudricidn blanca '(Tabla 1.10) se observa que
el contenido de oxigeno de la lignina degradada es mayor que el de la ji_g
nina intacta, existiendo adehis una mayor proporcidn de grupos oxidadosf;
tales como carbonilo y carboxilo. En base a estos cambios K‘Ifk y Chang
(1974) 1legaron a la conclusidn del requerimiento de enzimas que puedan .
,introduéirox{geno en la molécula de lignina. Algunas de las enzimas que
intervienen en estos mecanismos de oxidacifn son: mono-oxigenasas y dio-
xigenasas.
En la lignina las unidades fen§licas son cohv«artidasbxidativmntg a
unidades difen6licas por demetilacién y probablemente por hidroxilacibn ‘
aromftica, por 1o que se deduce que 1a hidroxilacién de anillos aromfti-
cos en lignina por mono-oxigenasas puede ser un paso importante en 1a“pre
paracifn del anillo para su ruptura posterior. Las mono-oxigenasas ca-
talizan la incorporacién de un &tomo de oxfgeno a la molécula del sustra-
to. €1 otro &tomo de oxfgeno es reducido a "20 en la presencia de un do
nador electrénico apropiado (DH,) tal como NADH, NADPH, cido tetrahidro-
£61ico, fcido ascérbico entre otros. Esta reaccién se puede representar

de la forma siguiente:
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Después de }]a reaccién de mono-oxigenacion, el sustrato es mas soluble
en agua y el anillo puede abrirse por la accion de las dioxigenasas. Se
ha reportado que los anillos aromaticos con o sin grupos metoxilo pueden
ser hidrolizados por mono-oxigenasas y dar origeh a orto-difenoles (Ha-
yaishi, 1974). Se ha encontrado principalmente actividad de mono-oxige-
nasas en bacterias, alguﬁos hongos de la pudricion blanca y café también
la presentan (Dagley, 1971).
Las dioxigenasas incorporan ambos dtomos de una molécula de oxigeno al
sustrato (X) pudiéndose representar esta reaccidn de la siguiente manera.
Hy + 0y —n X(OH)2
Las dioxigenasas pueden causar una ruptura del anillo aromitico de dos
formas. Las uniones C-C de grupos hidroxilo adyacentes pueden ser ataca-
dos, ocasionando ruptura intradiol o denominada ruptura orto o 3-4. Pue-
den también actuar entre uno de los &tomos de carbono con grupo hidroxilo
y el siguiente &tomo de carbono, ocasionando una ruptura extradiol denomi
‘nada ruptura meta, 2-3 o0 4-5. Esta reaccidn se representa en Ta figura
1.11. Algunas evidencias indican que los hongos son unicamente capaces
de causar una ruptura intradiol del anillo aromdtico (Stainer y Ornston,
1973; Hayaishi, 1974). Asim{smo se ha sugerido que las dioxigenasas ata
can solo unidades difenflicas para sustitufdas Gon un grupo carboxilo 1i-
bre en 1a cadena alifitica y que 1a actividad de ia‘enzima decrece al au-
mentar l1a longitud de 1a cadena (Cain, Bilton, 1968). El tipo de sus-
tituyente de 1a cadena influye también sobre.la forma de ruptura, orto o
reta fisién (Jonansson y Hagerby, 1974). Hasta la fecha no se ha repor-

tado ningln estudio sobre purificacién y caracterizacifn de dioxigenasas
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por hongos de 1a pudricion blanca, sin embargo, usando compuestos de bajo
peso molecular marcados radicactivamente con estructuras semejantes a las
que se encuentran en la Jignina, se ha estudiado la presencia de esta ac-
tividad enzimatica en hongos de la pudricidn blanca. Haraguchi (1968)

report§ que al incubar &cido benzoico marcado con Polystrictus sanquineus

el cl“oz liberado procedia del anillo. Similarmente Haider y Trojanowski

(1975) y Kirk, Connors, Blean y Zeikus (1975) incubaron el hongo de pudri

cion blanca Pleurotus ostreatus con un polimero dihidrogenado marcado en
14

el anillo con C°° obteniéndose una liberacidon del 15% de la radioactivi-

14

dad como € 02 en 25 dfas.

5.4 FENOL OXIDASAS

La lignina es un polimero de unidades fendlicas y su biosintesis es
catalizada por las fenol oxidasas (Harkin, 1976; Sarkanen y Ludwig, 1971;
Higuchi, 1971) que inducen la formacidén de radicales 1ibres, 10s que pos-
teriormente se polimerizan por reacciones quimicas aleatorias. Curiosamen
te, la degradacidn de la lignina es un proceso oxidativo catalizado tam-
bién por fenol oxidasas. La formacidn de radicales libres de tipo fenoxi
por laAaccién de fenol oxidasas induce la ruptura del enlace entre el ani
110 aromdtico y 1a cadena de propano, estructura tipica de 1os mondmeros
de lignina (Ander y Eriksson, 1976). La forma especifica del funciona-
miento de esta enzima y su relevancia en la degradacion de 1a lignina to-
davfa no se conoce con detalle. Existen tres tipos principales de fenol

oxidasa, la tirosinasa, la lacasa y peroxidasa y toda ella son producidas
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en diferente grado por los microorganismos capaces de atacar a la ligni-
na.

La tirosinasa (02: orto difenol oxido reductasa) es una enzima que con-
tiene cobre y que participa tanto en la monohidroxilacion de fenoles,
produciendo orto difenoles u orto quinonas asi como en la oxidacién de
catecoles a orto quinonas. La tirosinasa se encuentra presente en dife-
rentes quinonas. La tirosinasa se encuentra presente en diferentes tipos
de hongos (Vanneste y Zuberbuhler, 1974). Lyr (1958) identificd que en-
tre 154 especies de hongos degradadores de madera solo 4 producian tiro-
sinasa extracelular, mientras que 62 de estos hongos contienen grandes
cantidades de tirosinasa en el micelio, lo que indica una importancia m{-
nima de la tirosinasa en la degradacién de lignina.

La tacasa (02: difenol oxido reductasa)y la peroxidas oxidan orto y para
difenoles produciendo quinonas (figura 1.12) Un paso intermedio de esta
reaccion involucra la produccién de un radical libre y de un ion hidrdge-
no que se desprende del grupo hidroxilo del sustrato fen6lico. Como re-
'sultado de la reaccion se produce un radical ariloxi que facilmente puede
deslocalizar 1a carga formindose asi una variedad de formas resonantes.
La lacasa puede actuar tanbién.sobre‘los meta difenoles, su afinidad por
ellos depende de una estructura molecular especial de la enzima (Schanél
y Esser, 1971).

Ander y Eriksson (1976) demostraron por medio del estudio de cepas muta-
das.de hongos de la pudricion blanca que las fenol oxidasas son esenciales
para que la degradacion de lignina se efectiie. Primeramente produjeron

mutantes que carecfan de fenol oxidasa, que al ser incubadas con lignoce-
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lulosa de madera resultaron ser incapaces de atacar a alguno de los com-
ponentes de 1a lignocelulosa; es decir las cepas mutantes habian perdido
12 habilidad de degradar tanto la lignina como la celulosa y hemicelulosa.
Por dos alternativas diferentes fue posible que la cepa mutante adquirie-
ra nuevamente la capacidad perdida para degradar a todos 1os componentes
de la lignocelulosa, tal'y como lo realizaba la cepa silvestre original.
La primera alternativa consistid en someter a la mutante a una nueva mu-
tacion con el objeto de obtener a una revertante, es decir, producir a
partir de la mutante una nueva cepa mutante con caracteristicas similares
a la cepa silvestre original., La revertante obtenida broducia nuevamente
fenol oxidasas y era capaz de degradar a todos los componentes del sustra
to lignocelulfsico. La segunda alternativa consistfa en agregar lacasa
purificada al incubar la mutante que no producfa fenol oxidasas con el
sbstrato lignocelulSsico, esto le permitfa a la mutante degradar a la lig
nina y a los otros componentes de 1a lignocelulosa en forma similar a la
cepa silvestre original. Esta informacion demostré la absoluta necesidad
de la presencia de las fenol oxidasas para que se efectie el:proceso de
degradacion de la lignina.

Un segundo aspecto de importancia relacionado con las'fenolloxidasas es
la identificacion del papel regulatorio que ellas ejercen sobre otros sis-
temas enzimiticos involucrados en la biodegradacién de las lignocelulosas
(Eriksson, 1977). Ander y Eriksson (1976) estudiando el mismo tipo de mu
tantes observaron que la produccién de celulasas y xilanasas en la mu-

tante que no producfa fenol oxidasas era inhibida por la presencia de com

puestos fen§licos, mientras que en ausencia de fenoles 1a mutante produ-
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cfa cantidades normales de endo 1,4 B glucanasas, 1a adicién de lacasa a
los sustratos de celulosa en donde se tiene lignina presente, permitia

que la mutante ndevamente iniciara la produccion de endo 1.4Pglucanasas:
5.5 CELOBIOSA: QUINONA OXIDOREDUCTASA

Westermark y Eriksson (1974) descubrieron una nueva enzima degrada
dora d¢ lignina al incubar P. versicolor en placas de lignina suplementa-
das con glucosa, con celobiosa o con celulosa y determinaron que la presen-
cia de 1a celulcsa inhibia 1a formacidn de las estructuras cromiforas que
normalmente se producen por la accifn de las fenol oxidasas. Posterior--
mente se determind que este efecto se debia a 1a produccidn de una enzima
extra celular denominada celobiosa; quinona oxidoreductasa. Esta enzima
en presencih de celobiosa inhibia el acoplamiento de los radicales fenoxi
licos producidos por la accién de la lacasa, previniéndose de esta forma
reacciones de polimerizacion. La enzima es una flavoproteina con FAD como
grupo prostético.

En estudios realizados con S. pulverulentum (Westermark y Eriksson,1974)

se demostro que la celobiosa: quinona oxidoreductasa cataliza reacciones
de oxido-reduccién, con 1a reduccién de una quinona a su fenol correspon-
diente conjuntamente a l1a oxidacidon de la celobiosa a dcido celobidnico a
través de ce]obiono-é -lactona. Esto indica una necesaria actividad si--
multdnea de la celobiosa: quinona oxidoreductasa y las enzimas celuloli-
ticas. La especificidad de esta enzima por cada uno de los dos tipos de

sustratos que utiliza es diferente. En lo que respecta a los carbohidra-
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tos, tiene una alta especificidad por 1la celobiosa y no muestra actividad
con ningin otro mono o disacarido. Con las quinonas la accién de la enzi
ma no es tan especifica, teniendo la capacidad para reducir tanto orto co-
mo para quinonas. En la figura 1.13 se preseritala accién de la celobiosa:

quinona oxidoreductasa asi como su acoplamiento a la:actividgd de la laca

sa. En estudios realizados con Chrysosporium lignorum se ha visto que es
ta enzima es producida conjuntamente con las enzimas celuloliticas (Wes--
termark y Eriksson, 1974). La importancia de la enzima celobiosa para la
degradacidén de lignina fue estudiada por Eriksson y colaboradores usando

el hongo Pleurotus ostreatus (Hiroi y Eriksson, 1976), encontrandose-que

1a degradacifén de lignina fue favorecida en todos 10s caso por la presen-
cia de la celulosa. Se observd que los lignosulfonatos fueron polimeriza-
dos mds en medios donde la celulosa no estaba presente que en un medio -~
conteniendo celulosa, sugiriéndose que ello fue debido a la accidn de la
enzima celobiosa: quinona oxidoreductasa. Ademds, las quinonas inhiben
a las enzimas que causan ruptura de anillos (Bilton y Cain, 1968), la re
duccién de quinonas a fenoles puede por 10 tanto incrementar la- degradacién
de 1a lignina.

Se ha demostrado que 1a enzima celobiosa: quinona oxidorreductasa es pro
ducida por venticinco diferentes hongos de pudricion blanca.(Ander y Erik
sson, 1975), variando la cantidad de epzima producida entre los diferen-
tes organismos. Por otro lado, se ha determinado que esta enzima no es
producida por los hongos de la pudricion obscura, los cuales no poseen -
1a capacidad de causar cambios sustanciales enla lignina. Muchos de es--

tos resultados sugirieron que la celobiosa: quinona oxidoreductasa seria

52




H0 0

lacgsd J 2

qQuinona \‘

| o fenol
radical

celobiosa: quinona oxidoreductasa

calobiosa celobiono- d ~lactona
1 {@ctonasa

acido ce@lopionico

FIG. I.13 REACCIONES CATALIZADAS POR LA CELOBIOSA: QUINONA
OXIDOREDUCTASA (WESTERMARK Y ERIKSSON, 1974)

53




indispensable para que se efectuara la degradacion de la lignina. Esto
significaria que la degradacidon de lignina deberfa ocurrir simultaneamen-
te con una degradacion de celulosa. Afortunadamente Ander y Eriksson -
(1975) demostraron que esto no era cierto por medio de estudios con mu-
tantes que carecian de celulasas. Estas al ser incubadas en diferentes
materiales lignoceluldsicos resultaron ser capaces de degradar lignina
sin 123 produccion de celulasas ni de la enzima celobiosa: quinona oxi-
doreductasa.

La funcion mds importante de la celobiosa: quinona oxidoreductasa en la
degradacidn de los materiales lignocelulbésicos es segin Westermark y
Eriksson (1974) la oxidacidn de los carbohidratos. Tal suposicion estd
fundamentada en que la celobiosa: quinona oxidoreductasa es inducida por
1a celulosa y materiales celuldsicos y es producida simultaneamente con
las enzimas celulolfticas. La celobiosa: quinona oxidoreductasa parece
tener también una alta especificidad por la celobiosa la cual es un pro-
ducto abundante de 1a degradacion de 1a celulosa.

Los hongos de la pudricién blanca degradan simultaneamente la celulosa y
1a Tignina de los materiales lignoceluldsicos mediante un procedimiento
multienzimitico. La degradacién hidrolftica de 1a celulosa se realiza a
través de la accidn concertada de 2 tipos de enzimas: las endo 1,4-beta-
glucanasas atacan aleatoriamente los enlaces 1,4 glucosfdicos de Ta cade-
na de celulosa; 1la exo, 1,4-beta-glucanasa ataca el lado no reductor de
1a celulosa produciendo unidades de celobiosa o glucosa; la celobiosa pue

de ser oxidada a &cido celobidnico por la accién de la celobiosa:quinona

oxido reductasa.
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Esta reaccion parece ser de una importancia fundamental para los hongos
que atacan a la lignocelulosa, ya que se 1leva a cabo conjuntamente con
la reduccion de quinonas y/o radicales fenoxi. Tanto las quinonas como
los radicales fenoxi son producidos por la accidén de las fenol oxidasas
durante 1a degradacion de la lignina. Dado que las quinonas inhiben la
actividad de las dioxigenasas. y por lo tanto impiden la oxidacion de
fenoles, la accidon reductora de la celobiosa: quinona oxidoreductasa so-
bre las quinonas ocasiona que se mantenga una alta concentracion de gru-
pos fenélicos y baja concentracion de quinonas. Esto permite una mayor
accion de las enzimas oxidativas sobre las estructuras fen6licas y por
consiguiente favorece la degradacion de 1a lignina. En la figura 1.14 se
muestra el diagrama donde se integra todo el procedimiento multienzima-

tico de 1a degradacién de 1a lignocelulosa.

6. LA DEGRADACION DE LIGNINA POR MICROORGANISMOS

Como ya se mencioné, los recursos lignoceluldsicos son de gran im-
portancia, ya que debido a su gran cantidad de celulosa y hemicelulosa,
son una fuente potencial de materia prima para diversos usos. Sin embar-
go la presencia de lignina impide su buen aprovechamiento.

Se ha hecho referencia (4.1 y 4.2), a la ineficacia de los diversos pro-
cesos fisicoquimicos probados para la eliminacion de lignina. Por lo tan
to, sabiendo que existen micrgorganismos especificos, capaces de degradar

lignina, se realizd un estudio bibliogrdfico sobre ello.
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Los Unicos organismos capaces de atacar a la lignina son los 1lamados
hongos de la pudricién blanca y obscura, aunque existen también algunas
bacterias capaces de romper ciertos tipos de enlaces, que se sabe estin
presentes dentro de 1a molécula de lignina. (Greaves,1971; Kawakami,
1976). Los hongos capaces de atacar a la lignocelulosa se han dividido
en tres grupos, de acuerdo a las caracterfsticas que presentan los teji-
dos lignocelulfsicos una vez que ha sido atacada. Estos son los hongos
de la pudrici6n blanda, los hongos de la pudricion obscura y los.hongos
de la pudricidn blanca. Los tres se caracterizan por establecerse en te-
Jidos lignocelulésicos y tienen la capacidad de degradar uno o mis com-
ponentes de 1a madera.

