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RESUMEN. 

Se utilizó un hongo comercial de Plourotus ostroatus para la obtención de la cepa del 

mismo. para llevar a cabo el estudio de lu actividad cnz1rnát1ca de ligninasas en el 

crecimiento in vitro 

La cepa de Plourotus ostroutus fue aislada del tejido interno del sombrero de un hongo 

comercial (sct<J) Esta fue identificada por las técnicas do microcult1vo y se venficó su 

fruct1ficacion sobre ,.astrojo de maíz. 

El microorgarnsmo fue cultivado in v1tro para su estudio en rotación a la aparición de 

ligninasas y su actividad cnz1mática usando corno sustrato llgnina comercial y ilgrnna 

estructural en rastro10 de rnaiz. 

Se observó la d1smmuc1ón de la lignirn.l y la aparición de carboh1dralos por el mótodo do 

Klason y el de Nelson y Somogy rcspcct1vamcntc, ni poner en contr.cto extractos 

enzim.:tticos crudos en muestras de ligmna corncrcial y de rastro10 de maíz las cuales 

fueron cvaluad<Js a diferentes dias. Se observó que l<J dcshgmficac1on de dichos 

matenales se da en un porcenta1e de reducción del 30 º/o <J los 14 dias para l<J hgnma 

comercial y un 50 º/o a los 17 di<Js en rastrojo de maiz, dicho comportarn1cnto es 

seme1ante para la ap~H1c1ón de carboh1dratos. Por lo tanto. ILJ cepa de Plourotus ostrcatus 

produce l1gninasas extracclulares que baJO las cond1c1oncs cstud1:::idas presentan una 

disminución de llgnina en mucho menor tiempo que la reportada en la literatura que es de 

un 25 º/o en 80 dias. 
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INTROOUCCION. 

Debido a la gran cantidad de desperdicios hgnocelulós1cos es de importancia el poder 

aprovcchar1os mte~.¡ralmcntc ya que de no 5Pr asi. estos rcprcsentar¡'in una fuento de 

contnm1nac16n , por otro 1.--.do se s;ibt.~ que al d:'1rselos .:i los ilnimalcs como fuente de 

ahmcnto. estos no son cap<lces de d1genr1os totaln1entl: por la r ... 1nt1d;:id do hgnina quo 

poseen los dcsperd1c1os ün su c~tructura que e:. un cotnponcntc que imparte .-ig1dcz a la 

planta y que aden1;'1s 1'..! conf1<He uno rus1stenc1."l ni ataque por rrucroorgnnismos 

Por lo antenur us rnuy 1rnportanh:: el poder empicar ciertos rn1croorgnn1smos hgnol1t1cos 

como es el c<l50 del hon~Jº Plcurotus ostHn1tus el cual es capaz de dcgrad.:ir dichos 

mntenolf:?S a e~tructuras rnas s11npll:~ que se pUt.!'dt::n aprovechar 

Es por esto que el aplicar prOCf!~Os b1otecno\Og1cos p;ira obtener de los residuos 

lignoct::.lulos1cos. ;-1l1mt~ntos co1no lo~; hongos comestibles. también se puede obtener 

ahmcnto p<Jra animales y abono atravüs de tas compostc1s lo cual resulta ser aceptable 

para el aprovechan-liento de dichos residuos. 



ANTECEDENTES. 

CAPITULO 1. 

1.1. RESIDUOS AGROINDUSTRIALES. 

Durante la fotosintesis, la cncrgia de la radmc16n solar es fijada por medio de la clorofila 

para con ello sintetizar los carbohkin:itos y el agua do los te1idos vegetales. El hombre 

promueve parte de esto desanollo vegetal realizando dos actividades como son. ta 

agricola y la forestal. Con est3s dos nct1v1d.l1dns se obtienen tnfimdad de productos 1unto 

con una cantidad apreciable de desechos. Por lo tanto la biornasa vegetal representa un 

importante recurso renovable que es producido regularmente en forma abundante en la 

naturaleza. 13!"» 

Por lo antenor es n1uy importante el definir desde este punto que es lo que se considera 

como un desecho 

Un desecho os considerado corno todo mntcnal que ya se le ha dado un uso anterior y 

lo que queda de él, es cons1dcr.ado ya un rnatenal de desecho, o un subproducto que ya 

no puede ser utilizado dircctarncncc. corno sucede en el caso de los desechos agrícolas 

los cuales producen granos en pnmera instancia y postenormentc se tiene el subproducto 

como lo son las pajas las cuales son constdoradas corno un producto de desecho o un 

producto da consumo secundario. 

Se tienen desechos de tipo agrícola y forestal los cuales se dcscnbún a cont1nuac16n: 

RESIDUOS AGRICOLAS 

Residuos de granos básicos como: arroz, frijol. maiz y trigo de los más importantes. Su 

producción es de aproximadamente 16 357 miles de toneladas. de las cuales el 50º/o se 

estima son desechos y representa en volumen aproximadamente 8 178.5 miles de 

toneladas.,39 _.., 0 , 



RESIDUOS FORESTALES 

En este tipo de desperdicios se tienen los quo provienen de la producción silvlcola, de 

estas se tiene una producción de 6 346 miles de metros cubicas rollo. también proviene 

de la producción m.:ldcrablc. con una producción de 6 346 miles do metros cubicos 

rollo. 1.m) 

Los datos .:intenorcs son representativos de las producciones de 1993 pnra ambos n.Jbros 

como son l<l 1ndustna ngricoln y l;i forest;il y su comportamiento es similar para los ar"\os 

pos tenores 

Con estos dntos se puede observar. que 51 so cuenta con una producción considerable 

de productos y n la vez de dcsperd1c1os esto representa una buena fuente para ser 

utilizada en la gcncrac1ón de nuevos productos a travós del uso de la b1otecnologia. 

1.2. USO DE LOS RESIDUOS AGROINDUSTRIALES. 

México ha tenido un gran incremento <1(~rn09r<ifico, el cual ha ocasionado. entre otros 

resultados.que los n1exiC<-inos d1spong3n de> rnenos t1erTél cultivable. Esta circunstancia 

debería estimular el incremento de la cf1c1cnc1n productiva y con ello aprovechar rne1or los 

productos orgánicos que se dcnvan directa o 1nd1rectarnontc del sector agropecuario y 

forestal 

De esta rnnncra. lo l.lUC antes se:~ con~1deraba dcsperd1c10, ahora debe valorarse corno 

materia pnma paro su aprovecha1TI1ento <'lllmcntano o 1ndustncCtl Por lo que. la ut1llzac1ón 

de dcspcrd1c1os Dgrico\;-is y forestales en los p;:iiscs en vías de desarrollo, empleando 

tecnologias quf~ perrn1t;in aurnent;-ir la producción de alimentos básicos.debe adquanr una 

1mportanc1a cada vez rnnyor. y;i que la productividad agricola de estos paises se 

caractcnza por ser muy inferior a los rcnd1m1cntos obtenidos por los p<lises 

industnahz¿idos 123 :n 1 
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Jnduyendo la mayorfa de los cultivos agrfcolas. el producto cosechado representa solo el 

30 º/o de la b1omnsa total producida a nivel mundial y las pérdidas de material cosechado 

en México se calculan alrededor do un ~)O'X> quo corrospondcria a los desperdicios. cnJ 

Con lo anterior se tiene quo los residuos agrícolas y forestales intogran el mayor volumen 

do desperdicios generados por la act1v1dac1 humnna. Por lo que In ut1h?ac1ón mtogrnl do 

estos desechos a lravé5 del enlplco de las siguientes tecnologias revisto una gr;in 

1mport;inc1¡1 ¡11 t1~ner f:n t~sto~:> un ~Jr~1n nún1ero do usos potenc1alns 

Como rnuestrn la t3bla 1. 

TECNOLOGIAS PARA EL APROVECHAMIENTO DE RESIDUOS 

AGR(COLAS Y FORESTALES 

1 GENERACION DE ENEHGIA 

Combustión d1rr?ct.-i. 

B1og:ts 

Etanol 

Producción dt"! gas 

3.ALIMENTACIÓN 

Al1rncntac1ón directa 

F crrncntaoón 

Conversión M1crob1ona 

P1sc1cultura 

2 APLICACION A LA TIERRA 

Fert1Jiznntes 

Acond1oon.adorcs del suelo 

lrngaaón 

Horticultura 

4 MATERIALES DE CONSTRUCCIÓN 

5 PAPEL 

TABLA 1 Aprovechilrn1ento de residuos agrícolas y forestales 

A pesar de las divers3s tccnoloaías existentes parn ol aprovecharn1cnto de dichos 

materiales. su ut1llzac1ón ocasiona un gasto extra con un pequeño retomo a la inversión. 

por lo que estas tecnologías no so llevan de manera mas extensa. 
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En México se encuentran en opcrilc16n los s1gu1cntcs procesos 

1. Producción de furfural a p¡_srtir de alotes de maíz o bagazo de cana. 

2. Producción d~ paµnl ch~ bagaLo <j1~ r ... afl;t o paJa de trigo 

3. Producción de tableros aqlon1eradus a partir de b:1q;1.?o de c;1r'ln. 

4 Producción de cnn1po~ta 3 partir de dcsp<!rd1c1os a~1ro1ndustnalcs 

5. Producción de alcohol a p<irt1r de n1el;1¿a 

El proceso b1otccnolog1co con apl1cac1ón 1ndustri.al rn.ts desarrollado en Móx1co es: 

la transformación de 1<1 contposta dn p.'.ljZJs o r.istrn10~. en hongos comestibles del género 

Agan·cus b1spon1s. comünmentc f1;:1rnados - chan1p1flones .. _131 ) 



1.3. COMPOSICIÓN QUIMICA DE DESPERDICIOS AGRfCOLAS Y FORESTALES. 

El material de desecho o lignocclulós1co, est.-'l constituido típic.."lmente por los 

polisac.."'¡ndos celulosa. hcm1cclulosa y lif¡rnna. El contenido dn C{_•lulos;1 va del 40 ni GO º/o, 

el de hcmicclulosa de 15 a 20 º/.,y ol de hgrnna rJc 10 a 30 º/., n'~P<~ndlfmdo del tipo de 

vegetnl. del h~¡1do, asi con10 do la ed<1d d•-~I rnr~;rno. ~:;r! encuentran vanac1on•:s en l<l 

con1pos1c1ón quin11czi <Je los dt:-sechos (ver !nhb :) ) ,.· 11 

COMPOSICION QUIMICA DE MATERIALES LIGNOCELULOSICOS 

ORIGEN AGRICOLA 

;::::.= - ---r··~r-~;+~E:-1----'t~~~~~ -,.....-,-----------~ ------
Paja de tngo 2 7 1 3 46 1 8 o 8 4 

Pa1a de maiz 2 6 O 9 37 1 -,~ -=2=1 - -

ORIGEN FoRESTA:-c - --- ---- ---~----

1------------·- -·-----~--~--,---------..------··- ------CLLULO!:-A HEMICELUl.0~ Llt.•1,¡lr.A 

Madera do prno 

Madera de euc.:tltpto 

Madera de otras resinosas 

Madera de otras frondosas 

41.0 

52.8 

45-50 

40-55 

27.0 13.0 

"'16.0 19 5 

25-35 25-35 

24-40 18-25 
ORIGEN INDUSTRIAL Y~Uc·=RccB~~=o~--~---~------~..____..__.__~--

Corteza de pino 

Corteza de eueülipto 

Basuras urban3s( 1 ) 

CliLULOS.A 

16.0 

53.0 

61.0 

HEM1CELULQS,.O.. LI.~ 

"'13.0 ~ºº 
i2.0 19.0 

20 90 

Compos106n expresada en porcenta1es sobre matona seca 
( 1) Tras eliminar pl.3st1cos y metales. FUENTE. 23 
TABLA 2 Compos1oón quim1ca de rnatcnalcs hgnocclulós1cos. 
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1.4. COMPONENTES ESTRUCTURALES DE UNA CELULA VEGETAL Y SU 

LOCALIZACIÓN DENTRO DE ESTA. 