A continuacidn se discuten los resultados que se han obtenido en diversos
estudios sobre 1a capacidad de ataque a la ligﬂocelulosa por cada uno de

estos grupos de organismos.
6.1 BACTERIAS

Hasta la fecha, existenmuy pocas observaciones que indiquen que las
bacterias son capaces de degradar y utilizar la lignina.
Estas se basan principalmente en la habilidad que poseen ciertos grupos
, de bacterias para romper enlaces beta-aril-glicerol, los que representan
de un 308 50% de uniones entre las unidades de fenil propano.
Algunos ejemplos de bacterias con estas capacidades son: Pseudomonas ova-

11s (Kawakami, 1975; 1976), Arthrobacter sp (Cartwright y Holdom, 1973)
Nocardia coralliina (Kirk, 1973).

57




Un factor que en la naturaleza posiblemente limite su accion, es la falta
de movilidad de las bacterias sobre el sustrato lignocelulésico, en compa

racién con la accidn penetrante de las hifas de los hongos.
6.2 HONGOS DE LA PUDRICION BLANDA

Por 1a accion de los hongos de este grupo se forma una superfice
.blanda caracterfstica sobre 1a lignocelulosa atacada. Numerosos estudios
se han efectuado con este tipo de hongos en los Gltimos ados (Nilsson,
1974; Wilcox y Nicholas, 1973; Kaarik, Dickinson y Pugh, 1974; Kirk, 19]})
observando que su ataque sobre los tejidos vegetales lignoceluldsicos,
puede ocurrir de las dos siguientes formas:

a) La pared celular secundaria de 1a madera es atacada, formando en ella

cavidades cilfndricas con terminaciones cénicas.

b) Las paredes celulares pueden ser erosionadas empezando por las célu-
las del 10men (figura 1.1)

Se ha visto que los hongos de la pudricién blanda pueden degradar lig-
nina hasta cierto punto, especialmente en el caso de las maderas duras.
EVlos son capaces de causar una demetilacién de 1a lignina, por 10 que
posiblemente degraden los lados terminales y los anillos aromfticos,
aunque esta degradacidn es lenta. (Eslyn, Kirk, Effland, 1975).

6.3 HONGOS DE LA PUDRICION OBSCURA

Est.‘tipo de hongos atacan principalmente a los polisacéridos en la
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madera, aunque también causan una ligera pérdida de lignina. E)1 cambio
mds notorio que causan a la lignina es una disminucidn del contenido de
grupos metoxilo. Esto se debe, a que se produce una demetilacién de la
lignina, introduciendo también grupos alfa carbonilos en los lados termi
nales de 1a cadena de propano de la lignia. Por otro lado estos hongos
no son capaces de metaboiizar‘fragmentos de anillos aromdticos, pues ca-
recen de un sistema enzimatico eficiente para romper los anillos aroma-
ticos. Una de estas enzimas faltantes de la celobiosa: quinona oxido-

reductasa, por 1o que el color café que toma 1a madera degradada se pue-

de deber a la acumulacion de quinonas. (Kirk, 1975).

E1 ataque de este tipo de'hongos a2 la pared celular de la madera empieza
con una metaboliz&cién de las sustancias de la capa S-2 en la pared secun
daria. La capa S-1, la pared primaria y la laminilla media son por el
contrario bastante resistentes a la degradacién debido a su alto conteni-
dc de lignina. (Sarkanen y Helgert, 1971).

Algunos hongos de la pudricién café que han sido estudiados (Kirk y High-

ley, 1973) son Poria_monticola, Lenzites trabea y Lentinus lepideus.

6.4 HONGOS DE LA PUDRICION RLANCA

Los hongos de la pudricion blanca, son capaces de atacar tanto a la
lignina como a los polisacdridos de 1a madera, es decir 1a celulosa y he-
micelulosa. En base a la capacidad de los hongos de la pudricidn blanca
por atacar a los diferentes componentes de 1a lignocelulosa, se les ha

clasificado en dos diferentes grupos (Kirk, 1970:)
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a) Los que degradan los tres componentes de 1a madera (celulosa, hemice-
lulosa y lignina) simultaneamente. Organismos de este tipo son: Polypo-

rus versicolor y Lentinus nigripes.

b) Aquellos organismos en los que la degradacion de lignina es mas ripi-
da, que la degradacion de celulosa y hemicelulosa. Organismos de este ti

po son: Polyporus berkeleyi, Fomes ulmarius y Pleurotus ostreatus.

La secuencia con la que los diferentes componentes de 1a madera son ata-
cados, varia de acuerdo al estado de avance ﬁe'la degradacién (Kirk, 1973).
En algunos estudios realizados se ha visto que la degradacibn de ligniﬁ;
se presenta antes de 1a descomposicidn de celulosa en las regiones con
bajo contenido de lignina de 1a pared secundaria. En cambio, cuando e)
ataque alcanza las partes ricas en lignina, las cinéticas de degradacidn,
son similares (Kirk, 1970). Es cuestionable ain si hay una absoluta es-
pecificidaa de ataque en la lignina por hongos silvestres. Lo que se -
acepta es que se necesita energfa para degradarla (Kirk, 1975) y que esta
degradacidn y su metabolizacion es principalmente un proceso oxidativo -
(Kirk, 1971).

6.5 PLEUROTUS OSTREATUS

De los microorganismos mencionados anteriormente, unicamente este Ul
timo grupo, o sea, los hongos de la pudricion blanca, son los que ofrecen
una potencialidad para el desarrollo de un proceso industrial de delig-

nificacién, ya que son los que degradan lignina en mayor medida, y
tienen una selectividad sobre este sustrato.




Débido a que algunos de ellos son comestibles, las potencialidades para
su uso industrial son mucho mayores ya que se evitarfan posibles proble-
mas toxicoldgicos.

Una vez delignificado se podrfa pensar en 1a utilizacién del material, en
el &rea de alimentacidn animal ya que se tendr§ practicamente celulosa y
hemicelulosa disponibles. Este hongo el cual no patégeno ni parfsito se.
consume ampliamente en Europa, por 10 que no hay problema.de toxicidad
con los animales.

Un hongo que ademds de reunir las ventajas anteriores presenta otras mis
para que sea utilizado en una delignificacion selectiva es Pleurotus os-
treatus . Este es un hdngo de pudricidn blanca, degradador selectivo de
lignina, que es comestible y se ha cultivado comercialmente, a gran esca-
1a durante largo tiempo, por 10 que existe teénologfa para su cultivo a

escala industrial. Asf mismo, Pleurotus ostreatus es uno de los hongos

de pudrici6n blanca que ha sido mis estudiado genéticamente (Leal, 1980).
De estos estudios se ha conclufdo que es ficil de manipular genéticamen-
te. El mejoramiento de cepas es por simples hibridizaciones y la obten-
cibn de mutantes son ficiles de 1levar a cabo,

Los parémetros de cultivo indican que es f&ci) de cultivar y no requiere
de esterilizacién el sustrato.

Las condiciones Optimas para el desarrollo de Pleurotus ostreatus son:

a) Temperatura.- El micelio puede crecer de 5 a 30°C, siendo su tempe-
ratura optima de 30°C (D.S.Kim, 1980).
b) Humedad.- Durante el crecimiento del micelio, la humedad Sptima es

70% en casos de cultivo (D.S. Kim, 1980).
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c) Aereacidon.- Para el crecimiento del micelio no es necesaria 1la ae-

reacidn. Se ha observado que una concentracibn de C0, menor de 28% (vo-
lamen) en el aire, estimula el crecimiento de Pleurotus ostreatus (0.5,

Kim, 1980).

d) Luz.- No es necesaria durante el crecimiento miceliar (D.S. Kim,
1980).

Pleurotus ostreatus pertenece a la clase de los basidiomicetos. Los basi

diomicetos se diferencfan de los demds honéos~en que producen sus. esporas,
11amadas basidiosporas, en la parte externa de una estructura especializa
da productora de esporas, el basidio. Las basidiosporas son generalmente
uninucleadas y haploides y estas son resultantes de cariogamia y meiosis.
E1 mizelio de a mayorfa de los basidiomicetos pasa por tres estados dis-
tintoside desarrollo; primario, secundario y terciario, para que el hon-
90 complete su ciclo de vida. El micelio primario generaimente se dcsiz
rrolla a partir de 1a geminacion de la‘basidiospora. Al principio pue-
de ser multinucleado ya que el nicleo o los nicleos de 1a basidiospora se
dividen muchas veces a medida que el tubo germinativo emerge de ]a espora
y comienza a crecer. La fase multinucleada del micelio primario es corta
porque pronto se forman los tabiques que dividen al micelio en células -
uninucieadas. En algunas especies 1a formacion de tabique comienza una
vez terminada la primera division de los nicleos de 1a espora de modo que
el micelio primario es tabicado y uninucleado desde el principio.

El1 micelio secundario se origina del micelio primario. Las células son
tipicamente binucleadas. E1 estado binucleado comienza cuando se fusio-

nan los protoplastos de dos células uninucleadas, sin que haya cariogamia
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después de la'plasmogamia. La célula binucleada que asi se forma produ-

ce una rama a la cual emigra el par nuclear; los dos nicleos se dividen

conjugadamente y los nicleos hermanos se distribuyen en las dos células
hijas para infciar asf el micelio binuclear. E1 micelio terciario esté
representado por los tejidos especializados que se originan para formar
los esporéforos de los basidiomicetos superiores. Las células del mice-
iio terciario son binucleadas.

Los basidiomiceétos superiores producen sus basidios en cuerpos fruct{fe-
ros altamente organizados de varios tipos. El basidio-se origina como cé-
lula terminal en una hifa binucleada y se halla separado de la misma por
un tabique a cuyo lado generalmente se encuentra una ffbula. Al principio
el basidio es angosto y corto;. pronto se agranda y se hace més ancho. En
tanto tienen lugar estos cambios externos, dentro del basidio joven se
fusionan los dos nucleos(cariogamia) y el nicleo zigético pronto sufre
meifsis, dando lugar a cuatro niicleos haploides. Entre tanto, emergen

" cuatro esterigmas en el extremo del basidio y sus extremos se agrandan
para formar los esbozos de las basidiosporas. Los cuatro nicleos pasan
a los jovenes basidiosporas, que van a completar su desarrollo como célu-
las uninucleadas haploides.

La clase basidiomicetos se subdivide en dos subclases heterobasidiomyce-
tos y homobasidiomicetos. En los primeros el basidio es septado, est§
profundamente dividido o puede hallarse formado por una espora perduran-
te de pared gruesa 1lamada teleutospora. En los homobasidiomicetos el ba

sidio es simple.
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I1.- MATERIALES Y METODOS




1. CEPAS FUNGICAS

Pleurotus ostreatus es el hongo comestible de la pudricién blanca

que fue seleccionado para la realizacion del presente estudio. La mayor
parte de las cepas de P. ostreatus empleadas correspondena Tns mejores cepas
que. ‘se usan normalmente para el cultivo comercial de este hongo en Europa.
Ademds se seleccionarqn dos cepas de P. ostreatus que en estudios'genéti-
cos previos mostraron poseer caracterfsticas muy deseables; la cepa F-2
conticne elvgén que le permite formar esporoforos a temperaturas mayores

de 30°C, la cepa Hl-(8x3) X S,-18 crece muy répidamente y produce esporof&ros
fécil y abundantemente. |
En'la'tabla‘ll.l se presentd una relacién de 1as cepas utilizadas en el
presente estudio, indicando sus principales caracterfsticas, asf como

‘las‘c'la'vés con que se manejan ddrante el presente estudio.

MEDIOS DE CULTIVO

2.1 MEDIO DE AGAR-MALTA PARA LA PROPAGACION VEGETATIVA

Para la preparaci6n de 1 1t. de medio de cultivo de agar-malta, se
pesan 15 g. de extracto de malta y 20 g. de agar, colocandolos a conti-
nuacién en un matraz Erlenmeyer. Se afiade entonces 1 1t. de agua destila

da gradua'lmente; procurando di'solve'r el material. Se tapa €l matraz y se

deja reposar durante 20 min. Posteriomente se esteriliza en autoclave a




TABLA II.1 CEP&S DE P. OSTREATUS UTILIZADAS EN EL PRESENTE ESTUDIO

CON SUS PRINCIPALES CARACTERISTICAS Y CLAVES CON QUE SE

Dr. H. Leal

MANEJARON
CEPA CARACTERISTICAS CLAVE
. P. OSTREATUS BRODD Comercial B
2. P. OSTREATUS FLORIDA BRODD Comercial F.B
- 3. P, OSTREATUS FLORIDA E Comercial y la cepa mas F-E
estudiada fisiolSgica-
mente en investigaciones
previas,
4. P. OSTREATUS PF-2 Cepa capaz de fructificar F-2
a temperaturas mayores de
30°cC
S. P. OSTREATUS H-1 GYURKO Comercial B-1
6. P. OSTREATUS PLEQS Comercial P
1. P. OSTREATUS P.q. Comercisl P.qQ.
8. P. OSTREATUS P.V. Comercial P.V.
9. P. OSTREATUS Hy (8 x 3) x So-18 Hfbrido obtenidb por el (8 x 3)




1.1 Kg/cm2 durante 15 min. €Y medio esterilizado se vacfa en cajas petri
de vidrio de 10 cm. de didmetro o bien en botellitas de vidrio de 7 ml.
de capacidad. Las cajas o botellitas con medio de agar son guardadas en
bolsas de polietileno hasta su uso para evitar contaminaciones y deshidra
tacién del medio.

2.2 MNEDIO DE RASTROJO DE MAIZ

€1 medio con sustrato lignocelul8sico fue utilizado para los experi-
mentos de biodegradacion. Los recipientes utilizados para este objeto '
fueron frascos vacfos de alimentacion infantil de aproximadamente 100 ml
de capacidad. En estos recipientes se pesaron 5 g. de rastrojo qe mafz,'
agregandose a continuacién 11.4 ml. de agua destilada, con lo que el ma-
terial resultante oﬁtenfa una humedad de 71.4%. Los contenidos del enva-
- se fugron iézclados, tapandose los frascos en forma apropiada para pos-

tariofhente someterlos a un tratamiento témico.

. MATERIALES LIGNOCELULOSICOS

Se utilizaron los siguientes tipos de materiales lignocelulésiqps:
a) Rastrojo de mafz: obtenido del estado de Morelos, secado al sol y
después en estufa a s0°C.
b)  Cascarilla de arroz: comprado en “Distribuidora de arroz el Rendi-

dor” S.A. (Geranio 140-7, México 4, D.F.)
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c) Bagazo de cafa: conseguido en un puesto de jugo de cafa en Carrillo
Puerto, Coyoacdn D.F. en donde 1la cafia es pasada dos veces a través de
dos rodillos, para extraerle el jugo, sin que posteriommente fuera enjua-
ggda. Para extraerle el material soluble este material fue primeramente
secado al sol y después en la estufa a 50°C.

d) Olote de mafz

Todos los esquilmos antes mencionados, menos 1a cascarilla de arroz, se
molieron en moiino de martillos (micropulverizador con 9950 rpm méx).
Posteriormente se tamizaron todos en mallas de 18-150'(en tamices Tyler),
durante S min. con la ayuda de un tamizador. El material retenido entre
estos dos tamices fue utilizado para los estudios de biodegradacién. - La
seleccifn de ese tamafio de particula se hizo eﬁ base a estudios de tami-

zado y espacio vacfo.

4. CONDICIONES DE CULTIVO E INOCULACION

4.1 INOCULACION Y PROPAGACION VEGETATIVA EN MEDIO DE AGAR-MALTA.

E1 inéculo para las cajas petri o las boteﬁlitaé con medio de agar-
malta se obtiene de 1a periferia de una colonia en crecimiento. El1 iné-
culo se toma cortando un cubito de agar de aproximadamente 5 cm. de lado,
que se encuentre completamente penetrado por hifas y se coloca en el cen-

tro de la caja o de 1a botella. Después de 1a inoculacibn éstas son co-
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locadas en bolsas de polietileno sellandolas posteriormente e incubadas a
28% 2°c.

4.2 INOCULACION Y CULTIVO PARA LOS ESTUDIOS DE BIODEGRADACION

Los inSculos para los experimentos de biodegradacién fueron obteni-
dos de acuerdo al inciso anterior. Para cada recipiente con medio de ras
trojo de mafz se utilizaron 7 indculos en total. Tres de ellos fueron in
troducidos en el rastrojo de mafz, mezclandose los contenidos del reci-
piente con el asa micol6gica. Los cuatro restantes fueron colocados en
forma equidistante en 1a superficie del rastrojo de mafz. Los frascos

con rastrojo de mafz inoculado fueron incubados a 28% 2°c.

5. CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA DEGRADACION DE LA
" LIGNOCELULQSA POR P. OSTREATUS.

Los procedimientos para la preparacién del sustrato, la inoculacidn
y el cultivo que se siguieron en estos experimentos se encuentran descri-
tns ahterioruetu'te. La toma de muestras (dos frascos por cepa) se hizo a
Tos 20, 42 y 73 dfas de incubacién para determinar los cambios en compo-
sicién del sustrato. Para ello, el contenido de cada frasco fue primera-
mente secado a 55°C por toda una noche, determinandose por diferencia en
peso el contenido de humedad del sustrato. A continuaciln la muestra se-

ca fue molida en un mortero tomandose del material resultante las canti




dades correspondientes para efectuar las determinaciones de carbohidra-

tos solubles, hemicelulosa, celulosa, lignina y cenizas (Figura I1.1).

6. DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES, HEMICELULOSA Y CELULOSA

Procedimiento de 2 etapas:
la. etapa.- Procedimiento de separacién de los diferentes tipos de car-
bohidratos.
2a. etapa.- Consiste en la cuantificacién por medio de la determinacidn
de las cantidades totales de los principales monosacéridos (pentosas y

hexosas) contenidos en cada uno de estos extractos.
6.1 METODOLOGIA DE EXTRACCION OE LOS POLISACARIDOS

A partir de los métodos de Derfaz (Derfaz, 1961) y el de Crampton-
Maynard (1938) se desarroll§ un nuevo método para la separacifn de estos
polisaclridos. No se empled el método de Deriaz como tal debido a que es
muy largo y complicado, ademis presenta la desventaja de la pérdida con-
secuente de material disminuyendo as{ su exactitud (ver Apéndice No. 1)
tampoco se empled el de Crampton-Maynard debido a que hace uso de &cido
acético \y nftrico y estos ocasionaban d{ficultades considerables en la
cuantificacion posterior de hexosas.

A continuacidn se describe el procedimiento seguido en el presente estu-
dio (Figura I11.2)
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YIGURA 11.2 METODOLOGIA SARA EL ESTUDIO DE LA EXTRACCION DE LOS
POLISACARIDOS '

200 mg. de muestra 10 ml de H20 + 10
seca ~——————{gotas de silicbn

411‘“

CENTRIFUGAR SOLUCION AZUCARRS SOLUNLES
5000 r.p.w/20 win.

I

PRECIPITADO I

lw, de H2504 IN

BANO H20 HIRVIENTE
30 wmin.
] —
CENTRIFUGAR 10 min. SOLUCION HEMICELULOSA
- L JE——
‘PRECIPITADO
E ul. 820
CEMTRIFUGAR 10 min. SOLUCION LAVADO DB HEMICE-
|
PRECIPITADO

0 m1. H280,
67X
MEICLAR 1 hr. A
. AMBLENTE

|

CENTRIFUGAR SOLUCION CELULOSA
3000 r.p.m,/20 min.

PRECIPITADO
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Carbohidratos solubles.

En un tubo de centrifuga se pesan 200 mg. de muestra seca, agregéndose
con agitacion 10 ml. de agua destjlada y 10 gotas de grasa silicén al 1%
en cloroformo (MERCK). Se centrifuga a 5 000 rpm. durante 20 min. En la
solucidn se obtienen los azlcares solubles, cuantificandose estos por de-

terminaci6n de pentosas y hexosas (6.2 y 6.3).

Hemicelulosa,

Al tubo de ;entr{fuga con el precipitado obtenido del paso anterior se le
agregan 3 ml. de &cido sulfirico IN y se coloca en un bafio de agua a ebu-
11icién (92°C) durante 30 min. los tubos son enfriados al chorro de agua
y se centrifugan 10 min; En la solucidn se encuentra un hidrolizado de la
hemicelulosa, en el cual se determinan.pentosas y hexosas (6.2 y 6.3).
Con el objeto de efectuar una cuantificacién real de la hemicelulosa, el
precipitado es lavado con 10 ml, de agua destilada (agitando 5 seg. aprox).
Se centrifuga durante 10 min. y en 1a solucién resultante se determinan .

nuevamente pentosas y hexosas.

Celulosa.

Al precibitado obtenido en el paso anterior se le agregan con agitacién
10 ml. de &cido sulfirico al 67% v/v. Después de un reposo por 1 hora a
temperatura ambiente, agitando cada 15 minutos, se centrifuga a S000 rpm.
durante 20 min. En la §oluc16n resultante se determinan pentosas y hexo-

sas (6.2 y 6.3). En este caso las hexosas se consideran celulosa unica-

mente.
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La cantidad total de hemicelulosa en la muestra original se obtuvo suman-
do las cantidades de pentosas y hexosas determinadas en la fraccion de he

micelulosa y 1as pentosas determinadas en la fraccion de celulosa.
6.2 DETERMINACION DE PENTOSAS (METODO DE TRACEY, 1950)

Para 1a determinacidn de pentosas se empled el método anal{tico de
Tracey. E1 métqdo es una cuantificacidn colorimétrica de un complejo co-
“lorido (naranja) que se produce al oxidarse las pentosas por la accibn
del 8cido acético en presencia de anilina y oxigeno. La eficacia del mé-
todo analftico seleccionado fue confirmada asf como los factores que in-
terfieren sobre el desarrollo del color. Se elabord una curva estandard
con xilosa en agua, por considerarla el componente que se encuentra en
mayor proporcion en la hemicelulosa de los diferentes esquilmos agricolas.
Se estudié l1a interferencia de los siguientes factores sobre el desgrro-
110 del color:
‘1) Longftud de onda mixima
2) Temperatura y tiempo de reaccion
3) Interferencia con glucosa
4) Interferencia con HC! al 12% (v/v)
§) Interferencia con H,50, IN
6) Interferencia con H,50, al 67%
7) Interferencia con &cido nitrico-acético (1:10)
A continuacién se describe el método analftico utilizado: de la solucién

problema se colocan 2 ml. de muestra en un tubo de ensayo, adicionando a
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continuacion con bureta 6 mi. del reactivo de Tracey, los tubos de ensayo
son tapados y se dejan reposar en la obscuridad a 28-30°C. A las 24 ho-
ras de reaccifn se toma lectura de las muestras a 475 nm contra un blanco
de agua o el &cido correspondiente de acuerdo a como se indica . El reac
tivo de Tracey se prepara afiadiendo a un frasco ambar 100 ml. de &cido
acético glacial, 10 ml. de dcido oxdlico al 5%, 24 ml. de agua destilada
y'16 ml. de anilina destilada. La anilina destilada y el reactivo de
Tracey deben guardarse en frasco ambar y en refrigeracion. E1 reactivo

no debe ser usado después de una semana de su preparacion.
6.3 DETERMINACION DE HEXOSAS (METODO MODIFICADO DE KLEIN-WEISMAN, 1953).

En el método de Klein-Weisman las hexosas son oxidadas por el dcido
sulfirico con formacion de formaldehido, el cual en presencia de dcido
cromotrdépico produce una coloracidn violeta proporcional 2l contenido de
hexosas. La eficacia del método analftico seleccionado fue confirmada,
as{ como los factores que interfieren sobre el desarrollo del color.
Para la determinacion de hexosas se elabord una curva estandard con glu-
cosa en agua dado que es 13 principai hexosa de los carbohidratos solu-
bles, de 1a hemicelulosa y componente Gnico en la celulosa. Se estudid
la interferencia de los siguientes factores sobre el desarrollo del color:
i) Longitud de onda mixima
2) Temperatura y tiempo de reaccién
3) Interferencia con xilosa
4) Interferencia con HC1 al 12% (v/v)

5) Interferencia con H,50, IN.
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6) Interferencia con H,S0, a1 67%

7) Interferencia con &cido nitrico-acético (1:10)

A continuacibn se describe el método analitico utilizado: se coloca 1 mil.
de 1a solucién problema en un tubo de ensayo afiadiendo a contfnuacidn con
bureta 5 ml. del reactivo'Qe Klein-Weisman. Los tubos de ensayo son ta-
pados y se colocan en un baflo de agua a ebullicidn durante 10 min. Los
tubos son enfriados inmediatamente al chorro de agua para leer en seguida
a 570 nm. contra un blanco de agua. Debido a que no existen diferencias
significativas con los dcidos se puede efectuar la lectura contra un blan
co dg aguad y es posible extrapolar todas las lecturas Eon la curva estan-
dard en agua.

Para la preparacién del reactivo de Klein-Weisman se disuelven 0.5 g de
&cido cromotrépico en 5 ml. de agua destilada, adicionando 205 ml. de
sto4 15M. El reactivo debe prepararse al instante, de lo contrario pue-

de ser guardado en refrigeracion con un méximo de 2 semanas.

7. DETERMINACION DE LIGNINA (METODO DE ETHLAND, M.J. 1977)

E1 material lignocelulésico tratado con un &cido fuerte permite la
hidrélisis de los carbohidratos y por lo tanto su solubilizacién, dejando
un residuo insoluble que por definicion es 1a lignina, la cual puede ser
determinada gravimétricamente (Ethland, M.J. & Col, 1977). Para efectuar
esta determinacién, se pesan 2 g. de material lignocelulésico seco
colocéndolos en un matraz :Erlenmeyer de 1 1. A continuacibn se adicio-

nan 20 ml. de HySO4 al 72% v/v, agitando de tal manera que el Scido cubra
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perfectamente la muestra. Después de 1 hora de reposo a 28-30°C se
afiaden 560 ml1. de agua destilada. E1 matrdz es tapado y se le
somete a 120°C y a 1 atm. de presion durante 1 hr. Después del tra-
tamiento térmico el contenido del matrdz es filtrado en caliente en
papel whatman No. 1 previamente tarado. La solucién se tira y el
papel filtro con la lignina se lava con agua destilada hasta que el
pH del agua de lavado alcance un valor cercano a 6. Después de 8
horas‘en una estufa a 70°C el peso obtenido indica el % de lignina
aparente. A continuacién se procede a determinar la lignina real
determinando las cantidades de protefna y cenizas insolubles que
quedaron retenidas en la lignina aparente. Para ello, de la lignina
aparente se toman de 0.04 a 0.06 g. para la determinacién de protefnz
por el método de Kjeldhal (ver I1.9) y 1 g. para la determinacidn de
cenizas (ver I1.8).

La forma de efectuar los cdlculos es la siguiente:

% Lignina aparente = Peso lignina x 100
Peso muestra

% Lignina real = % lignina aparente - (% cenizas + % protefna)
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FIG. I1.3 PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE LIGNINA

2 g. DE MUESTRA SECA

ml. de H,S0; AL 72%

REPOSAR A 28°C ~ 30°C/1 hr.

560 ml. de H,O DEST.

.

AUTOCLAVE 120°C/1 HR.

FILTRAR EN PAPEL WHATMAN

— 4

SOLUCION | l PRECIPITADO SECAR 8 HRS./70°C

LIGNINA APARENTE
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8. DETERMINACION DE CENIZAS.

Poner una clpsula a peso constante a 500°C. Pesar 5 g., carboni-

‘zar con mechero y meter en la cdpsula a la mufla cuidando que la

temperdtura no pase de 550°C. Se suspende el calentamiento
cuando las cenizas estén blancas o grises (si se observan puntos negros,
se humedgcen con unas gotas de agua destilada, se secan y se vuelven a
calcinar). Enfriar en desecador y pesar. Calcular el porcentaje de ce-

nizas.

DETERMINACION DE PROTEINA (METODO DE MICROKJELODHAL).

El1 principio de este método consiste en que al ser oxidadas las pro-
teinas y demfis materias orgdnicas por el &cido sulfirico el nitrdgeno pre
sente es convertido a sulfato de amonio. Al hacer reaccionar esta sal
con unad base fuerte se desprende amoniaco que se destila y se recibe en
un volimen conocido de &cido bérico. Por titulacidn del &cido no neutra-
1izado se calcula la cantidad de amoniaco desprendido.y asf la cantidad
de nitrfgeno de 1a muestra. E1 porcentaje de nitrégeno multiplicado por
el factor 6.25 nos da el porcentaje de protefnas (A.0.A.C.) Para la de-
terminacién de la fraccion de protefna retenida por 1a lignina aparente
se pesan de 0.04 a 0.06 g. de muestra en papel glassine y se colocan en
un matraz de microkjeldhal. A continuacion se afiaden 2 ml, de mezcla di-

gestora (300 ml. de H,50,, 100 ml. de HPO,, 3 g. de CuSO, y 3 g. de -
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diéxido de selenio). Se calientan hasta la total destruccién de la mate-
ria orgdnica, o sea hasta que el contenido del matraz este completamente
claro y no presente residuos negros de materia orgdnica. Después de ha-
berse enfriado el matraz de digestién, el residuo se disuelve en 1a menor
cantidad de agua posible (5-10 m1), se pasa al aparato de destilacién.

A la salida del condensador del destilador, se coloca un vaso de precipi-
tados con 15 ml. de &cido bérico al 4% y 2 gotas del indicador. Este in-
dicador se prepar§ mezclando 2 partes de una solucion de rojo de metilo
al 0.2% con una parte de solucidn alcoholica de azul de metileno al 0.2%.
Al iniciarse 1a ebullicion en el aparato de destilacion se afiaden lentamen
te (gota a gota) 20 ml. de NaOH 1:1 a} aparato de destilacion empezando
entonces 1a destilacifn hasta obtener 50 ml. de destilado. Se retira ?l
vaso del aparato de destilacifn y se titula con HC1 0.01IN hasta la apa-
ricidn del color verde. Se determina un blanco con un pedazo de papel
igual al qué se usé para la muestra. E1 contenido de nitrdogeno en la

muestra se calcula entonces utilizando la siguiente féGrmula:

N = (m}. HC1 del problema - ml. HC1 del blanco)x N x 0.014 x 100
g. de muestra

E1 contenido de proteina se calcula entonces:

% de protefna = IN x 6.25




III.

EXPERIMENTOS Y RESULTADOS




La linea de investigacion dentro de la que se encuentra enmarcado el pre-
sente estudio tiene como objetivo final el desarrollo de una tecnologia

que permita utilizar los desperdicios lignoceluldsicos en 1a alimentacidn
animal. Con el presente estudio se deseaba determinar la posibilidad de

utilizar el hongo comestible Pleurotus ostreatus con este objeto. Se de-

cidié emplear varias cepas de P. ostreatus en este estudio, ya que previa
mente no se habfa investigado sobre las posibles variaciones en los patro

nes de degradainn de la lignocelulosa entre diferentes cepas.

1. SELECCION Y ESTANDARIZACION DE METQDOS ANALITICOS

amt——

Los patrones de degradacién de las diferentes cepas de Pleurotus.os-
treatus fueron determinados en funcidn de los cambios de composicién del
sustrato lignoceluldsico. Los métodos tradicionales seguidos para el
anflisis de materiales lignocelulésicos como determinacién de fibra cru-
da (A.0.A.C.), en la cual sdlo se determinan cambios en el contenido de
" celulosa; fibra &cido detergente (A.0.A.C.) donde se emplea- H,50, IN con
reflujo de 1 hora,; en estas condiciones la hemicelulosa se separa y ini
camente se cuantifica celulosa y lignina.

Estos métodos no proporcionan la informacidn detallada necesaria ya que
se deseaba cuantificar cambios en el contenido de celulosa, hemicelulosa
y lignina.

La cuantificacidn en forma segura de &stos componentes era de suma impor-
tancia y su realizacion representaba varios obstéculos, principaimente pa

ra el caso de los polisacdridos.
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La hemicelulosa y celulosa son polisacdridos que no pueden ser
cuantificados directamente, sino que requieren de que inicialmente sean
extrafdos del material lignoceluldsico por medio de una hidrélisis selec-
tiva para que posteriormente se cuantifiquen los monosacéridos presentes
en cada extracto, realizdndose una extraccién con el método modificado de
Deriaz, cuantificando entontes en cada extracto.las hexosas y pentosas produci

das durante 1a degradacion de hemicelulosa y celulosa.
1.1 CUANTIFICACION DE PENTOSAS POR EL METODO DE TRACEY.

Para la cuantificacién de pentosas por el método colorimétrico de
Tracey, se procedis a elaborar uma curva esténdard de xilosa en agua, ba-
sdndose en las condicibnes reportadas por el método original. Se prepara
ron soluciones de.xilosa a concentraciones de 5 a 40 microgramos /ml. La
longitud de onda dekmdxima absorcién fue determinada en el tubo de mayor
concentracibn (Og/tg/ml) a temperatura ambiente 2 las 24 horas después
de haberse aﬂadido el reactivo de Tracey. La intensidad del color naran-
ja desarrollado fue medida en el intervalo de 440 a 500 nm. Encontrdndose
una longitud méxima a 475 nm. como 1o muestra la figura III. 1,

A esta misma concentracion de xilosa 'se determinaron absorbancias a 475
nm. a temperatura ambiente y a 30°C I2Cen intervalos de tiempo de 6,
19 y 24 horas después de haberse iniciado la reaccion. Los resultados se
muestran en la tabla IIl.1 Se puede observar que el mis alto valor de ab
sorbancia (0.79) fue obtenido a un tiempo de reaccién de 24 horas y a una

temperatura de 30°C ! 2°C. Por lo que l1a curva estdndard de xilosa se
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Tabla 111.1 Absorbancias determinadas a una concentraci6n de Xilosa
de 40 ug/ml a diferentes intervalos de tiempo, a temperatura ambiente y

a 30 + 2°C.