Estilhlecid.-i lt:l corn¡.KJ~>rc1ón quu111ca c~e los diferentes desechos SI) detall~. corno se 

encuentran const1tu1,fos t!structur.-ilrnentc esto~; desechos 

Pared tipica do un vegetal: est<'J const1tuída por celulosa , hem1cclulosa y llgnina los 

cuales poseen una org;1nvac1ón celul.:ir regular Es decir. la pared se encuentra fonnada 

por una lilfTitlla media. una pared pnmana y otr;i secund<Jrm Esta última esta compuesta 

a su voz. por las tres cnpas S1. $2 y S3. Como se observa en I¡¡ figura 1 

, ,,· ~ F •· 

FIGURA 1 Cornpunf~ntes estructurales FUENTE- 23 

Por lo general la capa S2 es Ja de mayor espesor comparada con la pared primaria. la 

laminilla media y las otras dos capas ( S1 y S2 ). 
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En la laminilla media se encuentra casi roda fa lignina y su proporción disminuye 

conformo so acore.a al lumen; fa parnd secundan.a contiene muy poca lignina y oslá 

constituida principalmente por pohsac.._·'nidos. A cada car>a de la pared secundan...CJ so 

adhieren la celulosa y cantidades 111inin1as de otros r.:onst1tuycntcs formando estructuras 

longitudinales l/;imadas m1crofibnllas. denrro efe c;-.Jd;-1 una de las cuales se encuentran las 

n10léculas lineales de r.clulosa unidas lale1aln1entr~ por puentes rfr~ h1droqeno y fu(!r.ras de 

Van dcr \..'Vn¡-¡ls ,.·, .i·,i 

1.5. CARACTERISTICAS DE LOS COMPONENTES ESTRUCTURALES EN LOS 

VEGETALES. 

CELULOSA. 

La celulosa es un por1sacándo de alto peso mofocufar formado Por unidades de 0-

Glucosa con uniones fil-4 g/ucosld1cas. con fas unidades de glucosa en conformación de 

silla y los grupos h1dróx1lo en f¡:i pas1c1ón ccuatorr;JI est;1ble. 1den!JfiC:Jndose quirnrcamente 

tres tipcs de cclulos¿r ülf<1. bC!i1 y de/ta-celulosa 

Los grados de ordenamiento de las nlOlóculas de celulosa drf1eren y cuundo cstan 

altamente ordenadas se les conoc~ con10 cnstallna~. rn1Pntras J.:::is rcg1one~ c...on menor 

grado de ordcnamrento se denon~inan amorfas Dentro de Ja pared st:.-cundana df"~ los 

vegetales. l;i lign1na cst;1 conccntrnda en los espacios locali.?ados entre las n11crofibn/13s y 

en las regiones arTlorfas de los cristales efe cefulos.:J St! sugiere que la .asoc1ac1ón de la 

celulosa con la flgn1na es en gran parte ris1ca. forrnando un sistema de entrecru.zarn1ento 

de pclirneros Esta int1rna nsociac1ón fis1ca se cons1dcr;1 respons.aU!c de su res1stcnc1a a 

la degradación b1ológ1c.J 

En las regiones amarlas. entre cnstafcs de celufos:J. se encuentran tambrén 

hcrn1celulosa. n11ncralcs y otros rnatcnafcs como grasds. ceras. aceites esenciales. 

taninos. resinas. carboh1dr;:ito5 solubles y proteínas 14 :•.J ;-4 _1J¡ 
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HEMICELULOSA. 

La hemicelulosa est...'l constituida por un grupo do polisacáridos no tan hornogeneo corno 

el de la celulosa, a saber: x1lanos. beta-mananos. galactanos y L-arabinanos. Los xilanos 

son los rntts abundélnle:s en el matcn.'ll llgnocclulós1co fJQ) 

LIGNINA 

La ligrnna es con~;u.lerad;i cunlo un material incrustante ya que es el Ultimo componente 

s1ntct1zado por el t•-~pdu v1_·g(Jlal E:; un µor1·mero t!structural de las plantas vasculares 

formado por unidac1es d'~ IPn1I prop;1no y rroporc1on;i <t las plantas rigidez y unión entre 

sus célul."lS, ac1emtis de (11~;m1nu1r J¡i pt•rrne~ltnildad del aqu<:.1 a travós de l;is paredes 

celulares y protcg1ündol<l de 1nvns1ones por rn1croorgan1srnos La formación de llgnina 

en los tejidos vcgctalüs es surnamentc cornple¡a y no totalmente entendida. Ver figura 2 

FIGURA 2 Estructuril de l1gnm.J FUENTE. 9 



Su producción aumenta confonne envejece la planta. Comprende varias etapas. tanto de 

reacciones puramente quimic.as como enzimáticas, a partir de tres precursores primarios. 

lodos del tipo nlcoholes de fcrnl propano. En consccuenc1a. la molócula de la hgrnn;i 

prcscntn una estructura ran11ficnda n irregular. 14 .~ ,o.:?":i.:JO 1 
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CAPITULO 2. 

2.1. CLASIFICACIÓN DE LOS HONGOS EN EL REINO VEGETAL. 

Los sistem<ts de la clas1ficac16n pueden snr artificiales, n;iturnlcs y filogcnóticos Los 

artificiales son s1sten1as dt~ cornod1c1ad, b<Jsados en pocos caractércs. y su ~1pllc.ac1ón 

es 1rnport:lnll' p1~ro l1rn1tad.l 

Los sistcn1as naturales :ibarc.•n todos lo~·. caractóres posibles y se utilizaron ;:intcs de la 

accpt..1c1ón d(.• 1.:1 teoria de 13 evolución org:trne:."1 Los sistemas filogcnéticos empican 

las semejanza~ <ic estructura y otros c..1ractéres para ordenar a los organismos en series 

que 1ndic..1n un part:nte!>co evolutivo i 1 J."~> 

CARACTERES EMPLEADOS EN LA CLASIFICACIÓN. 

La clas1f1ec""lc1ón sP. b.-isa ün l<J morfologia externa e internn de los hongos. Los rasgos 

fis1ológ1cos son importantes. pero su ut1hzac1on como base de una clasificac1ón consume 

ff1ucho tiempo 

Los car.llctéres rnor1olo~11cos empicados en 1"1 clas1ficación pertenecen a las estructuras 

vcgetat1v;is y a l.:Js rt.:lac1onad;-is con la reproducción sexual. La constitución mterna y la 

simetría externa del cuerpo, la prcsenci<l o ausenc:1a de tejidos vasculares y la naturaleza 

y d1spos1c16n de éstos cuando los h;iy. corresponden <1 los rasgos vegetativos 

En general. ~e utt!i;,an rritl~ los car~ctóres reproductivos que los vegetativos. Los órganos 

de la reproducc16n •!st;1n relacionados menos frccuentcrrH_:ntc con los céJractéres fis1cos y 

por esto son rr.~·1s estabk..-s en grancSes grupos 

Nmgun<:J clas1fic:nr:1ón del reino vegetal puede ser dofirnt1va. porque el conoc1m1ento de las 

plantas vn aun-u:ntando 

Esta clas1f1cac1on. f.!S t:n ur;in parh~ un sistema natural. ya que reune grupos que tienen 

muchos caractércs en común y es filogcnét1co sólo en cuanto que los grupos menos 
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avanzados figuran antos quo los m<:'ts avanzados. Las catcgorlas mcls amplias, o 

subreinos. son cons1derndas a menudo las categorias inmcd1ata5. según la5 reglas 

de l.:i nonll~ncl.atura bo1:1n1ca. so llarnan c~1v1s1ones y en esta sr. oncucntrnn las clasos.(y,1 

2.2. CLASIFICACIÓN FILOGENÉTICA DE LOS HONGOS VERDADEROS EN EL 

REINO VEGETAL. 

REINO VEGETAL GRUPO l Plantas sin tejidos de sostón ni de conducción. El cuerpo 

de las plantas es pequf"!ño y nn ll<•rnat1vo 

SUBREINO 1 Talof1tns (plantas con tallo) El cuerpo de la piar.ta no se d1fcrcnc1a en ralz, 

tallo y hoJaS, no hay tt~11do vascular. los gametos cstan rodeados sólo por una pared 

celular El cigoto no se tr•u1~;for-rn.a en cmbnón mientras pennanece encerrado en el 

órgano sexual femenino 

TALOFITAS SIN Cf_OF?OFILA. 

Oiv1s1ón 10 Hongo5 vcrdadcr-os (eumicctos) El cuerpo de la planta esta 

generalmente compuesto de h1fns 

Clase 3_ Hongos con basidios y hongos de maza (basidiomicctos). 

15.000 especies H1fa~:; con paredes transvcr-salcs. Bas1d1osporas 

formadas por fus1nnt~s :;e~ual1:?s Por lo tanto ~.e le considera un hongo 

con bas1d10. Su h1rnen10 es una c¡1pa formad;1 por la unión de bas1d1os 

El cual formil partfJ df!I r::.arpóforo. dr.I que existen diferente$ formas Los 

hongos perfectos y especialmente los de lam1ndlas son los de n1ayor-

1nteré$ como e~ el Plcurotu.s ostrcatus. ; ,. , 

Aunada a esta clas1fiec1c1CH1 t<..unb1t:n se cuent;t con otra. cst.:-'1 se basa en corno los 

hongos son capaces de degr-;irJ<lí el n1atenal or-garnco. s1enrjo los de mayor interés los 

residuos agrícolas y forestales 



2.3. CLASIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE 

MATERIAL ORGÁNICO. 

Los m1croorg.:irnsmos que dcgrudan n1atenales organrcos que contienen celulosa. 

hem1celulosa y hgncna. se han clas1ficndo en cuntro grupos pnncipalrnentc: 

1.Hongos de pudnc1ón blanda 

2.Hongos de pudnc16n C<'lfé. 

3.Hongos de pudrición blnnca. 

4.Bactcnas. 

1. HONGOS DE PUDRICIÓN BLANDA 

El ataque sobre los materiales lignocclulósicos se da en dos formas: 

a) La pared celular secundaria de los materiales lignocelulós1cos es atacada. 

formando en ella cavidades c11indncas con lermmac1ones cánu:.._-:is. 

b) Las paredes celulares pueden ser erosionadas empezando por las cclulas del 

IUmcn. 

Se ha visto que los hongos de pudnc1ón blanda pueden degradar lignina hasta cierto 

punto, espec1alrnentc en el ca~o de madera!:> duras Estos son capaces de causar una 

demetilac1ón de la hgnina.ya que posiblemente degraden los lados terminales y los anillos 

aromáticos. aunque esta degradación es lenta {41 
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2. HONGOS DE PUORICJ6N CAFÉ. 