Amax - 475 .

Tiempo (hrs.)

Absorbancia A max 475mn.

19
24

t - ambiente t - 30+ 2°C

0.209 0.380
0.449 0.540
0.680 0.790
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elabord manteniendo enlo sucesivo los tubos de reaccidn en estas condicio-

nes. Enla figura 111.2se muestra la curva esténdard de xilosa en agua uti
lizada en los experimentos de degradacién para la cuantificacion de pento
sas. Se puede observar que en el rango de concentraciones de 5-q;/4-glml
se cumple la Ley de Lambert-Beer.

De acuerdo a la biliografia para 1a extraccion de hemicelulosa se tenfa

1a opcién de emplear diferentes &cidos; &cido sulfirico IN (Deriaz, 1961)
&cido clorhidrico 12% v/v (Browning,1977) o &cido acético-nitrico 1:10
(B.B. Acta, 1961). Para la extraccidn de celulosa se emplea Scido sulfi-
rico al 67% v/v (B.B. Acta, 1961). Dado que la cuantificacién de pento-
sas debe realizarse en éstos extractos, se procedid a evaluar las posibles
interferencias de estos dcidos en 1a determinacidn de peﬁtosas.
Inicialmente se prepararon soluciones base, tomando en cuenta las condi-
ciones (tiempos y temperaturas ) de reaccidn para la extraccién de celu-
losa y hemicelulosa (Crampton Maynard, 1938). As{ para los &cidos sulfG-
rico IN, clorhidrico al 12% v/v y nftrico-acético 1:10, se prepar§ uma so
lucidn con 50 miligramos de xilosa en 6 ml. de &cido, calentando durante
30 minutos en bafio marfa a ebullicién. Posteriormente se aford a 1 1t.
con H,0 destilada, teniéndose finalmente una concentracién de 50 micro-
gramos/ml. de xilosa. E1 blanco se prepard con 0.6 ml. del &cido corres-
pondiente aforando a 100 ml. con agua destilada. Para la préparacién de

1a solucidn base correspondiente, al &cido sulfirico al 67% v/v, se mez-
claron 25 miligramos de xilosa con 10 ml. del &cido. Se dej6 reposar du-
rante una hora a temperatura ambiente, posteriormente se afors a 500 ml.

con agua destilada. Obteni&ndose una solucién de 50 #g/mi. de xilosa.
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E1 blanco correspondiente se prepar§ con 2 ml de &cido sulfirico al 67%
v/v, aforando a 100 ml. con H,0 destilada.

De cada una de estas soluciones base, se tomaron 2 ml. y se mezclaron con
6 ml. del reactivo de Tracey, siguiéndose la metodologfa anteriomente
mencionada para la determinaci6n de xilosa (24 horas a una temperatura de
reaccibn de 30°ct 2°c.

Latabla:Il.2 muestra. las absorbancias obtenidas a diferentes concentracio-
nes de xilosa en diferentes medios Scidos. De acuerdo a las correlacio-
nes obtenidas, la curva estindard de xilosa, sigue 1a ley de Lambert-Beer
para todos los tratamientos dcidos (figuralll.3. Las pendientes corres-
pondientes son menores que la obtenida en 1a curva estindard de xﬂ&sa en
agua, a excepcifn del tratamiento con HZSO4 IN. Para evitar errores de
lectura en la determinaciSn de xilosa se requiere emplear la curva estén-
dard cspecifica para cada tratamiento &cido.

Dado que en los extractos de hemicelulosa se tienen mezclas de glucosa y
pentosa se decidid evaluar también una posible interferencia de las hexo-
sas en 1a determinacidn de pentosas. Los datos de la tabla HIL3 muestran
las absorbancias producidas por 1a glucosa al reaccionar con el reactivo
. de Tracey y su composicién con las curvas estindard de xilosa en los me-
dios correspondientes. En 1afigura II.4 se encuentran graficados estos da
tos, se puede observar que el nivel de interferencia que pudieran presen-
tar las hexosas en ta determinacidn de pentosas es mTnima para todos los
medios fcidos, no as{ en medio acuoso donde las pendientes de xilosa y
glucosa en agua son muy parecidas, una concentraciin de 40_#g/ml. de glu
cosa en agua presenta la misma absorbancia (0.4) que una concentracidn

de 40/9/-1. de xilosa en ¢! mismo medio.




Tabla 111.2 Interferencia de los &cidos en la determinaci6n de Xi-
losa por el método de Tracey.

Xilosa Cm;rol

Absorbancia A -475 nm.

medios 4cidos
pg/ml H,0 HyS0, IN  H,S0, 67%  HCl 128 HA-HD, 1:10
0 0 0 0 0 0
3 0.09 0.07
10 0.20 0.24 0.14 0.06 0.13
15 0.29
20 0.41 0.42 0.27 0.10 0.28
25 0.49
30 0.59 0.66 0.45 0.16 0.44
35 0.7
40 0.79 0.82 0.6 0.22 0.56
50 1.0 0.65
80 -0 - 1.05 —
Coef. de
corr 0.9997 0.9981 0.9937 0.9472  0.9989
Pendiente 0.0199 0.0199 0.0138 0.0131  0.0143
‘ Ordenada -0.0024 0.0228 0.0045 -0.1303  -0.0050
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TABLA III.3 ABSORBANCIAS DE MEZCLAS DE GLUCOSA CON REACTIVO DE

TRACEY DESPUES DE UN TRATAMIENTO ACIDO.

CONCENTRACION ABSORBANCTIA
{ug/m1) | CONTROL | SOLUCIONES DE GLUCOSA
XILOSA H,0 HCY al| HA-HNO; | H,SO,
EN Hy0 12% o 6%
10 0.20 0.08 | 0.04 | 0.002 -
15 0.29 - . - .
20 0.4 | o0.24] o0.015 ] 0.03 -
25 0.49 - . - .
40 . 0.79 0.39 | o0.035| - 0.020
80 0.1 | 0.2 0.04
160 0.07 | 0.25 0.10
320 0.16 | 0.36 1.85
360 0.26
Coef. corr | 0.9997 0.9811 0.9044
n 0.0199 0.0011 0.0005
b -0.0024 0.0112 0.2932
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Esta curva de xilosa en agua se emplea lnicamente para la cuantificacidn
de carbohidratos en 1a fraccion soluble, por 1o que la interferencia no
es de importancia, debido a que la cantidad de carbohidratos solubles en

el sustrato es minima.
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1.2 CUANTIFICACION DE HEXOSAS POR EL METODO MODIFICADO DE KLEIN-WEISSMAN

Las condiciones optimas para la determinacion de glucosa se fijaron
en base al efecto de diferentes variables: longitud de onda, tiempo de
calentamiento, concentracidn de Scido cromotropico e interferencia con
xilosa.

Segin Batgman (1970), para la preparacion del reactivo de Klein-Weissman,
se requieren 5 g. de &cido cromotropico (sal sédica) en 5 ml. de agua
destilada, mas 205 ml. de dcido sulfirico 15M. Sin embargo, segin Klein-
Weissman (1953) se requieren tan solo 0.1 g. del &cido en 1 ml. de agua
destilada y aforado a 50 ml. con &cido sulfirico 15M. Posteriormente De-
riaz (1961), reporté el uso de 0.5 g. de dcido cromotrSpico para la mis-
ma cantidad de agua y &cido sulfirico mencionados por Bateman. Por otro
lado Klein y Weissman reportan que la reaccién responsable del desarro-
110 del color se hace mis cuantitativa conforme la concentracion de dcido
cromotrépico es mayor (Kiein-Weissman, 1953). Por lo que es de suponer-
se que con 5 g, del mismo, se tenga la mayor cuantitividad.

Para exclarecer estos puntos, se procedié primero a determinar los picos
de maxima absorbancia para la reaccion de Klein-Weissman con glucosa a
concentraciones de 0.5 mg/ml., tomando 30 min. de calentamiento de acuer-
do a Kleir-Weissman (1953) y para la preparacidén del reactivo se siguie-
ron las indicaciones de Bateman (1970).

Lafigura 1115 muestra el pico de mixima absorbancia para la reaccién de
Klein-Weissman con glucosa. $e observan tres picos en el espectro visi-

ble, a 370 nm, de 450 a 470 y a 560 nm. A continuacién se preparé una
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s

solucién de glucosa (0.5 mg/ml) y otra de xilosa (1.0 mg/ml). Se hicfe-
ron dos varfiantes en la preparacion del reactivo de Klein-Heissmar;. En
una se emplearon 0.5 g. de &cido cromotrdpico, se disolvieron en 5 ml. de
agua destilada y se agregaron 25ml. de dcido sulflirico 15M. En la segun-
da variable se utilizaron 5 g. de &cido cromotrépico en lugar de 0.5 g.
Se tom5 1 ml. de 1a solucién de glucosa y otro de 1a solucién de xilosa y
s agregaron 205m:del reactivo de Klein-Weissman. Se colocaron en bafo
marfa a diferentes tiempos (20, 35, 50, 65 y- 80 min.). Posteriormente se
midié su absorbancia a diferentes longitudes de onda cercanos a 570 mm.
Segin ios resultados de 1a tablall.4, cuando se emplean 5 g. de &cido
cronot_rﬁpico. se tiene una longitud de onda mixima a 560 nm. y al emplear
0.5 g. del mismo para 205 ml. de HZSO4 (15M) se tiene un méximo de 570

. nm. Como se habfa supuesto, 1a cuantitividad de la reaccidn fue m.ayor al
contar con mis cantidad de dcido cromotrépico, pero se tiene también més
interferencia con xilosa.y' se consume més reactivo. Por todo 1o
anterior, se optd por usar el &cido a una concentracién de 0.5 mg/205 ml.
de H,S0, 15M.
En cuanto al tiempo de calentamiento, se buscd aquel en el cual se pu-
dieran leer concentraciones de glucosa pequefios, pues se esperaba que és-
ta disminuyera en el transcurso de l1a degradacion del sustrato por el
P. ostreatus. También se buscG que la interferencia con la xilosa fue-
ra 1a minima posible. Si se toma un tiempo de calentamiento de 80 min,
1a cuantitividad de 1a reaccién se mejora Para una misma concentra-
‘cidn de glucosa, la lectura de absorbancia es mayor conforme aumenta el

tiempo de calentamiento. Por ello, el rango de concentraciones que per-
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TABLA 11i.4 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ACLDO UROMOTROP1CO, TIEMPO DE CALENTAMIENTO I INTERFERENCIA
CON XILOSA SOBRE LA DETERMINACION DE NEXOSAS POR ¥l METODO DE KLEIN WEISSMAN

CARBCHIDRATO CONC. DE AC. ABSORBANCIA
CROMOTROPICO LONGLTUD DE ONDA (NM)
(mg/ml)
TIPO CONC 340 550 560 570 580 590

20 MIN. CALENTAMIENTO

GLUCOSA 0.5 0.5 0.211 0,221 0.232 0.232 0.231 0.216
XILOSA 1.0 0.5 - - - 0 - -
GLUCOSA 0.5 5.0 0.522 G.516 0.493 0.459 -
XILOSA 1.0 5.0 - - 0.254 - - -
35. MIN, CALENTAMIENTO

GLUCOSA 0.5 0.5 0.499 0.504 0.505 0.495 -
XILOSA 1.0 0.5 - - - 0 - -
GLUCOSA 0.5 5.0 - 9.921 0.917 0.970 0,914

XILOSA 1.0 5.0 - - - 0.443 - -
50 MIN. CALENTAMIENTO

GLUCOSA 0.5 0.5 - - 0.795 0.900 0.799 -
XILOSA 1.0 0.5 - - - 0.005 -

GLUCOSA - 0.5 5.0 1.351 1.401 1.401 1,357 1,295

XILOSA 1.0 5.0 - - 0.518 - - -
65 MIN. CALENTAMIENTO

GLUCOSA 0.5 0.5 - 0.901 0.935 0.950 0.937 -
XILOSA 1.0 0.5 - - - 0.024 -

GLUCOSA 0.5 5.0 - 1.256 1.299 1,256 - -
XILOSA 1.0 5.0 - - 0.556 - - -
80 MIN. CALENTAMIENTO

GLUCOSA 0.5 0.5 - - 1.134 1.142 1.118 -
XILOSA 1.0 0.5 - - - 0,037 - -
* GLUCOSA' 0.5 5.0 - 1.776 1.796 1.744 1.553 -
XILOSA 1.0 5.0 - - 0.748 - - -




mite, obtener lecturas de absorbancia se reduce. Ademds de que esnecesario
determminar concentraciones bajas de glucosa al final de la degradacién,
se requerfa determinar altas concentraciones al inicio (se podrian hacer
diluciones pero el error experimental aumentarfa). Por otro lado con el
espectrofotémetro empleado se obtiene menos error de lectura entre 0.01
y 0.1 de absorbancia. Por todo lo anterior se pensé que el tiempo de ca-
lentamiento mis adecuado corresponde al de 50 minutos.

Resumiendo, las condiciones Sptimas seleccionadas fueron:

Absorbancia méxima: 570 nm.

Tiempo de calentamiento: 50 minutos

Concentracion de &cido cromotrépico: 0.5 mg/205 ml. de HZSO4 15M.

Con las condiciones Gptimas se hizo una curva patrén de glucosa en agua
(Tabla m'..s_). Esta sigue 1a ley de Lambert-Beer hasta una concentracién
de 0.35 mg/ml que corresponde a una absorbancia de 1.2 (figuralll€, sin
embargo se pueden considerar lecturas confiables entre 0.01 y 0.8 de ab-
‘sorbancﬁ (de acuerdo al espectrofotdmetro usado).

La xilusa a una concentracién de 1 mg/m! da una lectura de absorbancia de
0.03 con lo que se puede concluir que la xilosa interfiere en un 100%
con la glucosa cuando 1a relacién de concentraciones fue de 100:1 (xi-
losa:glucosa); a 1o largo de 10s experimentos realizados, esta relacién
nunca se alcanzé.

Debido a que para la extraccién de hemicelulosa y celulosa era posible
emplear varios tipos de &cidos, se decidi6 evaluar posibles interferen-
cias en 1a determinacion de glucosa en los extractos. Se consideraron
condiciones drésticas, es decir se supuso que en las extracciones se ten-
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TABLA IIL1.5 CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA EN AGUA (METODO MODIFICADO DE
KLEIN WEISSMAN)

~ CONCENTRACTON DE GLUCOSA |  ABSORBANCIA
(mg/m1) (A= 570 nm) ‘
0.01 0.03
0.02 0.06
0.03 0.085
0.04 0.12
0.05 0.16
0.10 0.30
0.15 0.48
.0.20 0.66
0.25 0.80
0.30 1.05
0.35 1.20
0.40 1.30
0.50 1.50
Coef. de corr. = 0.99946
Pendiente (m) = 3,24945
Interseccidn (b)= -0.00670

Nota: La xfilosa en una concentracién de 1 mg/ml, dé
una Tectura de absorbancia de 0.03 a 570 m.,
al actuar con el reactivo de Klein Weissman a
las mismas condiciones anteriores.
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drfa glucosa como tal y no hemicelulosa o célulosa. Asi se elaboraron
curvas est&ndar de glucosa en los diferentes medios dcidos. De solucio-
nes de glucosa en agua, se tomd 1 ml. y se adicionaron Inl.del &cidv co-
rrespondiente, de tal manera que se obtuvieron concentraciones finales de
glucosa de 0.05, 0.10, 0.20, 0.25, 0.40 y 0.50 mg/ml. Posteriormente se
sometieron a calentamiento por 30 min. en bafio marfa. Se enfriaron al
chorro del agua y se tomo 1 ml. de cada uno para la determinacidn de glu-
cosa por el método de Klein-Weissman.

Lo mismo se hizo con 1a xilosa, de tal manera que se tuvo al final una
‘concentracion de 0.66 mg/ml, de donde se tomo también 1 ml.