Estos hongos atncan pnnc1palrncntn <1 los po!Jsac.:-'Jndos do los matenalcs f1~noccJulós1cos 

y pueden caus.-.r una fl~1era d1srrnnución cJe J1gnina. El camf)IO que or_;1.,.1onan es la 

disminución dd contenido de grtipos mcrox1frJ, esto se debe a que !".<> produce una 

domet1lac1on dn /i..t f1qn1na 1nlroduc1endo a los /;.Jdos rerrn1n;ilos de la caden<:-t d'.! prop¡ino 

de la llgnina orupos alfa carhonilos Estos hongos no son cap¡1ce~~ de rnet;-1bo/1¿ar 

fragmentos do ;indios aromé.Jticos ya que c;irecen de un ::.1!.~tern.a enz1m;'.J1ic.r.J efiacnte para 

romper estos. anlllo~; Un."l de estas cn71n1as f.iltantos de la celotJ1osa e!> la qu1nona 

ox1dorcducfa5a .por lo que el color c;..-ifü qut~ tornan lo!; materra/es ltqnocelulós1cos se 

puede det)t~r a Ja aclHr1ul.-ic1ón <je qurnonils 

El ataque dt~ ,_.~te l•po dP tlongo!> a la pitrt-d cc>/ular on materiales l1gnoccluló.=>1cos. 

empieza con la n1etat>o/l~":élC1ón de klS sustancias de la capn S2 de la pared sccundana 

La capa S1 formada por la pared prrn1ana y Id /an11n1//a rnt--'d•a son por el contrario 

bastante res1~tent<!S a In degrad.0tc1ón, e~lo detndo a su airo contenido de lignina. 14.311 

3. HONGOS DE PUDf~ICIÓN BLANCA 

Estos hongos son cnp<1cc:; por s1 solos de remover o degradar la mayor cantidad de 

carbohidratos y Jrnnina s1muH<lneamcnte de los componentes de los materiales 

lignocclulós1cos hasta CO;- y ;lgua 

Por Ja capacidad que presentan p<Jra degradar Jos componentes de los matenalcs 

fignocelulós1co~. se les ha clasificado en dos diferentes grupos. 

a} Los que degradan los lrP-s componentes de los matenalcs hgnoceluJós1cos 

celulosa, hcm1celulosa. y lignina) s1muftt1nean1cntc. 

b) Aquellos organismos en los que /a dcgrild~c1ón de llgnina es mas rápida que Ja 

degradación de celulosa y hcm1celulosa Un e¡cmpfo de este tipo es Ptourolus ostreatus 

un basidiomiceto al cual espccificamente se hará rclercnc1a .14 r. :~i J 11 
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4. BACTERIAS 

Existen pocas obscrv<Jc1oncs quo indiquen que las bacterias son capaces do degradar y 

utilizar la ligrnna Ciertos grupos do bactcnas poseen habilidad para romper enlaces beta· 

aril-gl1cerol, estos n~presentan do 30 0 un 50%, do uniones entro las unidades do fenil 

propano que conform.Jrl la estructura deo la lignina Un factor que puede ser detemiinan1e 

en la de9rad.nc1on etc los cornpuoslos lignocelulós1cos es la falta de movrhdad frente a la 

acción pcnctrantn dr! las h1fas de los hongos.(.c ;•-.¡ 

2.4. MORFOLOGIA DE LOS HONGOS. 

El estudio de la forn1a del cuerpo del hongo os bfls1co para la identific..."Jción de la especie. 

La morfologi;i de los hongos es dn gr;:in 1mportanc1a debido a la gran variabilidad en la 

s1stém;U1c<:i de t!Sto~. orgarnsrnos Paralelanicnte ;1 lil n1orfologia.tambión el color.el olor y 

el sabor son cnracterP~t1cas de gran villor en Ja 1dcnt1fic.--:Jc1ón de los hongos 

Con respecto •1 esto c .. abc h;lcer las s1qwcntcs aclaraciones podemos observar que 

crróncamcnle se llzirna hongo. a lo 4u•..! f:n fea!Jdad es el cuerpo reproductor o cuerpo 

fructifero de l;i nrnn rn;is;i alqodonosa y blanc.-1, que es el hongo en realidad, es decir. el 

micelio que se encuentra y vive en el ">Uelo. u ~~ustrato ( madera .estiércol. hojas. etc). 

Postenormcntf! de dicha rnilsa a rnaneril df! nnrnordros o botones, nacen los cuerpos 

fructiferos.ya seil uno o vanos. sngün se trate de los llamados hongos solltanos o de los 

-gregarios" como es el caso de P/c>urotus otreatus 

Dichos cuerpos sirven al hongo p<Jrn producir y diseminar sus esporas.o sea las 

simientes o me1or conoc1d;is corno serrnllas con l;is cuales se reproduce y perpetúa. La 

superficie o estructur;i que produce las e~;poras se llama himerno y la estructura que la 

sostiene es el csporóforo o r::ucrpo fructifero 1:- :1..,1 
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El espor-óforo suele ser simplemente el pie del hongo o estructuras muy complicadas. En 

los ascornicctos el tl1rncnio esta en la superficc suponer del cuerpo fructifero. y en Tos 

BASIDIOMICETOS en 1;:1 supcr11c1e 1nfenor del ~ornbrero. en estos es donde existe la 

variabilidad del h1rnenio que es la base para definir a l;:is especies, ya que puede haber 

hongos con h1merno liso. venoso. poros.o. dentado o laminar como el caso de Pleurotus 

ostroatus. 

Los caractéres antes rnenc1on.'.1dos !:>on de suma 1mportanc1a paro lograr una 

ident1fic.ac1ón cl.::ua del tipo de m1coorgélrnsmos que se este 1denllfic...,ndo, las partes que 

conforman al hongo P!eu1vtus ostrontus. Ver figura 3 

··-·-··- .. •········~-,o.:_---~-~ "-·- ._ .... ~ ............. 

~:~:.-.:-.~~-~:·:~: .... 
~;.,, _ _,_.,_ ........ _ 

........ '--...._ ···~- ) .... _ 

-- -~·''~ ··-··- .. -··---···-·-· -· • ....... ~ •• r·-·~·· _,. ... .... . .,_ ......... _,_ ........... 
......... ¡,_,_, ..... ,.,_,..,._ 

... _ ..... ., ............ º ... -~4·~· ·-
" '*"' "'-.. 

FIGURA 3 Partes estructurales de Pleurotus ::>streatus 

FUENTE. 7.8 

18 



2.5. MORFOLOG(A DE Plourotus ostrcatus. 

Los caractóres más importantes usados para la identificación do Plourotus ostroatus y 

según (Jacq. Exfr. Kummor) son los siguiontcs: 

Nombre sistcrn3t1co Nombre vernáculo. 

Plc1Jrotu.s ostrf•<1t11s Seta de ostra. 

OreJ<1 blanca. 

CARACTERISTICAS FISIC/\S 

Sombr-cro. Mide de 4 i1 14 cm de diamótro,en forma de concha do ostra;con el borde 

enrrollado y viscoso en t11~rnpo hun1cdo,v;in.ablc on su coloración. 

Color del sombrero_ Su color puede ser do gris pardo.blancuzco y hasta azulado. 

Laminillas. Estas son decurrentcs con l;Jmin1llas interrned1as.estrcchas.blancas o 

cremos<Js. 

Pie. Es corto n11dc de 1-3 cn1 ,es excéntrico o lateral y blanquecino con una capa miceliar 

blancuzca sobre su base 

Espor-ada. Es de color blo:1nco 

Carne. Es blanquecina y tenaz.tiene un sabor y olor agradables. 

Posibilidades de confusión. Con Plcurotus corntCopiae,quc tiene laminillas decurrentes 

y un olor anisado. Tnmbión con Pleurotus pulmonarius el cual tiene un color palldo casi 

blanco. 
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P/ourotus ostreatus es un hongo que so consumo ampliamento en Europa. No es 

patógeno n1 parásrto, par lo que no representa un problom;:i dr.: toxicidad en su 

consumo t7 1n 

Ver figura 4 

2.6. HONGOS COMO MICROORGANISMOS. 

Como ya se menc1on6 5e tiene una c1ran vanedad de hongos que son ampliamente 

conocidos y existen gr<Jndcs d1terenc1a!-> entre estos 

Estos no pueden ingenr sol1dos,corno lo~• .<lntmales. sino que obtienen sus nutrientes por 

absorción de rn.:Jtenales orqanicos '~ inorgánicos solubles. 
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Posee pared celular corno las plantas.pero no son do celulosa verdadera como estas y 

usualmente contioncn <1lgo de quitina. Su forma de vida es única. 

Muchos puodon rnostr¡ir dos separaciones pero son fenotipos parecidos. Su morlologia 

consisto do dos estados reproductivos: 

1 Un estado rnorlológ1co conipleto.rcproduc1endoso sexualmente por producción do 

esporas (pcrtcctas) corno un rcsuft;¡do dr~ la fusión nucloar sogu1da por una me1os1s. 

2. Un estado morfológico 1ncomplcto.reproduc1óndosc asexualmento par una producción 

de esporas 1mporfcctns seguidas do una d1v1s1ón m1tótica.c...."'"1da estado ~sí reproduce sus 

diferentes tipos do esporas Ver figura 5 

FIGURA 5 Estado morlológ1co de Ptcurotus ostroatus 

FUENTE 3.6 

Con lo que respecta al micello. este es el cuerpo del hongo y lo podemos encontrar en 

dos fases dis!intas. La pnmcra es el -mice!Jo vegetativo ... el cual tiene fonna más o menos 

circular y cuya función es alimentarse. colonizar el sustrato y aun1entar el diámetro. 



La segunda fase depende obligadamentc de la primera y es el arreglo del m1ceho 

vegetativo para formar cuerpos mas o menos sólidos y erectos sobre el sustrato(cucrpos 

fructlferos) 

Estos produc1r<ln las esporas qut~ ser;'Jn la s1m1entc que dispersará y permitirá que las 

especies sobrevivan a través del tiempo en la naturalcz;-__s. El m1cello originado por el 

arreglo del m1ccho vegetativo es dt!numinndo "'m1ceho reproductivo .. esta segunda fase es 

la fruct1ficac1ón ~ 3~ 1 
Ver figura G 

CUERPO 

27~-ºoºcs~ 
/ Jf5Y LA~ILLAS 

/ INTERNAS CON 9 ESPORA 

~'° BOTONES O ESPORAS J GERMINADA 

~- PRIMORDIOS / 

~- --, ,:>~~';' MICEL\6'..: CONtDIA 

~~- ~(0CONIDIA 
2'° MICELIO 4/if\~ lJ 

~-~ 
ESPORA ESPORA 
GE~MINAOA 

FIGURA 6 Rcpresentaoón esquernat1ca de la formaoon de cuerpos fruct1feros tuENTE 19 .19 
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2.7. FORMA DE CRECIMIENTO. 

Cuando se decide que el hongo se desarrolle ar11fic1almcnte es necesario especificar. 

detallar y cntcncJer todas léls etap.:is que intervienen para su desarrollo desde la faso 

veget¿itiva hast;i la fase ~:lt"?ncrnt1va como se menciona a cont1nuac1ón: 

2.7.a. AISLAMIENTO. 

Cuando sometemos al rrncel10 de los hongos él cond1c1oncs diferentes <1 lns de su medio 

natural. este puede rnonr. degenerar o cambiar sus cunhdadt:.!s P.:ira que el niiccho 

prospere en cond1c1oncs de laborntono. debe <'..ld;1pt.:irse a tales condiciones, realizando 

una buen<J scle:cc1ón del hongo que v;-w n servir i .. Klr<'I el <J1slarn1í~nto y proporc1on01r1c fa 

mejor altmcnt.or.ion para obtener un mc'.1x1rno de~.;:irrollo. esto con ayud;i de un rncd10 de 

cultivo adecuado 

Después de h.::iber rcalvado u:~to, obtenernos un rn1cello don1cst1c-..._-ido a condiciones que 

no son l;Js eje su h;ib1t.nt obtun~endo 05i lo que comúnmente llumarcn1os -micelio madre""_ 

Para roallzar el o:i1!~larrnr'!nto ~~e hace uso de diferentes medios de cultivo que van desde 

los s1mplf!S ha~1;1 lo::; medios ennquccidos 111 181 

TIPOS DE AISLAMIENTO 

En cuanto a la rni1nera de rc;il1ZZJr el aislamiento so tienen vanas opcmnes, tales como: 

1. Empleando una cepa de colección del hongo que se va a trabajar y transferirla al 

medio de cultivo 
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2. Emplo01ndo gcrmmac16n de osporas en In cual so obtiene la esporada y se coloca de 

manorn estén\ en el n1cd10 de cultivo 

3. En1plcundo te1ido interno del sombrero. esto es obteniendo pequc!ños cortes del tc11do 

y cotoc.::-u1o en las cn¡as pctn que contienen el medio de cultivo 

Cualquiera dt~ estas opc1oncs ba¡o las cond1c1oncs cstabtec1das p.-ira su rnc1or do~arrollo 

como f'.On. ternper<itura de 1ncubac1on. hun-u.:dad. 51n lu..".. etc 

Así se obtu!nO la adaptnc1ón del hongo ul rned10 de cultivo y con esto el c.1csarrol\o inicial 

de su faso vcgülahva obteniendo ns1 el llarnado "n11ceho madre"" 11 .,1 

2.7.b. MICELIO ACTIVADO. 

El desarrollo del m1ccho madre en granos de d1fcrentc!"~ tipas son utihzados para la 

inor.;u\ac1on cie los sustratos preparados El .. m1ceho nctivndo .. o .. inoculo"" consisto en 

llevar n cabo la co\oni¿ac16n tot4ll de los granos ornpleados, por el mteeho madre. con et 

fin de aumentar el desarrollo do la tnso vc~ctnt1va y lograr su tnc1or adaptación l,,) 21 .:i3.37 , 

Esto se puede rcaltZ<if en los s1gu1cntes tipos de granos· 

arroz 

trigo 

sorgo 

centeno 

La prcpar41c1on del grano como sustrato es de gran impartancia para la obtención de un 

m1ceho activado de calidad 
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Este se puede obtener do tres formas distintas: 

1.- A partir de l<l cepa de colección o la cepa aislada. Esto tipo es originLJdo de la cepa de 

Pleurotus ostroiltLJs que se inocula en el sustrato. Su crecimiento es un tanto lento en un 

pnnc1p10. 

2.-A partir de una dilución de espuros En csh! rnótodo las espor;-is de Pl,1urotu:; ostroatus 

son diluidas en a~¡ua estónl o hervida. postenormcntc son inoculadas nn el sustrato y 

estas prcscnt;1n un dc~ .. arrollo vigoroso ya que posee diverso~ .. puntos de crc<.:.1m1cnto 

3.-A partir de espnr;:1da Ln espor~da de Plcurotu~; ostmatus es 1noculad;1 en el sustrato 

en pequeños fragrnentos de papel. la esporc1da dt!be hidratarse en el sustrato. Por tal 

motivo su germinación es un poco ll?nta 

Las cond1c1oncs para el desarrollo ~~on de gran 1mportanc1~ en la calidad del 

m1celto.C1, ,~:n, 

2.7.c. FORMA DE CULTIVO. 

Como seta silvestre. el Plcurotus ostreatus se encuentra en diversas formas; se 

desarrolla como saprofita sobre material or9::tncco Se desnnolla gPncralmcnte en 

regiones templad~:rn, y neccs1to:Jn de una temperatura de 15 .-i 25 C para poder fructificar. 

Los sombreros pueden olc.-inz¡-¡r un tarn~Hlo uprox1rnado de unos 1 S cn1 o niós. el color 

varia dependiendo de la f!Spccu! y de las c1rcunstanc1tJs, desde arnanllo - anaranjado. 

pasando hastiJ gns - negru.~co y h<:ist:-J pos1blernente un ne~Jro - v101aceo 

El Plcurotus ostrcatus. se cultiva desde h<"lCí! v:u1as decenas de anos. en pequeña 

escala sobre cilindros o tocones c.h..' rnader3 al .:J1re libre Y recientemente se cultiva sobre 

sustrato a b;:isc de paja. suros de maiz o mezcla de ambos 

El Pleurotus ostrcatus es d(: color ~]ns - nr.gru¿co ~:·» 1 
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CARACTERÍSTICAS DEL SUSTRATO. 

Normalmente so utilizan residuos efe pajas do los cultivos agricolas ya sean de trigo. 

cebada o rastrojo de mniz entre otros. los cuéllcs son d1vid1dos en elementos de 2 a 7 cm, 

para con ellos fabricar el sustrato Posteriormente dichos mntonalcs dcborñn ser lavados 

y remojados pnra logar obtener l<.i humedad de 75 o/ll aprox1madnn1ente. 

Una ve.~ rt~al17;:1do c:-;to Sl~ dehP.r;'1n estenll7élr a una tcmpcraurn de 121 C por ?O m1n. o 

bien .:i una tr~nipcr¡¡tura cie 70 C por un periodo de 30 mm para asegur~r que quedó libre 

de m1croorgar·11~~n1os que pu,~ci<Hl C<"lU~">ar daño durante el desarrollo del m1cclto 

De unél tonclad.-i de pa1a sec.a se pueden obtener de 2 S a 3 toneladas do sustrato listo 

para ser inocul<:1do A cuntinu.ac1ón ~~e entna 1~1 cornpo~~t ha:.;t¡-i alc..-'lnLar unos 25 C, para 

poder efectuar la siembra 

SIEMBRA 

Para reall .. .,.ar ICt s1en1bra usuó'...Jlmente se ut1ll._ra una cantld.;-td de rn1ceho activado de 

alrededor del 1 5 al 3 'j~ dt~I pP-so dc:I sustrato 

Debe realizarse en un Jugar ltrnp10 en dondü st~ rnezcla el compost con el m1ccho activado 

o semilla 

El sustrnto sembrado se cnloc:i un ~>.'.leos de plástico las cuales deberán cubnr 

completamente el sustr.'.lto. debe snr transparento. perfor.;-Jdil y de un espesor aproximado 

de 0.02 mm 

El utilizar 1.1~; bolsas de plast1co tiene vanas r;izones que son proporcionar ni sustr<:1to un 

chma adecuado. evitar l.'.l desecación. protegerlo contra mfecc1oncs entre otras 

Oespuós de l<l siembra. se ~;itUa el con1post en un lug::ir donde el crcc1m1ento del m1ccho 

pueda cmpcLar y este lugar puede ser el mismo donde se llevo a cabo la pasteunzac1ón 

o estenllzac1ón o bien llevar l¡is bolsas al lunar <ief1mt1vo de la cosecha 
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El Plaurotus ostroatus requiero do una temperatura de unos 25 C aproximadamente para 

el dcsorrollo del micelio Durante la incubación debe existir un intenso movimiento de aire, 

para evitnr las diferencias de temperatura en el sustrato. Además debe de existir una 

elevnd;i humeddd en ol nmbicntc. La 1nv;is16n del sustrato h<Jbril tcrrrnnado pasados 15 

o 20 di<Js. l.n superficie debe ap.:necer hlnnc.-s de micelio, nntes de csper;u la formación 

de grnnos y cuerpos lructiferos.n.,,, ;.>1 _,,1 .n .ir 1 

FORMACIÓN DE CUERPOS FRUCTin''ROS 

Para que l;i forrnnctón de granos y su postenor crcc1m1en10 transcurran sin 

perturbaciones. t!S nccc5nnn la luz la cual puede ser natural o art1fic1al 

Se obtendri't una buen;1 fruct1fic;1c1ón sr tod;::i la masa de sustrato se encuentra 

aproximadamente entre 10 a 1:? C Al C:-lbo de ill9unos dias. se observart-1 gran canhdad 

de pequeño~• punto~• hl¡incos <!n la superficie del micelio estos scr3n los pnmcros 

pn1nord1os 

Tan pronto como S(• ve.'."ln lo~ pequef1os botones o pnmord105 en algunas partes es 

necesano retirar el p1ast1co de l¡i superficie del compost con esto ya se esprra ol 

crec1m1ento de los r::orpóforos y su subsecuente cosech;:¡ fv'lientras dure l<J cosechn es 

conveniente rn;:intPnPr .11 Plcurotus ostreatus a un<J tc•mpcratura de aproxi1nad;irnnntc 

12 i1 14 C y una hurTIPdad del aire rfel 85 °/o tlpíOXlnKtd;-trnente 

Dos seman;is d~spu<"~s de 1..-i .::ip::rnc1on df~I primer botón, SP. pueden recoi:.1cr loo:. primeros 

carpóforos Con rclac1on ;-i l.1 coscch¡i se t1encn los periodos de oleadas los cuales 

suelen ser de unns 10 <"l 1·1 di;:is. dependiendo un poco de la temperatura suelen ser de 

dos a tres por s1en1hr.-. Los Plcvrotus ostrcatus se cosechan cuando los carpóforos 

están bien cics;irrollados y los bordes del sombrero aún no se han enrollado o 

desgarrado 
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Los carpóforos crecen frecuentemente agn.ip.-idos en racimos En la pmncra oleada es 

preciso cortar los mas grandes con r>recauc1ón. Cuando todos los carpóforos de un 

racimo ustan del mismo liimarlo se puede cosechar totalmente este racimo a ras del 

compost o sustrato_ Los carpóforos cosechados se colocan en rec1p1entcs para proceder 

a la preparación partl su vent.'.l ,., .. , ~·~i 

El comportarrucnto antenor se muestra en la figura 7 

-- •tUSTRATO 

--cuAPTO 

FIGURA 7 Ciclo de la producción de Plcurotus ostroatus 

FUENTE 6 
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CAPITULO 3. 

3.1. DESLIGNIFICACIÓN CON EMPLEO DE ENZIMAS. 

Como un<1 fucntt! de reducción d1~ c.;Jrbono y almacennm1ento de oncrgia. la lignina ns 

m<-ls ubund:ultt~ que la cdulos;1 

La hgnin:i es n-iuy rt?~•~•ff~ntn :1 /;-1 dnnrad<1c1ón y al9unos organismos tienen la hab1lld;id de 

degr.1d.ir .i Id lrqn1n;J conu1 lo ·,otJ h1!> honqo~¡ y bacterias 4.1! 

Con10 ~o s:1l)•~. 1;1 hqnina nHJ•~·.lr.1 lJf1.:1 tJ.trrera f1s1c.-i d la de!:.compos1c1ón de celuloSéJ y 

El 8'~" dt~ Jos honnos .:-Jsoc1;1do~• con pudnc1oncs c;;1fé no realizan la reacción 

sat1sfactonarnnnte. n11entra~-. que c!I 9G'~~. de los hongos nsoc1ados con pudrición blanca 

tuJnen una reacción pos1t1v;1 h<1c1a 1:1 degradacion de la llgnina. En los habitantes 

terrestres los prnnero!; t!n d,~scon1poncr l;i /lan1na son los bas.1d•omicetos de pudrición 

blanc1. siendo dl~ ustc tipo <•! F'lnurotus ostrcotus como St! nos muestra l;i sigwcnte tabla 

3, 

MICROORGANISMOS DEGRADADORES 

ESPECIE' 

Cono/u:<> htr.«;ufu~; 

Plcurotos ostrf!,1tus 

HONGOS DE PUDRICIÓN CAFÉ 

Fon11tcp.<;1':i ¡vn1col.1 

l
.'~". DE DISMINUCIÓN DE LIGNINA EN BO 

DIAS 
. -· - - -- -- - - ---- -- - - -

52. 2 

25 t 2 

18. 5 

T ABL.f ..... 3 E1crnplos de hongos dcs!1grnf1cadorcs FUENTE 31 

En rclar:::ron a los rl1fcrr~ntes 11pos de lransformac1ones que ocurren durnnte la degradación 

de llgnina y de la cspecif1c1dad de la cattJ11sis cnz1m.3t1ca. este catabolismo es llevado 

acabo directnmcnlc por l;Js enz1m3s, siendo la mayoría enzimas extracelularcs las que 

están 1mp/1cadas rnayorrrwnlc 
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Esta reacción positiva de degrndar la lignina csttl asociada con Ja producción de enzimas 

extracelularcs como ya se mencionó siondo estas. 

del GRUPO l. Oxidorreductasas y n estas pertcnccon las siguientes. 

• Enzimas Feno/ ox1d;isas como l;i Lacassil 

• Pcrox1dasas 

• Tirosinasas 

Las cn7irnils pueden c.-iu~;;:u cnrnb1os en los limites estructurales en la Jignina y una cierta 

d1srrnnuc1ón en los cornponnntes del pnso molecular relacionados con la lignina.(22.3eJ 

3.2. CATALISIS ENZIMÁTICA. 

Con lo que respecta a la cat~1hs1s enzimática es generalmente considerada ya que ofrece 

algunas venln¡as potenciales sobro los procesos químicos. estos son · 

• Gran sustrato y rcL1cc1on cspecific-... a 

• Rcquenm1cntos cfr! energia mns ba¡os 

• Generación de cont.:1rnin<1ntf~5 mas ba1a 

• Alta producción de nuevos productos 

• Oportun1déutes pilr¡• trunsforn1.:ic1ones no f."'icilcs con reactivos quim1cos. 