Los resultados de estas pruebas estdn presentados en 1a tabla .6y figura
m7y se~pueden resumir de la siguiente forma:

a) Nitrico: Acético en una relacién 1:10.- La determinacién de hexosas
no pudo ser realizada, ya que este &cido impide que se forme el color vip
leta‘caractef!stico. dando mds bien un color amarillo en todos los tubos.

b) HCI al 12% v/v y H,50, IN.- Se observé que estos &cidos no interfie-

ren en la determinacion d: glucosa. (FigurallL7), sus pendientes son muy
“similares a 1a de la.curva esténdar de glucosa en agua. La interferencia
de 1a xilosa sobre l1a determinacién de glucosa en estos medios &cidos, y

en medio acuoso es despreciable en todos ellos.

c) sto4 al 67% v/v.- No hay interferencia con este Scido ya que forma

-parte del reactivo de Klein-Weissman en una concentracién 15M.
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TABLAD .6 INTERFERENCIA DE LOS ACIDOS EN LA DETERMINACION DE GLUCOSA

GLUCOSA ABSORBANCIA (X = 570 nm)
(mg/ml) MEDIO HCL H2504 AC-NIT-ACETICO
ACV0SO 122 v/v IN
0.05 0.16 0.14 0.23 0
0.10 0.30 0.29 0.38 0
0.20 0.66 0.54 0.70 0
0.25 0.80 0.68 0.85 0
0.40 1.30 1.00 1.10 0
8.50 71.50 1.20 1.40 0
CORR = 0.9994 0.9995 0.9974 -
M = 3.2494 2.6976 3.3209 -
INT. = -0.0067 0.0062 0.0334 -
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1.3 EXTRACCION DE CELULOSA Y HEMICELULOSA

Para 1a extraccién de celulosa y hemicelulosa se partié de los mé-
todos de Deriaz (1961) y el de Crampton-Maynard (1938), y en base a ellos
se obtuvo un método nuevo. No se empled el método de Derfaz como tal,
debido a que es muy largo y complicado, teniendo la desventaja de la ma-
yor probabilidad de pérdida de material durante la extraccién. (Apéndice
No. 1). Tampoco se empled el método de Crampton-Maynard debido a la di-
ficultad que se presentaba en 1a cuantificacidn de hexosas al emplear &ci
do nitrico-acético para la extraccion, como se observa en la figura 111.4,
El procedimiento seguido fue la seleccion del método de C.M. como procedi
miento de extraccién general en una primera instancia para evaluar poste-
riormente la eficiencia de diferentes &cidos.

Para la separacidn selectiva de celulosa y hemicelulosa se probaron los
efectos de los &cidos sulfldrico IN, &cido clorhidrico al 12% v/v y nitri-
co-acético 1:10, sobre diferentes celulosas: Celex P, Celex AE (de uso
comiin en cromatograffa) y papel Whatman No. 1 (finamente picado). Para
las extracciones se sigud el método de B. B. Acta (1961), solo que se
agregaron 3 ml. de &cido clorhidrico o de &cido sulfirico en lugar de
§cido nitrico-acético en el caso correspondiente. Se hizo también una
extraccidn “directa” empleando Gnicamente &cido sulfirico al 67% v/v.
Para el Gltimo caso se hicieron reaccionar 0.2g. de celulosa con 10 ml. de
&cido durante 1 hora a temperatura ambiente. En cada extraccifn se deter
mind glucosa por el método de Klein-Weissman modificado.

En la tabla II1.7 se resumen los resultados observandose que el porciento
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Tabla 111.7 Efecto de los tratamientos Scidos en la extraccifn de

celulosa.
Tratamiento Carbohidratos Tipos de celulosa
Celex P Celex AE Whatman # 1
l-leO4 IN Solubles 0.65 0.06 ND
Hemicelulosa 0.87 1.50
Celulosa 08,67 87.45
% Total 99,19 88.29
HC1 12¢ Solubles 0.69 0.0 ND
Hemicelulosa 1.4 0.5%
Celulosa 84.85 93,02
1 Total 86.95 93.57
HA-HM)3 (10:1) Solubles 0.73 ND 0.03
Hemicelulosa - ce--
Celulosa 97.70 64.48
{ Total 98.48 66.47
Directo Y Total 76,75 84.28 ND

N no determinado
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de recuperacion es bajo en la determinacion directa debido a que los &ci-
dos que extraen a 1a hemicelulosa ayudan a la liberacion posterior de la
celulosa.

E1 &cido sulfirico IN extrae mejor Celex P que Celex AE y con el &cido
clorh{drico al 12% v/v sucede lo contrario. No se puede decir que uno es
mejor que otro, sino que depende del tipo de celulosa.

En 1a fraccifn de hemicelulosa, extraida con 8cidos acético: nitrico,
unicamente fue posible determinar glucosa en el lavado. Se obtuvo una
lectura de absorbancia que correspondié a 5.68% de glucosa en Celex Py
1.96% en Papel Whatman No. 1. E1 color desarrollado en éste lavado no
fue precisamente el violeta caracteristico sino una combinacifén de viole-
ta y amarillo. Esto indica que a medida que 1a concentracion de acidos
acético:nftrico disminuye, 12 interferencia para 1a determinacién de glu-
cosa es menor. Sin embargo la dilucidn requerida es exagerada,

Se concluye que se puede emplear ya sea &cido sulfirico IN o &cido clor-
hidrico al 12% v/v con resultados similares, ya que estos &cidos no inter
fieren en la cuantificacidn de hexosas y aparentemente se tiene una ex-

traccifn aceptable.

2. ANALISIS Y SELECCION DEL SUSTRATO PARA LOS EXPERIMENTOS DE DEGRADACION

Para los estudios de degradacidn se requeria de un sustrato lignoce-
lul8sfco. Se pensd en la seleccién de un sustrato modelo en base a dos

criterios principales: 1) Que tuviera alto contenido de lignina y 2)
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Que su produccidn en el pais fuera alta. Entre los esquilmos agricolas
més abundantes en México se encuentran el rastrojo de maiz y e} bagazo
de cafia. (Tabla 1.1). Ademis de ellos se decidid analizar también a la
cascarilla de arroz debido a que es un material con un alto contenido de

lignina.

2.1 ANALISIS QUIMICOS

La tabla No.IIL'3 mestra las composiciones en base seca respectivos.
De acuerdo a estos resultados el sustrato que presents mayor contenido de
lignina es la cascarilla de arroz, 19.18%. La celulosa se encuentra en
mayor proporcién en el rastrojo de mafz, 28.18%. Por su contenido de
lignina, la cascarilla de arroz podria seleccionarse como sustrato modelo,
sin embargo su contenido de cenizas (19.06%) es muy elevado, haciendo que
1a proporcidn de los otros componentes disminuya. Por ello el rastrojo
de mafz, a pesar de tener menos lignina (14.06%), fue seleccionado como
sustrato modelo para el presente estudio, ya que también su contenido de

celulosa es relativamente alto (28.18%).
2.2 ANALISIS FISICOS
Anflisis de tamaho de partfcula.

Ademds de seleccionar la materia prima, fue necesario seleccionar las

condiciones de experimentacion. EV tamafio de particula era una variable

importante ya que esto tiene efecto sobre 1a retencidn de la hume-
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TABLA IIT.8 COMPOSICION DE DIFERENTES ESQUILMOS AGRICOLAS *
(Base seca)
RASTROJO CASCARILLA BAGAZ0 OLOTE DE
COMPONENTE DE MAIZ DE ARROZ DE CARA MAIZ
b4 ) 4 X 4
CARBH. SOL 0.839 0.48 8.11 3.1§
HEMICELULOSA 36.01 30.72 44.31 42.28
CELULOSA 28.18 19.42 26.89 17.74
LIGNINA 14.06 19.18 15.31 10.47
CENI1ZAS 4.98 19.06 2.12 3.12
TOTAL T 84,07 85,86 2606 26,76

% El temaiio ds particulas: mallas 18 y 100
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dad y sobre la aereacidn. Se realizaron pruebas de tamizacidn para
una muestra pequefa y representativa; de esta forma se homogehe1zaron
las condiciones para experimentos posteriores, las muestras que se
tomaron fueron representativas y la manipulacién del material se
facilité. Se tomaron las muestras de rastrojo de mafz, cascarilla
de arroz y bagazo de cafia y paslndqlas por tamices de diferentes
tamafios, se determiné el porcentaje de material retenido en cada
malla.

En la tabla III1.9, se obsgrva que entre las mallas 35 y 100 se retie-
ne el mayor porcentaje de material molido. De acuerdo a esto sr
decidi6 que este era el tamafio de particula conveniente. ademfs de
ser de un tamafio pequefio. Considerando que para tener un buen
desarrollo del hongo, se requiere una hume&ad 6ptima de 70% (D. S.
Kim, 1980). Se procedif a dntehninar los porcentajes de espacio
vacio a diferentes contenidos de humedad, con objeto de evitar.un

exceso de agua y aereacién deficiente.

Determinacifn del porcentaje de espacio vacfo del rastrojo de
mafz:

Del tamafo de particula seleccionado anteriormente, se broced16
a determinar el porcentaje de humedad miximo que el rastrojo de
mafz retiene, sin alcanzar condiciones de anaerobiosis. Para ello
s¢ hizo una curva de densidad en funcion del porcentaje de humedad,
con 1o que se determind el porcentaje de humedad mfiximo y el por-
centaje de espacio vacfo. La curva se'reaiizG midiendo el volumen
con una probeta de 100 ml. Se determinaron dos densidades, una de
un volumen compactado y otra con un volumen sin compactar. Los

resultados se muestran en la tablla II1.10.
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TABLA II.,9 DISTRIBUCION DE TAMANOS LE PARTICULAS DE LOS MATERIALES
LIGNOCELULOS1COS (Molidos)

PORCENTAJE DE MATERIAL RETENIDO
MALLA (i0.) RASTROJO DE MAIZ CASCARILLA DE BAGAZO DE CARA

ARROZ

18 11.65 2.35 -

20 5.05 4.70 1.91

35 30.53 27.02 -

80 - - 88.56

100 43.31 50.0 9.54

150 5.81 12.27 -

150 3.65 3.62
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TABLA II1.10 DETERMINACION DE LA DENSIDAD Y PORCENTAJE DE_ESPACIO VACIO DEL RASTROJO DE MAIZ

(MALLAS 18-100)
4 (9) Voldmen sin Volimen com- sin com- compac- | %.Espacio
Humedad Peso compactar (ml) pactado (ml) pactar (g/ml) tada (g/m1) vacfo
0 4.96 35 25 0.1458 0.1984 91
20 5.83 40 20 0.1458 0.2915 84.55
40 8.53 42 20 0.2033 0.4270 69.40
60 11.53 44 20 0.2621 0.5765 56
70 14.80 40 20 0.3700 0.7400 39.70
71.4 15.40 40 20 0.3850 0.7700 36.70
80 22.20 40 22* 0.5550 1.0091 11.54
90 42.73 42 30.40 1.0174 1.4243- 11.6
1.0683

* Empieza a haber separacifn de agua en el momento de compactar.




De los resultados obtenidos hasta un 71.4% de humedad, el rastrojo de -
mafz logra todavia absorber el agua, siendo esta (1tima, la adecuada pa-
ra el desarrollo del hongo; asi mismo se observé que no hubo apelmaza -
miento del sustratd. por lo que se facilita la difusion de 02 en el medio
impidiéndose 1a anaerobisis. ( Figura II.8)

Se concluye que el tamafio de partfcula adecuado se encuentra entre las
mallas 35 y 100 y el porcentaje de humedad de 71.4 con un porciento de
espacio vacfo de 36.70. E1 porciento de espacio vacfo se obtuvo restando
el volimen real al volimen aparente del rastrojo de mafz no compactado,

dividiendo entre el voldmen real.

3. ESTUDIO DE LOS PATRONES DE DEGRADACION DEL RASTROJO DE MAIZ POR
PLEUROTUS OSTREATUS

Para poder determinar las condiciones a las que el hongo (P. ostrea-
tus) es capaz de degradar una mayor cantidad de lignina, se estudio el
efecto de:

- E1 procedimiento de inoculacidn
- El1 mezclado del sustrato después de un periodo de inoculacidn inicial.
- E1 tratamiento térmico del sustrato.

- Las condiciones de aereacion durante la incubacién.
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3.1 MODELO EXPERIMENTAL INICIAL.

Se realizd un experimento inicial en el que se emplearon las condi-
ciones que se creyeron mis pertinentes, tomando en consideracién la bi-
bliograffa revisada. En este experimento se pretendia unicamente conocer
las caracteristicas de crecimiento de las diferentes cepas de P. ostrea-
tus sobre el rastrojo de mafz y medir su capacidad de degradacidén de lig-
nina, celulosa y hemicelulosa. No se esperaban resultados completamente
satisfactorios sino unicamente se buscaba construir un modelo del cual

.partir y hacer modificaciones pertinentes para lograr el objetivo plantea
‘do.
La manera como se prepard el sustrato asi como las caracterfsticas del
inbculo, se describieron en el capftulo de materiales y métodos. Una
vez preparado el rastrojo de mafz, se ésterilizé por 30 min. en autocla-
ve y a2 una presién de 1.1 Kg/cm2 (1a mayorfa de los autores consideram
las mismas condiciones de esteriliiacién para los sustratos empleados en
sus estudios (Zadrazil, 1980). Posteriormente se colocaron tres indcu-
los en 1a superficie del sustrato. De esta forma se prepararon y sembra-
ron 12 medios para cada cepa de P. ostreatus,incub&ndose de acuerdo a co-
mo se sefiala en Materiales y Métodos, 2 los 14 dfas de haber sido inocu-
‘lados; se observé su desarrollo (Tabla II.11), analizéndose 1a composi-
cién de los sustratos (carbohidratos solubles, hemicelulosa, celulosa,
lignina y cenfzas) de las cepas que presentaron un desarrollo regular.
(Tabla M.12) De 1a primera tabla se observa que de las cepas B, F.B.,
P, P.Q., y 8x3, solo en 2 de los 12 sustratos sembrados, se presentd de-
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Tabla 111.11

Caracteristicas de crecimiento de las cepas de Pleurotus

gstreatus en el rastrojo de maiz despufs de 14 dias de incubacién.

Cepa # de frascos con
crecimiento *

‘Tipo de micelio

Crecimiento

Intensidad Caracteristicas

B 2 extendido regular  penetraci6n en
algodonoso el sustrato,ex
pancién por las
paredes del
frasco
FE 1 extendido escaso superficial
algodonoso -
FB 2 extendido regular penetracién en
algodonoso el sustrato
F-2 1 extendido escaso suwperficial y
algodonoso sobre ei micelio
H-1 1 ext. algod. escaso superficial
P 2 compacto regular interno
algodonoso
PQ 2 compacto regular penetracitn en
. algodonoso el sustrato
| :4' 1 ext. algod. escaso superficial
-8X3 2 ext. en forma superficial con
algodonosa regular escasa tendencia
my fina a penetrar en

el sustrato.

* El nfmero inicial de frascos fue de 12 para cada cepa.
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TABLA III.12 COMPOSICION Y PERDIDA DE LOS COMPONENTES DEL RASTROJO
DE MAIZ INOCULADO CON CEPAS PLEUROTUS OSTREATUS DESPUES DE 14 DIAS
DE INCUBACION (CONDICIONES DE ACUERDO A LA SECCION 3.1)

CEPAS PLEUROTUS OSTREATUS
COMPONENTES ~ CONTROL*

B FB P PQ 8x3

Carb. Solubles 7.38 3.61 3.43 3.21 65.66 4.18
Hemicelulosa 37.60 39.55 39.22 49.73 35.77 30.61

Celulosa 27.29 31.53 32.84 34.85 30.54 29.48
Lignina** 20.38 21.71 20.97 21.37 19.82 20.15
Cenizas  6.86 6.00 6.13 6.65 7.61 7.47
XTotal 99.51 102.4 102.59 115.81 39.30 91.89

PORCENTAJE DE PERDIDA DE LOS COMPONENTES

Carb. Solubles 51.08 53.52 56.50 30.89 47.99

Hemicelulosa 0.00 0.00 0.00 14.49 25.24
Celulosa 0.00 0,00 0.00 0.00 0.80
Lignina** 0.00 0.00 0.00 12.3¢ 9.2
Peso*** 0.00 0.00 0.00 - 9.86 8.17

* £] control representa el analisis del rastrojo de mafz después del
tratamiento témico y previc a la inoculacién.

** |a determinacibn de lignina fue unicamente corregida por contenido
de cenizas.

#++ |3 pérdida del peso total del sustrato fue calculada asumiendo u-
na base constante de cenizas
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sarro}lo, 1legando a penetrar completamente el micelio en el sustrato.
Sin embargo, a pesar de esa penetracidn se encontré que B, F.B. y P, no
causaron una degradacion apreciable sobre alguno de 10s componentes del
sustrato (Tabla I.12), mientras que las cepas P.Q. y 8x3 degradaron lige-
ramente hemicelulosa y lignina.