Dentro de e~>t<i tecnologia se tienen cnzm1<::1s que pueden tac1lmente separar unas 

cuantas unid<:1<Jes .::irorn{tt1ca~ rnononienc.<is de ligmna. o altcrnat1vamcntc modificar la 

macromolC:cula en un<1 m.:Jnera que le pucd;:1 conferir propicdndcs útiles para su 

explotac1on en el estado rnacrornolecular 

Esta es una cons1dcrac1ón de lils fucntc~s potencia/es de muchas enzimas, Ja habilidad 

para degradar mod1fic;1r lign1n:i cst.-"'J restnng1da relativarnentc a illgunos 

m1croorgan1srnos como antenom1entc se v1ó 
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La biodcgradación de la mayoriil de los pollmeros nf!turalos por microorganismos os 

hidrolitica. Sin embargo on la lignina no os posible llevar a cabo este tipo do degradación 

porque la mnyorin de cstns variedades inlormonoméricas enlazadas son no hidrolizables. 

Para poder 1dent1hc~r la naturnlezn de léls rcncc1onos c..1tabóhc.1s 1nvn1ucrndas se tiene 

que hacer lo sir1uu~nte 

• La examinac10n de la pnrcml dograd.:1c1ón de ligrnna y los productos de de·gradac16n. o 

bien el estudio del camino b1odcgradatrvo cultivos l1gnohticos usando 

ospocificamcntc 14 C- marcado en ligrnna sintética y modelos d1n1óncos rcprcscnlando 

las subestructuras de llgrnna 

Para ambos grupos de hongos como !'.>On los de pudnc16n café y lo~ de pudnc1ón blancn. 

el modo de ataque es ox1dat1vo. p<trc1aln1enti! de~1rada o mod1fic..1 Pi alto contenido de 

oxigeno en la lignina por tiaJOS contenidos d•! rnetox1los e h1drOqenu con1p.;-1rados con la 

ligmna completa 

lnvcst1gac1oncs químicas muestran que el qn.1po de hongos de pudr1c1ón bl<Jnc.a llenen 

envueltos mecanismos por lo~~ cuales l;J dernct1l1tc1un de grupos rnt!tO)ttl en arnbos 

sustratos fenóllcos y no fcnól1cos y l.'.l h1droli;o:;1c1ón de arnllos aromflt1cos 

Por lo que los procesos ox1dal1vos rcsultnn en un at;i.que en las fracc1onos polirnénec:-is de 

alto peso nioleculnr correspondientes a la llgmn<t no degradad.a Es evidente pues que 

está su1cto a 1nvolu~•r en.?1m;1!:> fcnol-ox1dasas que remueven radicales fenox1 

intermedios. Esto es un proceso de depohrnenz.ctc1ón y ox1dac1ón sucesiva 

Esto esta basndo en la 1dcnt1ficac1ón de las untda<.Jcs terminales ox1dat1vas en polímeros 

degradados de hgnma 
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La relación extracolular C-C es considerada como el centro importante del mecanismo 

por el cual el polímero do ligninn es fragmentado 

Los hongos de pudrición blanec'l catallzan las reacc1onos do oxidación con el resultado de 

un incremento del contenido de alf.'.l-carbornl de la lignina degradada. La ident1ficac16n se 

realiza con el aislamiento de v.:inas molcculas do baJO peso molecular las cuales tienen 

gn.Jpos alfa-carboml mtilctos Cu-Cr\ Ver fiiqur:_i 8. 

FO', • H. C.H>orl19'"'"' 

IV 

r~MO 
#( -C .... :-CH1-COQH 

1 

;t;º 
"'f"-oc••> 
º" 

V VI 

FIGURA 8 Estructuras result~do de la degradación por 

hongos de pudnc16n blanca. FUENTE 

Con lo antenor los procesos b1olól'.]icos mas viables para utilizar los desechos 

lignocelulósicos es para producir alimentos en gran escal;:i p<:iro ganado con un grado 

mayor de digestibilidad, o bien par<:i la producción de hongos cornest1blos 

Estos dos procesos ( degradación de desechos llgnocclulós1cos para la producción de 

alimento para ganado y la explotac1ón de estos desechos parn el cultivo de setas). abre 

nuevas pos1b1hdades a otros subproductos. ya que los estudios dirigidos a la degradación 

de la hgrnna. la celulosa y la hcm1cclulosa de1an de1an ver la obtenc1on de subproductos 

corno la va1n1ll1na. glucosa. etc. 1-., 16 :<>.,. :-5 3,, -~ 1 
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CAPITUL04. 

OBJETIVO GENERAL 

Obtención de hgrnnasas producidas por Plourotus ostroatus ( seta ) cultivado en rastrojo 

do malz y su actividad cnzimatica in vrlro. 

HIPOTESIS. 

La utilización de un desecho llgnocclulósaco ( rastrojo do maíz ). servirá corno sustrato 

inductor en la producción de hgninilsas por Pleurotus ostreatus. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1 .- Establecer las condiciones de mslom1ento e 1dcnt1ficac1ón de Pleurotus ostrcatus a 

partir de un hongo comercial. 

2.- Establece.- las cond1c1oncs de nct1vac1ón de Pleurotus ostreatus para la obtención del 

micelio activado para la 1noculac1ón del sustrato ( rnstrojo de maíz ). 

3.- Evaluación m vitro de la act1v1dad enz1rnát1ca de los extractos crudos de Plcurotus 

ostreatus obtenidos a diferentes dias de crec1rrncnto en rastro10 de maiz. usando corno 

sustrato llgnina comcrc1nl y rastro10 de maiz. 

Para el cumplimiento de los objetivos anteriores se planteo la siguiente metodología. 
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DESARROLLO DE LA METODOLOGIA. 

1.1. Pr-oparaclón del agar enriquecido p<llra el desarrollo do la fase vegetativa 

(micelio madre) do P/eurotus ostreatus. 

Composición del agar enriquecido ni cual scrviri:'i para logrnr P.I u1sl<1m1ento. pi ,1.:1 1 

MEDIO DE CULTIVO EN UN LITRO 
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Cuando se rcalJ¿a el aislnm1cnto del Plourotus ostreatus se pueden arraslrar 

contaminaciones de bacterias y illgunos actinomicctos, los cuales so pueden elimmar 

empleando Jos s1gu1cntes ant1b1oticos como complemonto de la formulación del agar 

antenormcnte descrito 1:..-, 1. 

Estreptom1c1nil 

Clor;:-lnfcn1cnl 

50 ppm 

!"'in pprn 

El pH del agar ya tmnquec1do se n1ustó a 4.5 empicando H 2.S04 e NaOH 

al 2 ~~ 

Este se ostenlizó por 15 mm. a 15 lb/inz. ó bien 15 m1n. a 121 C . 

ambos 

Se prepararon c;11as de potrr de 100x15 mm y fueron incubadas a temperatura ambiente 

durante 24 horas para asegurar su estenlldad. 

1.2. Aislamiento a partir do tejido vegetal de un Pleuratus ostroatus comorcial. 

So empicó WJldO interno del sombrero de un esporóforo comeraal siguiendo la 

metodología que a contmuac16n se dcscnbe 

1. Se seleccionó un hongo comercml que tuviera un tamaño adecuado es decir do 8 a 10 

cm. de d1amétro del sombrero aprox1mad3mentc y que su tejido se encontrara lo mas 

sano o integro posible. 
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2. Se dividió el hongo para exponer el tejido interno en fragmontos de aproximadamente 

un ccntlmetro. 

3. Los fragrnnntos de teJido fueron trasferidos dentro de una cnja pctn que contian el 

agar enriquecido estónl 

Los dos pasos antcnores se deben reallzzir baJO un área estéril. 

4. Dichas caj.:1s fueron incub.ad.:is a una temperatura de 20 a 25 C duréJnte un período 

aproxim~dnrncnte de 10 di;is, h;ista élprec1.:Jr el desarrollo del mice/10. 

El m1ccllo que sea obtenido en las C...IJ<:iS, es el que corresponde al micelio madre 11 ~ '2 7 1 

1.3. Identificación de la cepa a travós del desarrollo de la fase generativa. 

Para verific...'1r que durante el a1slan11ento. la ccp;::¡ obtenrdo de P/eurotus ostrcatus no 

habla sufndo mod1fic<1c1oncs morfológicas dur;Jntc su ¡-¡daptación artificial. se llevó a cabo 

el desarrollo de la fase generativa del hongo en rn~trojo do maiz 

El sustrato como yzi se mencionó fué r¡itrDJO de rnai.~. el cual se n1olló en un moltno de 

martillos hasta oblener una harma Este poslenormente fue lavndo y renio1ado para lograr 

una humedad de f)S ;i 80''l; •. y dr.spués !'.Cr cstcnl1zado il 121 C durante 20 mtnutos 

fnmcd1atamcntc que fue enfriado. se inoculó con fragrnentos de m1cclto madre de 

aproximadamente un cm ctJéHjrado. los cuales representaron alrededor de un 3°/o del 

peso del sustrato 1Jn base seca. 
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Este sustrato un;-i vez inoculado fue incubado a una temperatura de 20 a 25 C sin luz 

hasta que so obtuvieron los csporóforos corno resultado do ta fase vegetativa y asl poder 

corroborar1a con las caractcristicas bibliográficas dcscntas.,17•71 :m . .J..J 311 

Las caracterist1cas moñológic.."""Js que fueron Cóns1dcradas para la idcntrficación son las 

siguientes. 

CARACTERJSTICAS ATRIBUTOS 
Tarnario del pie De 1-3 cm. localizado en l..~ parte 

Tamario y color del sombrero -- ~~e~:'-,~'c~~1~á~1mélrO-y-ooJO-r: 
__________________ _,_g!!._s~rdo . b.!!_~~~~.~1 __ ~_!!'~~~ 
Fomw-i de las lam1ni1Jas Con lam1nrllas mterrnc-d1as y 

blancas 
Color de la esporada Oc color blanco 
Color y Sabor de la carne Blang~e_9.'1!?_y~c s...~~!-~9~f!fl-2!.f?~ 
AQruoaoón durante su cream1en10 En raamos 

TABLA 4. Caractcnst1ca::. rnor1o$6g1cas de Plourotus ostreatus FUENTE 6.8 
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2.1. Preparación del grano que servirá al micelio como soporto y sustrato. 

La fase vegetativa del rn1cul10 m.-idre fué propagada con el fin de obtener m1cel10 activado 

que postenorrnentc ~rria ut1l1zado corno 1nocu/anru. Esto so llevó a cabo de la siguiente 

forn1a. 

El grano ernpluado fuo de tngo . ósle debió cun1pl1r con las siguientes caractcrist1cns . 

• hbre do particulos extrarlas 

• preferentemente de un tam¿if'lo homogéneo 

• sin presencia de gu.111os rotos 

• ser un 9rano JÓVt!n 

El grano deberia tenor lHlil humcdnd del 54°/o como espec1ficac1ón nprox1madarnente y 

esto se logró empleando la ~,;1gu1cnte relación: por C-"3dé:t 100 mi de grano se colocaran 

100 mi de agu;-i 

El grano fué csten/izado a 15 lb/in:- durante 20 mm para lograr su estcnhdad 11 q.;o 71 
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2.2. Inoculación en grano para obtoncfón do la primera generación. 

Los frascos que contenl<Jn un volumen de 150 mi de grano con las caractcrfsticas antes 

mencionadas fueron inoculados en unn relacJón de 1·1 O es decir.Que cada caJ:i 

petri que contiene ol m1col10 madre y:t puro y domesr1c..1do servirá pnra inocular 10 

frascos de tngo lo cual se realizó de la s1~:;u1entc manera la ca1a petn fué div1d1da en 1 O 

fragmentos iguales y estos se colocaron en IO!> frZt~.cos que contcnian el grano. todo esto 

se debe realizar b.'.lJO una área esténl ob1en1enl1ose asi la pnmcra generación. después 

de ser incubados durante 10 di.as o m.:'ls aprox1mndarnentc ba¡o una tcrnperatura dú 20 a 

25 e en la obscundac1 

lo antenor se detalla en el s1gu1cntc esqu~rna, 

FIGURA 9 Obtencion de pnmcra generilc•on de m1cel10 activado. 