La falta de homogeneidad en el desarrollo del micelio, indicaba que las
condiciones de experimentacién no eran todavia las adecuadas para asegu-

rar una degradacidn considerable de sustrato.
3.2 PROCEDIMIENTO DE INOCULACION

E1 sustrato preparado de igual forma que en el experimento anterior
fue ahora inoculado repartiendo 3 infculos en el interior del sustrato y
otros 4 sobre'la superficie del mismo. Para este experimento se utili-
23ron solamente las cépas B, P, PQ, 8x3 y F.B., ya que éstas fueron las
dnicls que presentaron un desarrollo considerable en el expérinento ante-
rior. A los 21 dfas de incubacién se observaron diferencias an el desa-
ssollo del micelio entre sustratos inoculados por la misma cepa. Se de-
cidié analizar el sustrato donde se presentaba menor y mayor desarrollo,
para poder determinar una eventual relacién entre el desarrollo del mice-
lio y 1a degradacién de alguno de los componentes del material lignoceluy-
16sico. La cepa F.B. no fue analizada por no presentar desarrollo en el
momento del anflisis. En la tabla II13 se muestran los porcentajes de
pérdida correspondientes a cada uno de los componentes del sustrato. La

degradacibn de 1ignina fue nula, a excepcién del sustrato donde la cepa
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Tabla 111.13

Conpoéici&\ y pérdida: de los componentes del rastrojo de maiz inoculados con las
cepas de Pleurotus ostreatus después de 21 dfas de incubacibn. (condiciones de acuerdo a la seccién

3. 2).
Componentes Control Cepas de Pleurotus ostreatus
B++ Be P++ P+ PO++ P+ 8X3++ 8X3+
Carb. solubles 8.91 2B71 8,28 4.97 6.56 2.73 7.46 2,95 7.29
Hemicelulosa  31.60  27.95 52.78 51.25 31.23 29,47 30.38 32.47 31.16
Celulosa 32.35  31.96 26.26 34.28 30.04 32.51 29,32 33.90 34.18
Lignina 17.86  20.12 20.05 20.53 20.06 16.28 20.47 19,71 19.55
Cenizas 6.74 7.50 7.70 7.40 7.10 7.17 7.45 7.38 1.1
% Total 97.46  90.24 115.07 118.43 95.00 88.26 95.08 96.41 99.20
Porcentajes de pérdida

Carb. solubles 72,66 18.66 49.20 30.11 71,20 24.25 69.76 22.44
Hemicelulosa 20.51 ND ND  6.18 12.34 13.02 6.16  6.52
Celulosa 11.21 28.95 3.49 11.85 5.54 18.00 4.29  0.00
Lignina 0.00 1.74 g¢.00 0.00 14.32 0,00 0.00 0.00
Peso 10.13  12.47 B8.%2 8.67  5.20

ND. no determinado
++ mayor desarrollo de micelio , + menor desarrollo de micelio.

5.07 6.00 9.53




PQ presenté mayor desarrollo, teniendo un porcentaje de pérdida de ligni-
na de 14.32. La degradacidén de lignina en el sustrato donde presentl me-
ncr desarrollo la cepa B fue minima (1.74%).

En 1o que respecta a la degradacidon de celulosa, en general, los sustra-
tos donde las cepa B, P y P.Q. presentaron menor desarrollo, tuvieron ma-
yor degradacidon de celulosa.que en los sustratos donde estas mismas cepas
presentaron mayor desarrollo. La degradacion de hemicelulosa fue baja y
similar entre 1a mayorfa de las cepas, independientemente de su grado de
desarrollo..

La cegradacion de carbohidratos solubles fue mayor en los sustratos con
mayor desarrollo de micelio para cada una de las cepas. Estas durante
su desarrolio necesitaron de una fuente de carbono mis directa proporcio-
nada por los carbohidatos solubles. En casi todos los casos, los sustra-
tos donde las cepas presentaron menor desarrollo se registrd una degra-
dacién mayor de celulosa, pero menor degradacidn de carbohidatos solubles.
Sin embargo al considerar conjuntamente proporciones de celulosa y carbo
hidratos solubles que constituyen el sustrato degradado en cada caso, se
obtienen valores similares entre 1as cepas de mayor y menor desarroilo.
Por ejemplo, al sumar las composiciones de carbohidratos solubles y celu-
losa de los sustratos donde 1a cepa B presentd mayor y meno} desarrolilo
se tiene una proporcidn similar, E1 sustrato donde la cepa B presentd
mayor desarrollo tuvo en su composicidon 2.71% de carbohidratos solubles
y 31.96% de celulosa sumando 34.67%, el sustrato donde esta misma cepa
presentd menor desarrollo tuyo en_su composicién 8.28% de carbohidratos

solubles y 26.26% de celulosa sumando 34,54%,
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Esto indica que posiblemente la celulosa degradada y no utilizada ain por
el hongo para su desarrollo estd siendo cuantificada en la fraccion solu-
ble.

A los 56 dfas de incubacidn se reaiizé un segundo andlisis de los sustra-
tos donde se presentd un mayor desarrollo. Para la cepa 8x3 fue posible
analizar muestras de dos diferentes sustratos, mientras que para las ce-
pas F, F.B., P y P.Q., solo se efectud el andlisis de una sola muestra,
ya que en 1a mayorfa de los sustratos el desarrollo fue escaso. Los re-
sultados del andlisis se muestran en 1a tabla .14 . Con las cepas F.B.
y B no se registrd una degradacién de lignina, ain en el perfodo mayor
de incubacion. Las cepas P, P.Q. y 8x3 degradaron mds celulosa y hemice-
lulosa, que en el periodo de incubacion de 21 dfas. A pesar de que el
nimero de indculos en el sustrato fue mayor que en el experimento ante-
rior, el porcentaje de pérdida de lignina fue similar, habiendo unicaménte
una mayor degradacion de carbohidratos en general, no teniéndose aﬁn:]as
condiciones adecuadas como para alcanzar un desarrollo homogéneo del mi-

celio en todos los cultivos.
3.3 EFECTO DEL MEZCLADO DEL SUSTRATO.

En experimentos realizados por Kirk (1976), se observd que los cul-
tivos inoculados con hongos degradadores de 1ignina deben permanecer es-
t&ticos por lo menos durante los primeros 10 dias de-incubacidn, para
. permitir que se establezca el contacto necesario entre la ligniﬁa y el

micelio. Posteriormente los cultivos pueden ser agitados para incremen-
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Tabla 111.14 Composicién y pérdida de los componentes del raStrojo de maiz
inoculado con las cepas de Pleurotus ostreatus despufs de 56 dfas de incubacién

(condiciones de acuerdo a la seccidn 3.

Componente Control

Cepas de Pleurotus ostreatus

B FB P PQ 8X3 &
Carb. solubles 8.91 3.23 5.26 3.99 3.93 5.19 +
Hemicelulosa  31.60  -31.51  37.88 44,27 22,39 37.76 &
[
~N
o Celulosa 32.35 36.51 33,10 34.24 33,80 35.10 +
Lignina 17.86 21.07 20.79  18.90  15.06  15.83 +
Cenizas 6.74 7.37 7.75 8.70 8.47 9.21 +
% Total 97.46 99.69 104.78 110.10  87.10 103.04
Porcentajes de pérdida
—T&rH. solubles 66.85  48.66  65.31 65.17  57.%
Hemicelulosa 8.81 4.25 0.00 43.63  12.48
Celulosa 0.00 11.01  18.00 16.63  20.67
Lignina 0.00 1.2¢ 18,02 17.7M 35.17
Peso 8.55  13.03 22.53  20.31 _ 26.78
~ % Promodio de 2 determinaciones.




tar la difusion del oxfgeno al sustrato, observdndose que de ésta manera
se incrementa la degradacidn de lignina.

Baséndose en estos estudios, se decidid realizar el experimento anterior
utilizando las cepas que habfan presentado un menor desarrrollo (F-2,

F-E y PV). Después de 14 dfas de incubacidn se mezcl§ el sustrato con
una varilla de vidrio procurando homogeneizar el material lo més posible.
Los frascos con el sustrato fueron nuevamente cubiertos con sus tapas ori
ginales e incubados a las mismas condiciones. Después de 21 dfas de ha-
berse efectuado el mezclado, ninguno de los 12 frascos inoculados con la
cepa FE presentd desarrollo. En solo uno de los 12 frascos inoculados
con la cepa PV se desarrollo micelio cubriendo en este caso completamente
el sustrato. En sustratos inoculados con la cepa F-2, se present§ desa-
rrol16 en 6 de los 12, siendo este caracteristico de 1a cepa, por presen-
tar pequefias partes de micelio distribufdas en todo el sustrato y no el
micelio continuo caracterfstico de las otras cepas.

E1 desarrollo unicamente de 1a cepa F-2 fue debido probablemente a que el
tiémpo de penetracion del micelio no habfa sido suficiente como para que
el micelio de las cepas PV y FE se pudieranfijaral sustrato. Es también
posible que estas cepas sean méis susceptibles al dafio mecénico.

E1 sustrato inoculado con la cepa F-2 fue analizado tomando muestras de

2 frascos diferentes a los 27 y 62 dfas, de incubacidon después del mezcla
do. Los resultados del andlisis se encuentran en la tabla III.15.

De acuerdo a los resultados se observa que en general los porcentajes de
pérdida de carbohidratos solubles, hemicelulosa y celulosa se incrementa-

ron conforme transcurre el tiempo, sin embargo los porcentajes de pér-
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Tabla 111.15 Composicién y pérdida de los componentes del rastrojo
de mafz inoculado con la cepa F-2 a los 27 y 62 dfas despufs de que el
sustrato fue mezclado.

mte Control Cepa. de Pleurotus ostreatus F-2

27 dfas * 62 dfas *
Carb. solubles  8.91 3.81 3.5
Hemicelulosa  31.60 28.80 28.08
Celulosa 32.35 29.74 32.35
Lignina 17.86 23.18 22.29
Cenizas 6.74 . 8.2¢ 9.34
 Total 97.46 93.75 95.55

Porcentajes de pérdida

Carb. solubles 64.78 71.97
Hemicelulosa 25.65 34.52
Celulosa 24.60 27.23
Lignina 0.00 9.97
Peso 18.00 27.02

* Promedios de 2 determinaciones.
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dida de lignina no mejoraron con respecto ai experimento anterior.

En conclusin el mezclado del sustrato no es conveniente a los 14 dias
después de 1a inoculacidn, debido a que no se obtuvo un desarrollo homo-
géneo del micelio. Unicamente 1a cepa F-2 se desarroll5 después de haber
se mezclado el sustrato, las otras cepas (FE y PV) tal vez no resistie-

ron el dafio mecénico.
3.4 EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO SOBRE EL SUSTRATO.

En vista de que el crecimiento del micelio en el sustrato no fue ho-~
mogéneo y que los porcentajes de pérdida de lignina no mejoraron notable-
mente, se procedid a analizar los cambios ocurridos en el rastrojo de -
mafz al variar las condiciones de esterilizacifn, ya que se pensd que
un tratamiento térmico fuerte sobre el sustrato probablemente produce
algin compuesto toxico que inhibe el crecimiento de los hongos, por lo
que se optd a variar las condiciones de esterilizacion del sustrato con
el objeto de obtener 1a homogeneizacidon del micelio y una mayor degrada-
cion de 1ignina. Las variaciones en las condiciones de "esterilizacidn"
consistieron en tratamientos leves y fuertes sobre el sustrato. E1 més
leve consistia en mantener el sustrato durante 1 hora a 65°C en una es-
tufa. En un segundn tratamiento, el material fue colocado en un autocla-
ve donde después de purgar durante 5 minutos, se permitio que la presidn
en ella alcanzara 0.1 Kg/cm2 desconectando entonces inmediatamente. En
un G1timo tratamiento, se dej6 que 1a presién subiera a 1.1 Kg/cm2 en el

autoclave, desconectando inmediatamente.
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Para este experimento se prepararon 8 frascos con sustrato para cada uno
de los tratamientos térmicos.  Dos de los culles se analizaron quimicamen
te y se sembraron los 6 restantes con las cepas P, B y FB (2 frascos por
cepa), colocando 3 inSculos en el interior del sustrato y 4 en la super-
ficie. La tabla IL16 muestrael desarrollo de las cepas en el sustrato a
los 14 dfas de haber sido inculado, y la tabla M.17 la composicidn.

E1 anflisis de los diferentes tratamientos térmicos muestran que no exis-
te diferencia notable ent}e los porcentajes de composicién del sustrato.
Comparando los resultados con el blanco (sustrato sin tratamiento térmi-
co), se observd un incremento en los porcen'tajes de lilgnina y carbohidra-
tos solubles, sin existir cambjos notables en 1a fraccién de hemicelulosa
y celulosa. E1 incremento hfzo que los porcentajes totales subieran res-
pecto al blanco, a co!\secuencia de un probable aflojamiento de las estruc
turas, de tal manera que se puede cuantificar mejor cada una de las frac-
ciones.

En cuanto a las cepas sembradas, se observd (Tabla II.16) un mayor creci-
miento del micelio en los sustratos que habfan sufrido los dos tratamien-
tos térmicos mis fuertes.

El sustrato tratado térmicamente a 65°C durante 1 hora e inoculado con la
cepa B presentd una coloracién verdosa, por 10 que se pensd en una posi-
ble contaminacidn, debido a que el tratamiento térmico no fue el suficien
te como para causar una "esterilizacién" adecuads en el sustrato, compi-
tiendo ¢l hongo en estudio con 1os microorganismos contaminantes.

Se procedis a realizar un anklisis de varfanza por e) método dgl‘ rengo,

con el objeto de determinar si existfan diferencias significativas entre

128




Tabla 111.16 Crecimiento de las cepas de Pleurotus ostreatys P, B

y FB despufs de 14 dias de incubacién en rastrojo de maiz sometido a
diferentes tratamientos térmicos.

Tratamiento témico Cepas de Pleurctus ostreatus
P B FB

Estufa 65 °C/1hr. 5 2 3 4 5 4

Autoclave purgsr S min. a 0.1Kg/cm*

wn
E-3
W
»
w
w

Autoclave hasta 1.1Kg/cm® desconec-
tando inmediatamente 1 2 3 2 3 3

Autoclave 30 min. hasta 1.1Kg/cm?

N
~N
W
o
0~
w

Clasificaci@n del crecimiento observado del micelio en el sustrato

gon la siguiente escala: 1. My bueno, 2. mcno. 3. Regula, 4. Malo,
. Nulo.
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Tabla 111.17 Composicién del rastrojo de maiz después de diferentes
tratamientos térmicos.

Componente Tratamiento témico

Control a b c d

Carb. solubles 0.84 6.60 8.03 8.07 8.90

Hemicelulosa 36.01  36.21 34.00 36.57  31.59
" Celulosa 28.18  29.18 30.21  32.70  32.3§
Lignina 14.86  18.12 1811  17.27  17.86
Cenizas 5.96 7.19  6.85 6.45 6.61
1 Total .85.85 97,29 97,18 100.89 97.34

nota; cada resultado es el promedio de 2 anflisis,
control: rastrojo de mafz sin tratamiegto témico.

a. 1 hr. a 65°C, b. Autoclave 0. H(g/cm , C. Autoclave 1. ll(g/cn R
d. Autoclave 30 min. a 1.1 Kg/cmZ.
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los crecimientos del micelio a los diferentes tratamientos témmicos. Los
cdlculos se presentan en el Apéndice No. 2. De donde se observa que no
hay diferencia significativa entre los tratamientos 1 y 2, pero si entre
2y3ylya.

Se decidi6 1levar a cabo el tratamiento 2 (autoclave hasta 1.1 Kg/_cm2 de
presion y desconéctar inmediatamente) en los experimentos posteriores,
por facilidad de manejo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos realizados para
conocer el efecto del nimero de indculos, mezclado y tratamiento témico
"'sobre el sustrato, se observd que con las dos primeras variaciones mencio-

. nadas, e[_crecimiento del micelio se favorecid ligeramente sin llegar a
'unikhomogeneidad completa ain considerando una misma cepa. En cuanto a

1a variacidn en el tratamiento térmico, se vi6 que el mejor tratamiento,
corraponde al que se habfd estado empleando en los - experimentos anterioras y jun-
to con el de autoclave hasta 1.1 Kg/cmz de presifn y desconectar inmedia-
tamente, sin haber diferencia significativa entre ambos. Sin embargo se

optd por emplear el segundo tratamiento, unicamente por facilidad de pre-
paracién del sustrato.