Frascos de trigo estenl, con 54 "!o de humedad y 150 mi de grano 

Relacion fina/ 1 ca1a de micelio m.'.ldrc 1 O frascos con trigo esténl 
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2.3. Obtonción do la segunda gonoraclón do mlcolio activado. 

Esto so reah76 part1nndo de la primera generación que se Obtuvo. también en una 

rcl;:ición proporcional es decir- que c.;ida frasco de pnrnera generación que contenía los 

150 mi. de grano ya 1nv;::1d1do se d1v1d1oºen 10 porciones iguales las cuales se ulllizarón 

para mocul3r 10 frascos de trigo que contenian 150 mi de grano estén! y con una 

hurnednd del 54 º/oy asi se conforrn:iria la !;egunda nenerac16n. es decir que los 10 

frascos de pnn1cra gener.:Jc16n obtenidos mocul;.uon 100 frascos de Sf.:gunda generación 

y asi sucos1vi.uncntc p~rLJ obtener una tercera gener;::_ic16n Lo anterior se observa en el 

s1gu1ente d1bUJO. 

íHA~CCiS DE PHLMl-K.A G! Nl.í<lACION h! t .·.ci()N 1(' 

FRASCOS DE sr:GUNOA G!.NLH.Af":l()r.¡ f~! l./•l:'<)N ~(>() 
1~1 L./,( ;i~ r.i; 1r~;,L Hl Htu 

íRA..5COS DE lr:HCER/~ l"..Et.;LHAC\CJt.l REU\ClÓN 1000 
í"1f- Ll\CJÓ"-.1 FINAL 100 1000 

FIGURA 1 O Obtención de• 2a y 3.a generac1on de rn1ccho activado 



Con lo anterior se obtuvieron las 3 generaciones todas ellas provenientes de un cultivo 

puro. Considerando también a la tercera generación de buena calidad para la producción 

de esporóforos. 

La segunda generación de micelio activado es la que se recomienda para ser ut1hzada 

como inoculante del sustrato o de los sustratos en los cuales se quiera producir 

esporóforos a una mayor esenia y ésL'.3 fué la que se utilizó pam la producción de 

ligninasas de P/ourotus ostreatus tornando una relación del 3°/o en peso del sustrato seco 

que en este caso fuó rastrojo de rnaiz molido. 
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3.1. Obtención del extracto onzimálico crudo y evaluación dol modio do cultivo 

donde so dos:irrolfo ol micelio do Plcurotus ostrcatus. 

El rastrojo de malz fue molido en un Molino de M;u11Uos. la harina oblenidil fue lavada y 

secada. Postcnormcnle en frascos do 200 rnl. de capacidad so colocó un Hr<Jnlo de 

paja A est.:i canhdad se le ;igre9ó 10 mi dt! ..ioua de~:;.t1lada p;ira lograr la humedad de 60 

a 75c~~' Postcrtormonte se cs1eol1/0 por 1 ~J m1n a 1 ~J lt>/1n:' y !>1! rlcJó enfriar para llev.nr .a 

cabo su 1nocul<1c1ón 

El r.:istro10 humedo se inoculó con n11cel10 acl1vado. coloc:1ndo •1 granos de tngo invadido 

por Plourotus oSlffHltus Estos qranos corrospond1eron al 3°/., del peso del sustrato en 

base SCCC]. De esta forma se obtuv1oron un lot.al de 11 frascos do paja-hongo de los 

cuales se utilizaron los extractos cnz1m,""Jtrco~>, ;:iprox1madamf!nle f~n periodos de c..ada 

tres dias. Esto se llevó a c..abo durLJnte 30 días df! deszirrollo dt-~I Ptcurotus oslreatus 

(1 3 .1 8 . 3 1 1 Como se rnuestr.:i. 

Of" •NCX:ULACION .. .. -· ·- ::. .. ·- --.. ·- --
RASTHOJQDf_ 

Q kJ ~ J::,7 Q r;;;.¡ ¡;,;;;:¡ ~ ~ ¡;;¡ 

l~.ICUOACION 

w 
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Las enzimns producidns por Plaurotus ostroatus son cxtr-acclularcs por lo que para su 

obtención scré.'J necesario realizar un lavado y un filtrado con buffer do fosfatos de un pH 

4.5 utilizando de 20 a 25 mi. del buffer estéril. El filtrado contcndra las enzimas 

produc1d<is por Plvurotvs osrrcatus dur¡¡nte cad;i periodo. Estos extractos enzimáticos 

crudos serán ernplcados p¡ira 13 prueba de ac:t1v1dad liunocclulolitic.:-:i sobre lignina 

comercial (control) y sobre p<ija de mai¿ (sustrato rcc-11).(u.rn.m t 

Obteniendo asi un total de 11 extrnctos enz1mát1cos crudos de diferentes días. 

3.2. Preparación dol modio de evaluación do llgninasas dol extracto enzimático 

crudo de Pleurotus ostrcatus. 

Se pesó 0.1406 gr. de lignin;i comercial ( LN de Aldnch Chcm1c...""ll Company, lnc ) la cual 

corresponde al contenido de hgnma en un gramo do rastroJO de maíz. tste fue colocada 

en frascos de 200 mi de c.t1pnc1dCJd con 1 O mi de agua destilada cstóril 

Postcnormente fueron colocndos 5 nil. de ~1d;i uno de los extractos enzim3t1cos crudos 

obtenidos de Cdd;i í1üríodo f!Slablccido 

En el caso de la pnJa de mni.1: molldil se pesó un ~¡ramo de ki misma y se coloco en un 

frasco de 200 mi. de capacidad con 10 mi de ;:-igun desttlndn cstónl. Se agregaron 5 mi. 

del ex1racto enz1mc'.ltico crudo de cada período. 

Los períodos de los extractos crudos que se evaluaron fueron: 

O días. 3. 6. 9. 1-1, 17. 20. 24. 28. 34 y 38 días 
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3.3. Evaluación In vltro do la actividad enzimática do los extractos crudos a 

diforontos dias sobro lignina pura y rastrojo do maiz. 

Se contó con un lot;il de 11 rnuestras de llgnina corncrc1al y 11 n1Ul~str~1s de rastroJO de 

maiz rnoltdn a las cuales se les ad1c1on;:1nin los extractos enL1tn;1t1cos do cnda periodo 

establecido Corno muestra el s1gu1enh"! t!~.;quernn. 

{)C_MA¡¿ ~ ¡;;;¡ ~ ¡:,¡ Q Ll ~] w r;..J ¡;J 
F.;a(it~ClO 

OC.L OIA ~·J.H.A 

AMU.AS MlffSll{AS 

t.tGNll"'A ¡;;:¡ c.;:J o ~J ~ o ~ w e;;,] r.d COME•<(CIA.1.. 

O•AS ne INClllv~c101~ 
PARA AMBAS "-'lff!:>il{AS ' 

Cada una de estas rnuestras fue anall7zida dc5pucs (1e un periodo c1c tres días de estar 

en contacto con el extracto cn71mat1co crudo n un;:i temperatura de 20 a 25 C; 

postcnormcntc se rcallzarón los ~n<lhs1s de llgnma aparente por el nielado de Klason 

S1dnP.y P et al 1988 (anexo 1) y v-uboh1dratos por el metodo de Nelson y Somogy 

S1dncy P et ¡-il 1988 (anexo 2) Es importante detcrrninar el rnvel de compos1c16n de los 

residuos li~Jnocclulós1cos que héln sido de~}radndos cnz1m:'H1carnente ni estar en contacto 

los extractos crudos con los sustratos. en l!Stc caso lignina pura y rastrojo de maíz razón 

por la cual se determinó In cantidad de ligrnna degradada y la apanc1ón de carboh1dratos. 

que ocurre como resultado de la dcgrndac16n vía enz1mát1ca e:> q , 0 ;::- .-.. ... 30 32 1 
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La siguiente tabla sirvió para recabar la información obtendida duranto el experimento. 

LIGNINA COMERCIAL RASTROJO DE MAIZ 

DIAS .,..ut_ 

CAHflOt~IOHAl(J!; ~AJ~LNll CA.HfJOt~tr:i.i<Aros , __ º_,_ ____ -+---------- ------------ ------
,_ __ , ______ ,,__ _____________ -~------·--- --------

3 
---+------+--------·- ----·---- ---------

6 
9-------+-------·------- -------

14 

'---,Y-

20 
_2_4_ ----------- ------+--------! 

34 

38 

Con los datos que se recopilen resultado de la experimentación se realizara el análisis 

de resultados adecuado. 
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CAPITULO S. 

RESULTADOS Y DISCUSION. 

La preparación de las cajas de petri con ol empico dol agar enriquecido y la adición de 

antibióticos en cantidades de 50 ppm de ostreplomicina y 50 ppm de doranfenicol 

resolvió el problema de contaminación. 

Se obtuvieron cajas pctri con agar enriquecido de un color crema traslúcido y de una 

consistencia dura. 

Se logró el aislamiento del hongo a partir do un fragmento del te11do intemo del 

sombrero de un hongo comercial. 

El micelio se obtuvo en las cajas de agar enriquecido, se desarrolló en un periodo de 8 

a 10 dfas de incubación a 25 C con las caractorlsticas moñológicas propias del micelio 

a evaluar como so propuso en Ja metodologfa: 

CARACTERISTICA ATRIBUTO 
Apariencia Pelucilla blanca 
Color Blanco 
Reves de la caia De color blanco 
Textura Alaodonosa 

Dichas caracterlsticas morfológicas resultaron ser las esperadas para el P/eurotus 

ostreatus. 

Con lo anterior se logró obtener el desarrollo de la faso vegetativa y su adaptación a un 

medio artificial obteniendose asi el " micelio madre ". 
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Una voz que se logró la adaptación del Plourotus ostroatus se verificó si sus 

caracterfsticas no hablan sufndo cnrnbios, esto se h1zó n travós del dcs;irrollo de la 

fase generativa corroborándose asi las caractoristic¡ls morfológicas del fruto: 

lcC:=-'-A~RA~~C~T~E~R~l~S~T~l~C~A~------+'A~T~R~l~B~U~T~O~----------~ 
Tama~O-~Q_•e _______ ~·~1~a~3_c~m~·---~·--~ 
TarnaFio del sombrero y color Do 6 a 12 cm de color--gns 
del mismo claro n obscuro 
Fonna de-Tas laminiilas--~ L-ñmrnitt3S~COntrnuas al ---¡;¡e 
•----~·----------~ ~docurrentcs) _________ l 
Color de la csporada Blanca~-------------< 
Color y sabor de la c-..amo·--·- Bíanq.uccina y dura de un 

1--------------rsaborag~ra~d~a~b~lc~-------< 
Agrupación durante su En racimos do 4 o mas 
crecimiento caroóforos. 

La preparación del grano que s1rv1ó como soporto y sustrato para desarrollar el micelio 

madre fue do suma importancia el haber contado con un grano de trigo de buena 

calidad, para lo cual los s1gu1entes puntos fucrón determinantes para obtener un 

micelio activado do alta calidad· 

• Ubre de partículas cxtrañus: esto fu6 quitar granos que no cr.:in de tngo. así como 

toda basura 

• De un tamaño homogéneo el cual fuó do aprox1rnadamontc de 4 n 6 mm do 

longitud. 

• Eliminar todos los granos rotos ya que si os~os estan presentes ocasionan que el 

almidón del grano se gehfiquc durante su preparación y cstenlización y ocasionando 

además que los granos estén adhendos lo cual no es conveniente. 
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• Selección de grano joven; esto se logró al obtener un grano. el cual su cutlcula no 

estuviera arrugada ya que de ser asl, causana problemas postcnorus corno son: el 

desprendimiento do la cuticul.:l durante su separación y que el grano no se invadiera 

completamente del micelio. 