En conclusion: Todas las variaciones antes mencionadas al modelo experi-
mental inicial, no permitieron un mayor desarrollo del micelio, as¥ como
.tampoco una degradacidon de lignina apreciable, por 1o que se decidid per-

mitir la transferencia de gases al sistema.
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Zadrazil (1972) reportd que el sustrato con 28% de cnz en volimen favo-
rece el desarrollo del hongo e incrementa la degradacién de liynina,

por 1o que se procedid a elaborar calculos para determinar el contenido
de CO2 del medio.

S1 se tienen 5 g. de rastrojo de maiz en un frasco de 100 ml. de capaci-
dad, con un contenido de humedad de 71.4%, y un volimen compactado de
20 ml, quedan por lo tanto, 80 m. de aire. Suponiendo que existe un 20%
ldefpérdida‘de material durante el crecimiento del hongo P. ostreatus
y suponiendo que toda esa pérdida es como C0,. Un gramo de CO2 produci-

do equivale a 0.02272 moles obtenidos de la relacidn:
Nep = 1
c°2' ¥ g/gq mol
‘tsas moles de coz ejercen una presién de 7.02 atm.

RT
co, (€0,

PCO = (0.0227273 moles)(0.082054 1 atm )(301.15°K ) = 7.02 atm

2 mol°K  0.08 17
Siendo mayor que la presidn atmosférica por 10 que resulta imposible, lo
que indica que hubo un intercambio forzoso de gases.
Considerando que el frasco estuviera bien cerrado se hicieron los siguien
tes clculos.
A las condiciones de presién y temperatura a las que se trabajé en el la-
boratorio se calculd el nimero de moles de CO, presente en la atmisfera
siendo este de 0.002496
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n Py o

0. atm .

S{ el voldmen vacfo que se tiene en el frasco es dg 80 ml. y st 1a canti-
dad de 002 Sptimo para el desarrollo del hongo es de 268% el volumen ocuﬁg
do de 002 es de 22.4 ml.

v X v n
co,, 00, 't "cO
2 2 . 2y

n, 't

t

v . 90 x 28% |
COZ m 22.4 m!

Conociendo el volimen puede obtenerse el numero de moles de (:l)2 en el frag
co siendo este de 0.00070, lo que corresponde a 0.031 g. de coz. siendo
los gramos que podrfa perder el sustrato durante la fermentacifn.

n
Co, = 0.0224 1 (0.0024963 moles) ., 4 00070 moles

9002 = 0.031 gramos

Segin los resultados obtenidos se tiene que para un contenido de cl)2

de 28% solo se lograrfa una pérdida de peso de 0.62%, por 1o que se re-
quiere de un medio capaz de intercambiar 002 y oz. Por 1o anterior las
tapas originales del frasco fueron cambiadas por placas de hule espu-
ma de 0.5 cm. de grosor, cubfertas con papel aluminio.
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4. DETERMINACION DE PATRONES DE DEGRADACION DE LA LIGNOCELULOSA POR
"CEPAS DE P. OSTREATUS.

4.1 PRIMER EXPERIMENTO.

De acuerdo a los resultados obtenidos durante los experimentos preli
minares, se seleccionaron las condiciones para la realizacién de los ex-
perimentos de degradacion. El1 tratamiento térmico de) sustrato consistié
en permitir que el autoclave alcanzara la presién de 1.1 Kg/az desconec
tando inmediatamente, retirando los sustratos de la misma hasta que la
presién habfa descendido a 1a atmosférica. Se decidi6 realizar la inocu-
lacidn del rastrojo de mafz con 3 inbculos repartidos en el interior del
sustrato y 4 en 1a superficie del mismo. Los inculos consistieron de cu-
bos de 0.5 cm x 0.5 cu‘. de lado, cortados del margen de una colonia en
crecimignto en medio de agar-malta. Los frascos se cubrieron con una pla
ca de hule espuma de 1/2 cm. de grosor, colocandose encima de ésta papel
aluminio. La incubacién se realiz6 a 28-30°C. Las cepas seleccionadas
para esta parte del estudio fueron 8, FB, P, PQ y 8x3 por haber sido las
que en los experimentos preliminares presentaron mayor desarrollo y degra
dacién de lignina.

Se sembraron 6. frascos por cepa determinandose los cambios de composicidn
del sustrato a los 20, 42 y 73 dfas de haberse inoculado. Estos perfodos
de incubacibn se escogieron ya que en los experimentos preliminares se
observd que a los 14 dfas no se detectS una degradacidn de lignina apre-
ciable. Teniéndose en cuenta que en éste experimento se uniln' mejores

condiciones para 1a degradacibén, se permitié un crecimiento mis prolonga
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do para detectar los cambios ocurridos. Para los ap&1isis del sustrato,
se tomaron de 2 frascos por cada cepa y cada uno se analizé por duplica-
do, teniéndose en total 4 resultados para cada tiempo de muestreo.

En las tablas I11.18, II1.19 y 111.20 se reporta la composicién del ras
trojo de mafz en base seca y la pérdida de cada componente como un pro-
medio de Tos 4 resultados obtenidos a los 20, 42 y 73 dfas de incubacién
respectivamente.

Se puede observar que existe una pérdida considerable de los componentes
del rastrojo de mafz analizados (carbohidratos solubles, hemicelulosa,
celuiosa y lignina). La pérdida de carbohidratos solubles de las 5 ce -
pas a los 20 dfas estd en el rango de 67.44 a 72.62%; de 20 a 42 dfas
esti en el rango de 65.19 y 69.58 y se observa que 1a pérdida disminuye
en el caso de las cepas P, 8x3 y B. En el caso de las cepas FB y PQ se
tiene un ligero incremento en la pérdida de carbohidratos aumentando de
72.44 a 78.0 y de 67.44 a 69.0 respectivamente. En el perfodo de incu-
bacién de 42 a 73 dfas los porcentajes de pérdida de carbohidratos solu-
bles disminuye para todas las cepas encontrfndose en un intervalo de 65.19
a 78.0

La pérdida de hemicelulosa en los primeros 20 dfas se incrementa en un -
intervalo de 22.18 a 35.12; de 20 a 42 dfas se alcanza una pérdida entre
38.15 y 62.63; en el perfodo de 42 a 73 dfas se alcanza una pérdida de
‘hemicelulosa entre 54.18 y 75.2.

La pérdida de celulosa en el inicio de 1a incubacifn hasta los 20 dfas es
similar en las 5 cepas encontréndose en un intervalo de 21.63 a 26.41;
de 20 a 42 dfas la pérdida de celulosa se incrementa ligeramente hasta un .
intervalo de 24.86 y 29.75 para el caso de las cepas PQ, B, P y 8x3. En
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TABLA III.18 COMPOSICION Y PERDIDA DE LOS COMPONENTES DEL RASTROJO
DE MAIZ INOCULADO CON CEPAS DE PLEUROTUS OSTREATUS DESPUES DE 20 DIAS
DE INCUBACION ( CONDICIONES DE ACUERDO A LA SECCION 4.1)

COMPONENTES CONTROL CEPAS DE PLEUROTUS OSTREATUS
B B P PQ  8x3

Carb. Solubles  8.07. 2.18 2.76 3.08 3.50 3.03
+0.81 +0.58 #0.22 $0.81 #0.30
Hemicelulosa 36.58 36.73 33.66 32.21 38.29 36.15
40.62 +0.23 +0.19 +0.88 +1.10

Celulosa 32.70 31.94 33.75 34.08 33.07 32.32

40.86 $0.75 +0.32 +0.39 +1.00
Lignina 18.70 12.31 13.60 14.79 13.02 12.78
' 40,65 +0.74 +0.30 40.61 +0.40
Cenizas 6.45 8.60 8.5¢ 8.85 B8.60 8.41

+0.38 +0.67 +0.63 $0.17 +0.41
% TOTAL 102,33 91.75 92.30 97.11 96.47 96.89

PORCENTAJES DE PERDIDA DE LOS COMPONENTES

Carb. Solubles 70.57 72.44 72.62 67.44 71.15
Hemicelulosa 24.56 30.36 35.12 22.18 23.88
Celulosa 26.41 21.63 23.95 24.07 25.09
Lignina 50.73 51.34 48.26 47.67 47.43
Peso 24.82 24.04 26.71 24.92 23.08

Los resultados son el promedio de 4'analisis
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TABLA II1.19 COMPOSICION Y PERDIDA DE LOS COMPONENTES DEL RASTROJO
DE MAIZ INOCULADO CON CEPAS DE PLEUROTUS OSTREATUS DESPUES DE 42 DIAS
DE INCUBACION (CONDICIONES DE ACUERDO A LA SECCION 4.1)

COMPONENTES  CONTROL CEPAS DE PLEUROTUS OSTREATUS
B FB P  PQ  8X3

Carb. Solubles 8.07 2,95 2.52 2.90 3.2 3.81
#0.13 #0.13 +0.56 +0.14 +0.19
Hemicelulosa 36.58 26.69 19.46 22.96 28.63 28.29
41,35 +0.30 $0.32 +0.98 +0.46

Celulosa 32,70 28.41 25.04 28.91 29.39 31.71
+0.60 +0.47 +0.41 +0.15 +0.42
Lignina 18.70 11.16 9.11 9.24 12,26 10.56
#0.73 #0.50 #0.30 +0.31 +0.46
Cenizas 6.45 7.75 9.18 7.33 8.24 8.76
_+1.09 #0.45 $0.17 +0.80 +0.22
.x Total 102.33 76.78 65.34 70.33 80.82 81.26

PORCENTAJES DE PERDIDA DE COMPONENTES

Carb. Solubles 69.58 78.00 68.48 69.00 65.19
Hemicelulosa 38.15 62.60 44.71 46.43 43.06
Celulosa 27,13 46.28 24.88 29.75 28,57
Lignina 43,74 65.67 56.52 48.74 58.43
Peso 15.64 29.47 11.86 21.08 26.26

Los resultados son el promedio de 4 analisis
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TABLA II1.20 COMPOSICION Y PERDIDA DE-LOS COMPONENTES DEL RASTROJO
DE MAIZ INOCULADO CON CEPAS DE PLEUROTUS OSTREATUS DESPUES DE 73 DIAS
DE INCUBACION. (tONDICIONES DE ACUERDO A LA SECCION 4.1)

CEPAS DE PLEUROTUS OSTREATUS

COMPONENTES CONTROL 4 FB8 p PQ 0x3

Carb. Solubles 8.07 4.13 5.71 4.28 3.74 5.28

+0.54 +0.41 +0.22 +0.20 +0.55
Hemicelulosa 36.58 20,18 18.24 21.36 19.75 19.29

+0.59 $0.20 +0.00 +0.15 +0.20

Celulosa 32.70  30.11 23.71 30.08 29.51 32.86
40.46 +0.35 +1.17 +0.10 40,32
Lignina 18.70 12.66 11.60 12.61 13.05 11.10
+1.04 10.41 40.39 40,27 +0.47
Cenizas 6.45 8.32 12,97 8,22 9.11 8.05
40.92 40.04 +0.06 +0.22 +0.15
% TOTAL 102,33 75.37 72.21 76,54 75.15 76.57

PORCENTAJES DE PEDIDA DE COMPONENTES

Carb. Solubles 59.95 64.81 58.39 67.17 47.58
Hemicelulosa 56.74 75.20 54.18 61.79 57.76
Celulosa 28.35 63.94 27.83 36.14 19.39
Lignina 46.64 69.43 47.06 50.68 52.46
Paso 21.65 50.23 21.48 28.60 19.82

Los resultados son el promedio de 4 amalisis
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Ta cepa FB, el porcentaje de pérdida de celulosa alcanza un'valor has-
ta de 46.28. De lqs 42 a 73 dfas de incubacién, en las cepas PQ, By P,
la pérdida se incrementa ligeramente alcanzando valores de 27.82-36.14%.
En el caso de 1a cepa FB, este incremento es muy grande hasta de un -
69.43%. En este perfodo 1a cepa 8x3, presenta una disminucidn de la pére
dida de celulosa bajando de 28.57 a 19.39%; esto puede deberse a un -
error en la determinacién de cenizas.
La pérdida de lignina en los primeros 20 dfas de incubacién alcanza va-
lores de 47.43 a 51.34, en las 5 cepas.
De los 20 a los 42 dfas el incremento en la pérdida de este componente
no es tan brusco, presentando valores en el intervalo de 48.74-65.67%.
La cepa B no presenta un increuenio en la pérdida de 1ignina en ese pe-
rfodo. A los 73 dias de incubacidn las cepas FB y PQ, causaron un in-
cremento en l1a pérdida de 1ignina hastavalores de 69.18 y 50.59, res-
pectivamente.
En 1o que respecta a las cepas 8x3, B y P, se presenta una disminucibn
en la pérdida de lignina de 58.43% a 52.46%, de 49.74% a 46.64% y de -
56.52% a 47.06% respectivamente.
En 1o que respecta a la pérdida total, se observan valores de 23.0 a -
26.7% a los 20 dfas (Tabla I11.18), mientras que a los 42 dfas ¢l rango
oscila entre 11.86 y 29.47%. A los 73 dias el porcentaje de pérdida de
terminado estf entre 19.82 y 50.23%. De las figuras I11.11, II1.12 y
111.9 se observa que el porcentaje de pérdida en el peso total diafnu-
ye para las cepas P, PQ y B a los 42 dfas y en 1a figura I11. 13 la ce-
pa 8x3 a los 73 dfas, 12 pérdida determinada estf entre 19.82 y 50.23%.
El que se tenga una péddida en porciento de celulosa, lignina o de peso
1%




total negativo en algunas de las cepas a los 42 y 73 dfas, indica que
las condiciones experimentales no fueron siempre constantes, ya sea en
las determinaciones analfticas o durante la fermentacién o en ambas.

Se considera que los métodos analfticos seleccionados son los adecuados
asf que el error es  mis bien experimental, debido principalmente al
uso de equipo (balanzas, estufas, etc.), diferente cada vez y & las can
tidades de nuesira tan pequefias que se toman para hacer dichos anflisis.
Las curvas obtenidas al graficar el porcentaje de pérdida de los diferen
tes componentes del rastrojo de mafz por las 5 cepas de P. ostreatus a
los 20, 42 y 73 dlas de incubaciln se encuentran en las figuras I11.14,
I11.15, 111.16 y II1.17. De acuerdo a las gréficas se puede observar -
un rtamiento similar entre las cepas en los primeros 20 dfas de in
cubacibn,
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4.2 SEGUNDO EXPERIMENTO

Se decidid repetir el experimento anterior.tratando de controlar mejor
las condiciones de incubacion, ya que el desarrollo de las cepas de in-
cubacién no fue del todo homogéneo teniéndose a 10 largo de la -
incubacién pérdidas negativas de algunos componentes.

Se analizaron los sustratos a los 20 y 42 dfas de

haberse inoculado. Los resultados de las Tablas I11.21 y II1.22, mues
tran la composicién y pérdida de los componentes del rastrojo de mafz
a los 20 y 42 dias de incubacion respectivamente. Durante la incuba-
cién los cuatro componentes del rastrojo de mafz (carbohidratos solu-
bles, hemicelulosa, celulosa y lignina) sufren pérdidas considerables.
La pérdida de carbohidratos solubles por las 5 cepas a los 20 dfas es-
t8 en el rango de 69.65 - 74.57%. A los 42 dias la pérdida fue mfnima
encontréndose en el rango de 60.60 a 72.3, exceptuando la cepa "P* don
de en este perfodo se incrementa de 72.65 a 80.04.

La pérdida de hemicelulosa a los 20 dfas también es muy grande, encon-
tréndose en el rango de 34.5 a 51.08. A los 42 dfas continua incremen
tindose aunque en menor proporcidn, alcanzando valores de 42.4 a 57.57.
La pérdida de celulosa a los 20 dias asciende a 11.45-29.87%. A los -
42 dias el incremento es menor encontrdndose entre 31.82 y 38.68%, a

excepcién de la cepa P, donde la pérdida de celulosa en este perfodo es

menor, incrementdndose de 12.04 a 16.67%.

En culnto a la pérdida de lignina en los primeros 20 dfas alcanza valo-
res de 27.06 a 35.42%, y a los 42 dfas se encuentra en un rango de -

36.81 a 65.43%.