Lo antenor se realizó con fuc1lidild y no se presentó ningún problema 

En cuanto a la hum1d1ficac1ón del grano, la relación más adecuada fué 100 mi. de 

grano y 80 mi. de agu<:l parn después ostonltzarsc par 20 min. n 1 5 lb/m7
• para asl 

obtener una humedad del 58 '%. la cual resultó apta para el desarrollo del - micelio 

activado -

La inoculación del grano ya humidificado con fragmentos de " micelio madre .. para la 

obtención del desarrollo de la pnmora generación. stguicndo la relación de una caja de 

potri invadida de m1colio que se ullltzó para mocutar 10 fr<lscos con 100 mi. de grano 

preparado, so desarrolló después do 15 di.:ls aprox1madnmente en incub<lción a una 

temperatura do 20 a 25 C, sin luz, observándose el desarrollo de l<i faso vegetativa del 

micelio de Pleurotus ostroatus con las siguientes carac1crist1cas: 

CARACTERISTICA 
Apariencia 

Color 
Textura 
Desarrollo 

ATRIBUTO 
Crecimiento de las h1fas a 
manera de filamentos entre los 

g~an~~-~<?'----------' 
Blanco 
Alnodonosa 
Lento y escaso por la nueva 
adaptación al sustrato ( granos 
de trino\ 
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La obtención do la prin1ora generación del ~ micelio activado .. sirvió para lograr el 

desarrollo do la segunda generación, la cu.al fuó utilizada p.:ira la inoculación de 

sustratos para el dosarrollo de la faso goncrativn do Plcurotus ostrotJtus. que fue la 

que se utilizó pnra l<i producción do hgninasas. 

Esto se realizó en la relación planteada que fue: un frasco de grano de la primera 

generación para 10 frascos con 100 mi. de grano preparado obtcniendoso la invasión 

completa del grano do tngo en un periodo do 10 días aproxrmadamcnte ol cual tuvo las 

siguientes cnracterlst1c.as: 

CARACTERISTif:~.-----t=,Ao-T~R=l=B~U0_T~O~.,._--,--~-.,.,.-,..--I 
Apariencia Granos totalmente invadidos 

'-=~------------ por las ~ifas dQ.!__f!!~~-º---· 
Colo_r -----·------ Blanco -------------• 
~:~:r~llo -- ~:;-;fc;°s~osn ________ _ 

En relación a la preparación y obtención del extracto enzin1ático crudo, su extracción 

resultó fé'Jc1I ya que se sabe por lil b1bliografia que lns enzimas que forman el complejo 

enzimático denominado H /igninasas H son extr¡icelulares. 

El volumen utilizado finalmente para extraer las enzimas del medio de cultivo del hongo 

a diferentes diéls, fuó de 25 mi. de buffer de fosfatos. 
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CIAS '\IS %UGNNAAPA18'1TE 

>CD --------------------. -----·------------

25 

1 
1 
1 

1 

! 

GRAFICA 1 '!·;, do Lignina aparente VS periodos de íncubación de Pleurotus ostreatus 
en el medio de cultivo 

En la gráfica 1 se muestra el '% de llgrnna aparente durante el periodo de incubación 

del micelio de Plourotus ostrcatus 

Como puede observarse en un periodo de 38 dias la cantidad de lignina aparente 

disminuyo de un 100 °/o a un 45 6 1~·0 es decir que de un 19.9 °/o de lignma aparente que 

contenía el r~strOJO de maíz este d1smmuyó a un 9.07 °/o de hgnma aparente 

cuantificable 

Existen algunos d::itos de Tanesaka y cols 1993 en donde se menciona una 

dism1nuc1on de un 25 '!-O de l1gnmél en 80 días. si realizamos el mismo análisis 

observarnos que de un contenido 1mc1al de 20 ~ 10 de llgnina este 1dsrnmuye a un 15 º/o 

de lrgnina aprox1madnmente. tomando en cuenta que no se pueden comparar dichos 

resultados ya que la mcd1c1ón de la degradac1ón de llgmna fuó hecha sol.Jre trozos de 

madera a d1ferenc1a del rastrOJO de maiz y deb•dÓ a que la estructura de la madera es 



madera a diferencia del rastrojo de maiz y debido a quo la estructura de ta m..:'ldera os 

mucho más riglda y compleja In nctiv1dad do los extractos enzimáticos pudiera verso 

más compromotida por la estructura misma. 

Ahora bien Platt y co\s. 1984. encuentrnn quo en la degradación de hgnina de paja de 

algodón se observa quo en un periodo do 25 dias tienen una disminución del 33 º/0 en 

el contenido do 1ignina. Este dato so <tcerc..-. mucho at obt0n1do en esto trabajo. ya que 

si se considerar~ et m1sn10 t1en1po (25 dins) sr! hub1or¡-i tnn1do una degradación de 

1ignina del 30 ·~1" 

Do los extractos enzimáticos crudos obtenidos cada tres di;.\s y probados sobre hgnina 

comercial y rastrojo de maíz se tienen los siguientes resultados que se muestran en la 

tabla 5 y las gráficas 2.a. , 2.b. y 3.a .. 3 b. rcspcctivarnentc 

UGNINA COMERCIAL RASTROJO DEMAlz 

l~ :;>~~;~r_:~- ~_iv;;~~~~ ... _ -~_'._~~';2!_ -~~~~~~~ 
O 100.00 O 00 __ ·--~9c3_6_1_7_ __ 0.00_ 
3 98.3629 --~()c0_2.____ -~~_?QO ___ 126~ 

_ __§__ 98.2~48 _ _!~·º-:...º_q __ ~.27_?.S!____ ~~~-
9 87.7712 __ 1_()9.00 -- 87.7667 120.79 
14 88.4536 103.00 68.7500 136.63 
17 52.9161 i_go.o~<L__ s8.936o 140_59 

_ _2()__~.280_()_ 87.00 -9·5_5933 127.72 

1_~2~4~~-7~4"-'-.1~5~3~a,,_¡_.-e9~7'--'"".o~o,_----l 89.7887. 137.62 
28 87.7031 96.00 __ . 89.5184 120.79 
34 94.5325 115.00 92.2640 131.68 
38 62.8560 101 .00 96.3726 117 .82 

TABLA 5. Resultados de ta evaluaaon in V1tro para hgrnna comeretal y rastro10 de 
maíz 
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COMPORTAMIENTO DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS DE DIFERENTES DIAS SOBRE LIGNINA COMERCIAL. 

-----------------, 
DIAS VS % DE CARBOHIDRATOS 

' 1,~ ' 

l• 

GRAFICA 2 b ',de Carboh1dratos 
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COMPORTAMIENTO DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS DE DIFERENTES DIAS SOBRE RASTROJO DE MAIZ. 

OIAS VS "• llGNINA APARENTE 

\ ~ J;l•t 

GRAFICA 3 a % de L1gnma Apaiente 

" 



COMPORTAMIENTO DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS DE DIFERENTES DIAS SOBRE RASTROJO DE MAIZ. 

O!AS \IS '1 CARBOHtDRATOS 

1 

L __ _ ¡·.i.s 

GRAFICA 3 b % de Carboh1dratos. 
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Como so observa en la gráficn do barras 2.a. el porcentaje más bajo de lignina 

aparente se presentó con un cxtrncto onL1mi'Jttco obtenido de un cultivo de 1 7 dias. 

medido sobre hgnina comercial en donde so considera como 1 00 º/o de llgnana la 

cantidad de l1gn1na contenida en 1 gramo de raslro10 de m;iiz. Por otro lado la gn'tfica 

de barras 2 b turnb1én nos muestra el porccntiljc de apo:::u1c1ón de c.:-:irboh1dratos 

presentados son Vil lores corrc~1uk>!~ PS c1t~c1r. que el valor dctcrrn1nado ~ ... e le restó el 

porconta10 do carboh1dratos que provienen del medio do cultivo 

Si compararno~ los vulores de carbohidratos que aparecen conforme transcurre la 

degradac1on. prodri.:tmos dcclf'" que con un extracto enz1rnát1co de tre~; días do cultivo se 

presentan carbohidrato~; que provienen de lil degradación de hgnina basicamento ( 130 

º/o para llgnma y si observarnos la grttf1ca de barras 3.b se lleno un 126 º/o para rastrOJO 

de mai.z ). mientras que paril un extracto cnzim<'.ltico de 6 dias ~:.n presenta Ja mayor 

cantidad de carboh1dratos en el rastro10 de maiz y esto puede !.Cr debido a In suma do 

carboh1dratos que provienen de la degradación de l1gnm;i mó~ los carboh1drato5 que 

provienen de la denradac1ón de celula~>as y hcm1cclulasas, ya que en el extracto 

enzimático es probable que contengiln cclulasas y hern1c:clualsas Es por esto que 

hubo neccs1dnd de medir la activ1d.-1d de llgn1nasas con un control pos1t1vo corno fue el 

caso de lignina pura. 

En la grúf1c.:-i de barras 3 ;-i. se ob5crv;-i que el valor n1ás ba10 de llgnina ilparcntc se 

presenta con el extracto enzimático df.! 14 días de cultivo (G8 7 'Yo) S1 compar<:imos en 

tiempo y en porcentaje de llgn1na dec;_1radadu los extructos de los dias 1•1 y 17 en hgn1na 

comercial y rastro10 de mai7. podernos observar qc en rastro10 de maíz se tiene a los 

14 días la máxima degradación pero no en porccnta1e degradado • mientras que el 

extracto de 1 7 dias sobre hgnsna comerc1al. se tiene el porccnta1c más bajo de hgnina 

aparente 
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Con estos datos podriamos decir, que los oxtrilctos onzimtllicos producidos en un 

periodo de 14 - 1 7 dins do cultivo se tiene la mayor actividad do hgrnnasas y esto se 

puede deber a que el extracto cnzimtitico contiene no solo ligninasas sino cclulasas y 

hcmicclulas;is y que al ser rned1da su ncllv1dnd sobrn diferentes sustratos ( lignina 

comercial y rnstro10 de m.::1iz ) d;in esa d1fcn!nc1a Pn dias y se podria suponer que esa 

diferencia en dias en cu¡:¡nto a nct1vidnd de 135 hqn1nasas se refiere a que la presencia 

se otros sustratos tnh1ba pnrc1almentc 1.-i act1v1dad de las hgninasas 

De acuerdo n Crnwford 1 OBO es muy <.11f1c1I l~stud1<H el mecarngmo bioquímico en el cual 

los m1croorgan1smos degr.ndan ~' la Ju:1nina un;i ra?ón es la cornpl~~11d:id estructural de la 

molccul.:i de llgnm01 ya que esta es un poliniero ;-tmorfo tnd1rnens1onal el cu<Jl contiene 

diferentes enlaces C -C estables y cnl<3Cf!~> t'~tcr t_!ntrc unidades monomericas de fcnil 

propano id es 

Usualmente la mejor forma dr! seguir l:i dt!grndac1ún es medir alteraciones químicas 

grandes como por e1empio la cu.;:1nt1f1c.::lc1on de vanos grupos funcionales en la ilgrnna 

antes y despuCs de ~u dcgrzi.d:ic16n 

Harvcy P. J et. al. 1985 asegur:in que los hongos de pudrición blanca remueven 

selectivamente hgmn:i 6 s1multáneamente remueven llgnina y pohsacó.ndos por estas 

razones en este trab:i10 fué n1cd1d<l tanto l;:-1 desnpnnc16n de llnn1na como la aparición 

de carboh1dr:itos respectivamente. lo cunl concuerda con lo~; resultados obtenidos 

Harvcy P. J. et al 1~J85 estudió t.~I niodo c1e ataque de los honf)OS de pudrición cafe y 

blanca y encontró que es un ;-itziquP. ox1dat1vo. y;i que liqninas y b<JJO contenido de 

hidrógeno y mctox1I comparndas con i.onma sin degradar. 