A los 42 dfas la cepa 8x3 causa un porcentaje de pérdida de lignina mis
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TABLA III. 21 COMPOSICION Y PERDIDA DE LOS COMPONENTES DEL RASTROJO
DEL MAIZ INOCULADO CON CEPAS DE PLEUROTUS OSTREATUS DESPUES DE 20 -
DIAS DE INCUBACION. (CONDICIONES DE ACUERDO A LA SECCION 4.1)

COMPONENTES  CONTROL  CEPAS PLEUROTUS OSTREATUS
B FB P PQ 8X3

Carb. Solubles 8.07  3.14 2.77 2.43 2.88 2.45
$0.34 $0.21 #0.21 #0.16 +0.15
Hemicelulosa  36.58  25.86 24.07 26.38 24.46 23.39
+0.17 40.25 +0.78 +0.40 +0.12

Celulosa 32.70  31.11 30.85 25.95 24.32 23.39
$0.45 +0.57 +1.55 +0.82 +0.36
Lignina 18.70  16.2¢ 16.26 15,02 15.39 14.43
$0.40 $0.28 +0.33 +0.53 +0.33
Cenizas 6.45 8.24 8.69 7.11 7.56 7.56
+0.17 10.!';4 +0.40 +0.40 +0.41
% TOTAL 102.33  84.56 81.96 85.16 83.87 81.30

PORCENTAJE DE PERDIDA DE COMPONENTES

Carb. Solubles 69.65 74.57 72.65 69.51 74.05
Hemicelulosa 44.67 51.08 34.50 42.9% 45.41
Celulosa 25.50 29.87 12.04 11.45 12.86
Lignina 32.00 35.42 27.07 30.96 34.06
Peso 21.68 25.42 9.09 14.54 14.45

Los resultados son el promedio de 4 analisis
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TABLA II1.22 COMPOSICION Y PERDIDA DE LOS COMPONENTES DEL RASTROJO
DE MAIZ INOCULADO CON CEPAS DE PLEUROTUS OSTREATUS DESPUES DE 42 DIAS

DE INCUBACION. (CONDICIONES DE ACUERDO A LA SECCION 4.1)

COMPONENTES  CONTROL CEPAS DE PLEUROTUS OSTREATUS
B FB P PQ  8X3

Carb. Solubles 8.07 3.61 3.76 2.04 4.65 3.54
40.30 40.13 40.92 40.20 +0.52
Hemicelulosa 36.58 25.25 24.35 25.67 26.96 24.62
40.20 +0.12 +0.59 +0.43 +0.23

Celulosa 32.70  31.11 30.38 32.61 31.36 31.58
+0.40 +0.20 +1,34 $0.33 $0.10
Lignina 18.70 12.76 14.02 14.41 12.53 10.24
+0.24 +0.17 #0.56 #0.22 +0.21
Cenizas 6.45 9.16 8.79 7.91 9.42 10,22
40,40 +0.13 30.83 +0.36 +0.12
% Total 102.33 81,88 81.30 82.51 84.92 80.40

PORCENTAJE DE PERDIDA DE LOS COMPONENTES

Carb. Solubles 68.57 65.82 80.04 60.60 72.31
Hemicelulosa 51.45 51.17 42.40 45,93 57.51
Celulosa 32.38 31.82 16.67 34.33 38.68
Lignina 51.82 45.00 36.81 54.11 65.43
Peso 29.34 26,62 17.85 31.31 36.81

Los resultados son el promedio de cuatro anmalisis

149




elevado (65.43%), sin embargo, también los'porcentajes de pérdida de ce-
10103& y- hemicelulosa son‘los mis elevados, 38.68% y 57,51%, respectiva-
uthte; Considerandq Ios conportamientos de las otras cepas, la cepa PQ
tigﬂd'yn porcgntaje de pérdi&a de 1ignina de 54.11%, la cepa B de 51.82
30§uida por la cepi FB con 45.0% y 1a cepa P con 36.81%.

Las curvas obtenidas al graficar el porcentaje de pérdida de los diferen
tes couponentéshdel rastrojo de mafz por las 5 cepas de P. ostreatus a
Tos 20 y 42 dfas de 1ncﬁhac16h se encuentra en las figuras I111.18, III1.19
111{20. 111;21>y'lll.22. y la pérdida de los diferentes componentes se -
eacuentran en las figuras 111.23, 111.24.’111.25 y 111.26,
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De 1a figura I11.27 donde se grafica composicifn de celulosa mis hemi-
celulosa/composicién de 1ignina, contra tiempo, se observa que a los

20 dfas de incubaci6n no hay una gran diferencia entre las 5 cepas de
P. ostreatus. A los 42 dfas, la cepa 8x3 fue la que permitié una re-

lacidn mayor de dichos componentes, 1o que indica que consume menos -
carbohidratos por cantidad de lignina degradada, en comparacifn a las
demis cepas. Por otro lado, esta relacidn es menor a los 20 dfas (para -
todas las cepas) (3.17 a 3.51) que al dfa cero, tomando como datos los
del control (3.70), a los 42 dias fue mayor (3.90 a 5.49). Parece ser
que durante los primeros 20 dias de incubacidn las cepas requieren de

.;ﬁs carbohidratos y posteriormente ya no los degrada en 1a misma magni-

tud, mientras que con la lignina sucede 1o contrario.
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CONCLUSIONES

1.

En cuanto a la extraccién de hemicelulosa y celulosa, se observé que
el grado de separacién de una con otra, por el método celeccio- -
nado, dependi§ del tipo de esquilmo. Asf para el rastrojo de mafz,
olote de mafz y bagazo de cafa, la separacién no fue completa,
teniéndose una cantidad de hemicelulosa apreciable en la fraccién
de ce{ulosa. Mientras que con la cascarilla de arroz, se logr§

una separacién casi compléeta de hemicelulosa y celulosa.

Durante 1a seleccién de los métodos analfticos para la determinacién
de pentosas y hexosas, se encontrd que &stos presentaron una

rango ce medicién confiable, a excepcién de la determinacion de
pentosas en neﬂio acuoso donde aparentemente hubo una interferencia
apreciable con glucosa. Posteriormente esta interferencia no fue
notoria, por ejemplo en el bagazo de cafa con un alto contenido

de carbohidratos solubles (8.11%), se determin§ 8.08% de glucosa
por el método de K. Weissman, y tan solo, 0.03% de xilosa por el
método de Tracey. Si éste Gltimo método detectara tanta cantidad
de hexosas como se observd durante la estandarizacibn de técnicas
s hubfera detectado una mayor concentracifn de pentosas en

esta fraccibn.

De los diferentes esquilmos agrfcolas analizados se eligif al

rastrojo de mafz por ser uno de los que presentan una alto
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contenido de lignina (14.06%) y su produccidn en el pafs es la
mas alta.

Después de realizar un Experimento Preliminar no se logré una
homogeneidad de crecimiento en el sustrato, por 10 que se

real izaron diversas pruebas, haciendo variaciones en la cantidad
de inSculos, mezclado, tratamiento térmico del sustrato y concen-
traci6n de oxfgeno en el medio.

Al aumentar el nimero de inSculos y hacer variaciones en el trata-
miento térmico del sustrato no se presentd un desarrollo homogéneo
ni degradacién de lignina apreciables. Al mezclar el sustrato
después de 14 dfas de haber sido inoculado se observo una
exhibicién de crecimiento a excepcién de 1a cepa F-2, probablemente
por presentar mayor resistencia al mezclado.

La variable que mas influyS fue la concentracion de oxfgeno en el
medio. Al permitir un mayor intercambio de gases se logrd una
mayor homogeneidad, un crecimiento mds répido y una mayor degrada-
cibn de lignina.

Las cepas seleccionadas para los experimentos de degradacién fueron
las cepas B, F.B., P., P.Q., y 8 x 3, ya que las otras cepas

(H-1, F-2, F-3, P.V.) presentaron menor desarrollo en experimentos
preliminares.

Los métodos analfticos y procedimientos de incubacién utilizados,
permitieron una dispersién de resultados baja. Teniéndose
reproducibilidad en la; determinaciones y en el crecimiento.
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8. Se concluye que la mejor cepa es la 8 x 3, ya que habiendo una
relacién de prociento de carbohidratos (celulosa + hemicelulosa)
entre prociento de lignina, (Figura I11.27), se ve que esta cepa
es la que consume menos carbohidratos por cantidad de lignina
degradada, a los 12 dias de Incubaciéa.

RECOMENDAR

Es posible que el rastrojo de mafz tratado con P. Ostreatus

tehga ya una apliéacién como fo-raje de buena calidad. Ya que a los
‘42 dfas se observ§ una disminucién en el contenido de lignina bastante
apreciable. Para la cepa 8 x 3 vari6 de 18.70% a 10.24%, lo que

darfa valores de digestibilidad altos. Quedaria por realizar pruebas
de digestibilidad para corroborar esta aseveracién. Se deber§
tomar en cuenta que el porcentaje de un perida total todo es con-
siderable (36.81% para 8 x 3 a los 42 dfas), 1o que debe tomarse en
cuenta para evaluar el rendimiento del preceso.

Por meiio de mutaciones genéticas, se lobra obtener una cepa degrada-
dora selectiva de lignina, De tal manera que la périda de carbbhidra-
tos son minima y el rendimiento es mayor,
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Y. APENDICE




APENDICE No. 1

EXTRACCION DE CARBOHIDRATOS SOLUBLES, HEMICELULOSA Y CELULOSA POR EL
METODO DE DERIAZ. (Deriaz, 1961)

Esta extraccién se hace por cuadruplicado.

1.
2.
3.

10.
11.
12.
13.

1 g. de muestra secada y molida

Extraer con éter.

Secar.

Digerir 2 horas con 150 ml. de oxalato de amonio+ 6 gotas de silicdn
Enfriar y agregar 1 g. de celite

Transferir a tubos de centrifuga lavando con 50 ml. de agua. Centri-
fugar por 10 min. a 5000 r.p.m.

E1 Yfquido se filtra y el residuo se lava con 100 ml. de agua y se
centrifuga, se separa el 1iquido sobrenadante, se filtra y se junta
con el filtrado anterior.

€1 residuo de las dos centrifugaciones anteriores, se digiere con 67
mi. de sto‘ por 1 hora, adicionando 6 gotas de silicdn al 1% en clo-
roformo.

Enfriar y centrifugar 10 min/5000 rpm agregando 67 ml. de agua para
lavar el recipiente de la digestién.

E1 sobrenadante se guarda, en un vaso para fibra.

El residuo se lava con 105 ml. de agua y se centrifuga

€1 sobrenadante se coloca en el vaso para fibra del punto 10.

€1 residuo se lava con 100 ml. de acetona, se centrifuga.
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14,
15.
16.
17.

18.
19.

21.

22.

23,

24,

25.

El residuo se seca en horno a 40°C por 12 horas y luego en horno a
100°C por 15 min.

Se deja enfriar y se agregan 12 ml. de HZSO‘ al 72%

Se deja enfriar por 4 horas.

Se agregan 105 m1. de agua y 6 gotas de silicén.

Se transfiere al vaso para fibra del punto 10.

Se digiere todo por dos horas. Se enfrfa

Dos muestras de las cuatro, se filtran y se lavan con 150 ml, de agua,
acetona y éter.

E1 l{quido es la solucidn B.

E1 residuo después de los lavados se seca a 105°C por una noche, se
enfria y se pesa, se mete a 1a mufla a 550°C por dos horas, se pesa.
Las otras dos muestras se transfieren a un tubo de centrifuga y se
centrifugan por lq min/5000 rpm. (por separado).

Se filtra a través de un crisol de vidrio poroso del # 1. Se lava con
50 ml. de acetona y 50 ml. de éter.

Al residuo se le determina protefna por Microkjeldahl.
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APENDICE No. 2

CALCULOS PARA LA OBTENCION DEL PORCIENTO DE PERDIDA DE CADA COMPONENTE
DEL SUSTRATO.

Ourante el proceso de incubacion, los diferentes componentes orgéni-
cos del rastrojo de matz, son degradados a biGxido de carbono (que se -
desprendé como gas) y agua, de la cual parte se evapora y parte es re-
tenida por el sustrato. Sin embargo el contenido de minerales se man-
tiene constante, no as{ su porcentaje en relacidn a los demis componen-
tes, ya que al disminuir 1a cantidad de ellos, el porciento de cenizas
se incrementa. Consdiderando entonces due 1a cantidad de cenizas se -
mantiene constante durante todo el experimento, es posible determinar
la pérdida de cad; uno de los demas componentes, con respecto a8 la can-
tidad de sustrato inicial.

Se pusde tomar como ejemplo los datos de la tabla No. II1.12 (hoja 116).
titulada "ComposiciSn y Pérdidas de los Componentes del Rastrojo de -
Mafz, fnoculado con cepas de P. ostreatus después de 14 dfas de incuba-
cidn™,

1. Obtencibn del Porciento de Pérdida en peso total.

Este se deterwmina tomando en cuenta el valor de las cenizas del con
trol y de cada muestra.

Datos: % de cenizas del blanco= 6.86

% de cenizas en PQ= 7.61
Cilculos: 6.86~----~-100% o 5.86
o 6leceemem X X° Tr " 9014

(Regla de tres inversa, porque se considera pérdida de materia)
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% Pérdida en peso = 100 ~ 90.15 = 9.86
% Pérdida en peso = 9.86

2. Determinacidn del porciento de pérdida de carbohidratos solubles
totales.

Datos: % de carbohidratos solubles totales = 5.66
% de pérdida en peso total = 9.86
% de carbohidratos solubles en el blanco = 7,38

Calculos:

a) Determinaci6n de carbohidratos solubles totales corregidos (por ce-
nizas).

Carbohidratos sol. totales corregidos= 5.66-9.86% = 5.10

Este valor de 5.10% significa el porciento de carbohidratos solubles

totales tomando como base 10s 5 gramos de materia original,

b) Determinacién del porciento de pérdida de carbohidratos solubles
con respecto al blanco.

% de Pérdida de Carb. Solubles= 5.10
5 10 ...... x x. 69. 11

% de Pérdida de Carbohidratos solubles = 100-69.11= 30.89%

3. Para la determinacidn del porciento de pérdida en hemicelulosa, ce-

lulosa y lignina, los cilculos se realizan en la misma forma.
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APENDICE NO. 3

ANAL1SIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS
TERMICOS EMPLEANDO EL METODO DEL INTERVALO.

Para conocer si existia diferencia significativa entre los diferentes
tratamientos térmicos, hechos al rastrojo de mafz, de tal manera

que influyeran en el desarrollo de las cepas de P. ostreatus se

hizo un anilisis de los resultados experimentales por el método del
intervalo, cuyos célculos se presentan a continuacién.

Primero se tabulan los tratamientos témmicos contra las cepas emplea-
das. (Tabla 111;16) Posteriormente se obtiene un sumatoria por
tratamiento, ademds del rango de cada una de estas columnas (restando
el valor mas bajo al més alto). Cada uno de estos rangos se suma
(1424143= 7).

De la tabla 90 (Kramer, 1970), se obtienen datos, conociendo el
nimero de tratamiento y el nimero de cepas.

Entonces para conocer si existe diferencia significativa al 5% y
1% entre los diferentes tratamientos térmicos se multiplican los
valores de 1a tabla 90 por la sumatoria de los rangos:

0.71 (7) = 4,97

0.96 (7) = 6.72

Para comparar un tratamiento con otro, se restan las sumatorias de
ambos y si el valor obtenido es mayor a 4.97 y/o a 6.72, entonces
si{ hay diferencia significativa entre dichos tratamientos al 5% y/o
1%. As§ entre los tratamientos:
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TABLA A.  ANALISIS DE RESULTADOS DEL TRATAMIENTO TERMICO
POR MEDIO DEL METODO DEL INTERVALO.

TRATAMIENTO
CEPA 1 2 3 4

1 2 1 5 5
2 2 2 4 2
3 3 3 5 3
4 3 2 4 4
5 2 3 5 5
6 3 3 5 4

ANALISIS ESTADISTICO
15 14 28 23

* RANGO 1 2 1 3

RANGO* = 1 + 2+ 1+ 3=7

a. Los tratamientos son:
1. En autoclave 30 min. a 1.1 Kg/cmé de presidn
2. En autoclave, esperar que 13 presifn 1legue a
1.1 Kg/cm2 y desconectar enseguida.
3. En autoclave, purgar 5 min.,, cerrar por 2 min.
y desconectar. :
4, En estufa a 60°C por 1 hora
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1y 2 tenemos|Z.-Z:1)15 - 14 = 1, 1<4,97 <6.72 por lo tanto
no hay diferencia significativa al 5% y-al 1%.

1y3,2,-Zs]=28-15=13, 13>4.97 y 13>6.72 por lo tanto

. s nay diferencia significativa al 5% y al 1%.

1 ya,2.-2,/=23-15=8, 8>4.97 y 8>6.72, por o que
si1 hay diferencia significativa al 5% y al 1%,

2y 3,Z;-Zs)= 28 - 14 = 14, 14>4.97, y 14 >6.72 con 1o que
si hay diferencia significativa al 5% y al 1¥%.

2y4,l2a-24)= 23 -14=9, 954,97 y 9>6.72, entonces si
hay diferencia significativa a los niveles de 5% y 1%,

3ya,0123-24)= 28 - 235, 5>4,.97 y 5>6.72 por lo que
no hay diferencia significativa al 5% pero si al 1%

Con esto se concluye el indistinto emplear el tratamiento 1 o
el 2,
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