Además los hongos de pudnc1ón blanca rnetaboltzan la lignina hasta dióxido de 

carbono y agua. fragmentado cxtracclulanncnte el polímero hasta mezclas de bajo 

peso molccul;ir antes de ser met<Jbolizados mtracelulnrrnente. 
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CONCLUSIONES. 

1. Se realizó el aislamiento del hongo P/eurotus ostreatus en forma pura a partir de 

tejido interno del sombrero de una seta comc,-cial. 

2. En l.'.l preparación del medio se hizo nccusano ut1h.zar anl1b1ót1cos para prevenir la 

contam1n;ic1ón por bacterias y acttnom1cetos durante el cultrvo de Plaurolus 

ostreatus 

3. El desarrollo del "' micelio madre H se obtuvo en un periodo de 8 a 10 días de 

incubación a 25 C con las caractcrislicas morlológ1cas propias y corroborando dichas 

caractcristicas ni lograr el desarrollo de la fase generativa obteniendo las 

caractcrfsucas morfológ1cils esperadas 

4. En cuanto a la preparación del mccel10 ac:t1vado la me1or relación parél obtener la 

humedad dcse<ida del Inga fuó de 100 mi de grano 80 mi de <:19uil logrando asi una 

humedad del 58 °/o. 

5. El periodo de desarrollo del M M1cc/10 activado M para la primera generac•ón fué de 15 

dias de incubación de 20 - 25 C. 

6. El período de desarrollo de la segunda generación fué de 10 dias a la temperatura 

de 20 - 25 C. 

7. Durante el periodo de incubación del micelio de Plcurotus ostreatus sobre rastrojo de 

maíz y se tiene una disminución del contenido de lignina de un 54.4 º/o. 
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8. Con el extracto enzimático obtenido obtenido a los 14 dias de incubación del micelio 

de Plourotus ostraatus. se obtiene el valor más bajo de lignina aparento ( 68.7 º/o) 

cuando éste es apflc;ido sobre rastrojo de mai7. o sea que el extracto enz1mót1co 

crudo dcgr~dó 31 .3 º/o del total de ltgnma en 3 dias de mcubactón 

9. Con el extracto enz1mát1co obtenido a los 1 7 días de mcuh.-1c1ón dt~I rn1cello de 

Plourotus ostrcatus. se obtiene el valor n1<'1s ba10 de l1f)rnna :iparr!nte (S2. 9 º/o ) 

cuando éste es aplicado sobre lignma comerc1al. o sc:i que el extracto en.t'1m<'1tico 

crudo degrado 4 7 1 º/o del total de la lu;inina en 3 di<ls de mcub::ic1ón 

10.Es importante el considerar que los tiempos de obtención del n1icel10 madre y del 

micelio act1v.rJdo d1sminuyerón en rolac1ón a los tiempos reportados 

bibliograficamentc so cons1dcrc:J relevante par<i cuando se desee llcv;u a c::ibo el 

cultivo de Plevrotus ostreatus en otra esc..1ta. yn que el tiempo de obtención de los 

esporóforos tcndertl a d1srnin uir los t1ernpos de cultivo 

11.Con el empleo de extractos enz1mát1cos de Plourotus ostrcatus se podrc3 hacer un 

mejor aprovechnn1icnto de los residuos ilgnocelulósicos par<l consumo animal. ya 

que estos extractos deslignifican el matcnal y por lo tanto dCJiln expuestos más 

nutrientes aprovechables por el animal. 
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ANEXO 1. 

METODO DE KLASON. 

Parece sor que el mejor método do aislar y cuantthcar ol porcentaje de llgnina aparente 

es el de KLASON ya que este es un tratamiento con .3cido sulfúnco el cual consta de: 

polisaeclndu-------,,.. a--• arucares solubles en aqua 

hgnina se recupera corno solidos insolubles 

Es una mcd1c1ón de la ligmnil como la fracción in~;olublc ac1da do muestras 

lignocelulosicas su1otas a la hidrol1s1s por un nc1do fuer1e c:fi¡ 

PROCEDIMIENTO, 

• Transfenr la muestra a analizar a un matraz erlcnmcyer do capacidad suflc1onte con 

una exactitud de O. 1 n"lg 

• Se añade 1 mi de H 2SO,éll 72 '% ( 1 mi de ;'1cido por cada 100 mg de muestra ) a 30 

C mas monos 5 C por una hora con un continúo movim1cnto 

• Después de una hora exactamente el elu1do os transferido cuantitativamente a un 

matraz erfenmcycr de 125 mi. usando 28 mi de agua por cada mi de ácido 

• La hidrolis1s secundaria se da en un autoclave a 120 C por un<:i horc:1 

• La solución c..1l1cnte es filtrada a travós de un filtro tarcd gooch y el residuo de hgnma 

de klason es lavado con agua caliente para remover el é'Jc1do 

• Las muestras son secadas a peso constante a 105 C con una prt::c1s1ón en la pesada 

de 0.1 mg 

• La lignina es expresada como un porcentaJo de la muestra original conforme la 

siguiente formula. 

ºlo de llgnma aparente :::;: peso de ltgnma 

peso de muestra 

X 100 
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ANEX02. 

METODO SOMOGY - NELSON. 

Los carbohidratos contenidos de los residuos lignocelulosicos son determinados por la 

medición de tos azúcares roductoros contendidos de los filtrados de klason usando una 

modificación al procedimiento do Somogy-Nclson. Los filtrados de klason retenidos de 

los ensayos contiene los monosacndos compuestos do azúcar producidos por ta 

hidrolisis écida do los polisacarido origínalmcnte presentes en las muestras a 

analizar-c26, 

Siendo este el método a utilizar. 

PROCEDIMIENTO. 

• Para neutralizar cada solución emplear 18 o més mi de NaOH al 2N. 

• Tomar 1 mi. del filtrado neutralizado el cual es transferido a un tubo de ensaye de 

150 mm. de longitua y 15 mm de diamétro y se le colocan 3 mi. de la solución e· 
posteriormente se le coloca una canica en la boca del tubo y se coloca en un bai'\o 

de agua hirviendo por una hora. 

• Terminado el tiempo se enfrla a 4 C. 

• Se le adicionan 3 ml. del reactivo de NELSON•• y se homogeniza perfectamente. 

• Se le adicionan posteriormente 10 mL de agua y se homogeniza. 

• Se determina la densidad optica a 500 nm. 

• La cantidad de azúcares son determinados usando una curva estandar de glucosa 

siguiendo el procedimiento anterior. 

- SOLUCIÓN C. 

Es preparada mezclando 4 partres de la solución A y 1 parte de la solución B. 

La solución A contiene: 

180 gr. de Na2 SO., 

15 gr. de Sal de Rochclle 

30 gr. de Na2 C03 

20 gr de NaHC03 

La solución B contiene: 

180 gr. de Na2 SO, 

20 gr de cuso •. 5H 20 

Las soluciones anteriores para un litro de agua cada una. 
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-REACTIVO DE NELSON. 

50 gr. do {NH,. )6 Mo7 0 2 , .4H20 en 42 mi. de H 2 SO,. concentrado y ostos se anadon a 

900 mi. de agua. En 50 mi. do agua so anadon 6 gr. de Na2 HAs0,.7H2 0 y se 

mezcla con o1 volumOn anterior y se afora a un Htro. Posteriormente incubar el reactivo 

nelson a 37 e por 24 - 48 horas para su postonor uso. 

Datos obtenidos parn la construcción de ta gro'.'lfica ostandar de glucosa siguiendo los 

pasos anteriores. 

MUESTRA GLUCOSA mg/ml ABSORBANCIA 

1 o O.O 

2 10 0.03 

3 15 0.035 

4 20 0.05 

5 25 0.056 

6 40 0.1 

7 80 0.24 

8 160 0.5 

9 240 0.68 

10 320 0.9 

11 360 1.15 



Con los datos anteriores se construyó la siguiente gráfica. 

'. 
mg/ml DE GLUCOSA VS ABSORBANCIA 

'-2 ~----

o• 
:$ 

~ 06 ¡;¡ 
~ 

. " 
04 -

300 350 400 

mg/ml DE GLUCOSA 

GRAFICA 4. Curva estandar de glucosa. 



GLOSARIO. 

Basldiocar-po. Cuerpo 

Basidiomicetos. 

fructifcro de Jos hongos del grupo do los 

Basidiomiccto. Grupo de hongos caractcnzados por producir sus esperar sobre 

estructuras m1croscóp1cas llamadas basidios. 

Basidiospora. Espora de bas1d1om1ccto producida por un proceso sexual~ espora de la 

etapa perfecta 

Botón. Hongo inmaduro antes de la expansión del píleo o sombrero. 

Camo dol hongo. Término usado para designar la parte interna del cuerpo del hongo. 

Equivale tócn1camcntc al llamdo contexto de la parte interna del hongo. Puede sor 

blando. compacto. gelatinoso. leñoso, correoso, cte. 

Composta. Es la fermentación que se lleva acabo del con1unto de los matenalcs 

orgánicos por la nora misma o por la presencia de otros organismos 

Conidia. Espora asexual de los hongos que no está dentro de un esporangio Se 

produce sola o en cadena 

Cuerpo fructifcro o carpóforo. Se llama asi al cuerpo reproductor del hongo. el cual 

nace de la masa algodonosa o micelio. que crece en el suelo o sustrato. Equivale al 

llamado hongo que se colecta del campo. 

Espora. Constituye Ja semilla de los hongos. Son corpüsculos sumamente pequef\os. 

visibles solamente al microscopio. 
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Esporada. Depósito de esporas dol hongo sobre una hoja de papel. Es muy útil tener 

csporadas de los hongos, parn conocor el color de las esporas en masa. 

Estructura. Se lo llama nsi a cualquier parte u órgano del hongo Sombrero. ICmmas, 

pie, anillo, copa del p10. etc., son estructuras del cuerpo fructifcro do los hongos 

Faso vegetativa. Diccse del crcc1micnto. tc11dos o procesos relativos al manton1m1cnto 

del cuerpo vegetal, en contraste con los tc11dos o é.1Cl1v1dadcs 1mplicados en la 

reproducción scxunl 

Himonio. Superficie fórt1I del hongo_ Corresponde a la parte del cuerpo fructífero o 

reproductor de un hongo que produce la~ esporas. Es la parte de aba10 del sombrero 

de un P/ourotus ostreatus 

Lámina. Estructuras delgadas a. rnanora do ho¡as. que se dcs::irrollan debajo del 

sombrero de algunos hongos. Las tarnmas forman las esporas del hongo. E\ color y 

pos1c1ón de las ta.minas respecto al pie os muy importante en la idcntif1cac1ón de los 

hongos. 

Micelio. Con1unto de filamentos del hongo que crecen en el sucio, madera o estiércol y 

producen los cuerpos fructifcros. Generalmente el miceho es blanco. rara vez amnnllo o 

verde. el micelio representa el verdadero hongo. Lo que se colecta en el campo o 

bosque y se le llama hongo. es en realidad un cuerpo reproductos o fructífero del 

hongo. 

Pie. Parte que sostiene al sombrero de los hongos. Suele \lamársele cstipíte 

Gencralemcntc el central o c11índnco. aunque también puede ser excéntnco o latera\, 

largo o corto y bulboso y senc1llo. 
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Saprofito. Organismo que obtiene su alimento de la materia orgánica muerta 

Simbiosis. Asociación de dos individuos para vivir juntos en colaboración mutua La 

asoc1ac16n de los filamentos de los hongos (micelio) con las raices de los árboles (pinos 

y encinos) es una sin1b1os1s. 

Sombrero. Parte supenor del cuerpo del hongo. Generalmente debajo del sombrero se 

desarrollan las ltim1nas. poros. dientes, vunLJs, etc.; es en este lugar donde se forman 

las esporas que reproducen al hongo. Al sornbrcro se le llama tócrncamcnte pilco 

Sustrato. Lugar donde crece el hongo. Ejemplo. tierra, mantillo, madera. esl1ércol. etc. 
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