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RESUMEN 

El objetivo del presente proyecto fue desarrollar métodos 

alternativos para evaluar el consumo de celulosa por mutantes de 

P. o•treatua !Jacq. ex Fr. l Kummer. Se modificó la metodolog1a 

de Ander y Erik1son C19761 para emplearla en un medio liquido, 

tiftiendo l• celulo•a con azul brillante de remazol y ee auspendiO 

en un medio minimo de sales minerales con el fin de disminuir 

eventual•• interferencias. Al ser consumida la celulosa este 

color1nte es liber1do 11 aldio y al cuantificar la cantidad de 

color liberado es posible conocer el conEumo de celuloEa por cada 

cepa. Con esta aetodolo11a se lo1ro clasificar las mutantes de 

•cuerdo a su capacid•d para desdobl1r la celulosa. De las 32 

cepas evaluadas CTabla 3.1. Exp. v Res. l. 11 cepas no liberaron 

colorante al medio. por ello 1e clasificaron como aceluloliticas 

totales. 5 cepa• present1ron pocd crecimiento y degradaron Nenos 

del 10" de celulos1. e cepa• de1radaron de 30 a SO" Y el resto 

crecieron muy bien y de1radaron por arriba del SO" de celulosa. 

Otra •lternativa consintiO en evaluar laE c~pas en un medio 

de 111r-peptona y p1pel filtro como fuanta de carbono. 6 cepaa 

presentaron ••nor crecimiento sobre p•pel que en asar peptona. 

cla•ific•ndoee co•o acelulol1ticae; el resto de las cepas 

presento un comportamiento variable. Ecta tecnica p~rmite evaluar 

m6s r6pidamente. paro unicamente en forma cualitativa. 

El comportamiento fue distinto en ambaE metodologias, sin 

embar10. ea indispensable utilizar la met~dologia en medio 

liquido para evaluaciones cuantitativas. 



INTRODUCCION 

Las industrias agrieolas y forestale1 producen anual•ente 

considerables cantidades de residuos li1nocelul61icos. Dichos 

aateriales estan constituidos principalmente de celulosa 

133-38~!. hemicelulosa !27-321.) y lignina (17-19?.l. Algunos de 

estos desechos se utilizan como alimento para rumiantes, pero su 

aprovechaaiento nutricional se ve limitado por la presencia de 

l11nina, la cual impide el acceao de enziaae hidroliticas a la 

celulosa y hemicelulo•a (Ellis B. and T. Kent, 1976). 

La l11nina es un componente estructural de la planta que le 

confiere ri1idez y resistencia a la tensión mecAnica, ••1 como, 

al ataque aicrobiano. Es un polimero aroa6tico constituido de 

unidades de renil-propano. de naturaleza amorfa e insoluble en 

agua y dlf icil de ser atacado por via microbiana <Conferencia 

sobre Hicrobiolo1ia Pecuaria. 1989!. 

lxisten diverso• procesos de deli1nif icacion para obtener 

una aejora en la disponibilidad de nutrientes. Por aedio de estos 

procesos ae pretende tratar los 

forestales y acrieolas par• mejor•r su 

en la aliaentscion de ruaiantea o 

residuos li1nocelulOsicoa 

digestibilidad y usarlos 

bien en la obtenciOn de 

materias pri•as para uso industrial, como 

producción de alcohol. solventes org,nicoa 

por 

o la 

ejemplo para 

fabricación 

la 

de 

papel <Simposiu• Latinoamericano de Biotecnologia. 1987). 

Los procesos disponibles de deli1nificaci6n son de tres 

tipos. fisicos, quimicos y biológicos. Dentro de los de tipo 



fisieo se encuentran los tratamientos termicos. las moliendas y 

la exposición a rayos X. entre otros. Los métodos qu1micos son 

los m&s usados. la aayoria de ellos emplean soluciones alcalinas 

coao amoniaco. NaOH, NH•OH v urea <Han Y. W. and Callihan. c. 

o., 197~1. Tambien existen tratamientos con aoidos como el 

~so, v HCl principalmente. Ultimamente se han probado otros 

eompue1tos, en particular los de naturaleza altemente oxidante, 

co•o el ozono fO~l y el per6xido de 

Desaf ortunadaaente los procesos quiaicos 

hidr6geno 

resultan ser muy 

costosos d~bido a la infraestructura requerida y a la gran 

cantidad de aaua necesaria para el lavado del mat~rial tratado, 

con el objeto de eliminar al m~Kimo los residuos tOxicos que 

dejan estos tratamientos ISimposium Latinoamer ieano de 

Biotecnolog•a. 19871. 

Otro tipo d~ procesos de delignif icaci6n que 

estudiado ea por •edio de la acc16n microbiana. Estos 

se han 

procesos 

hacen ueo de loa aecan1a•os enzimAticos utilizadoa por los 

raicroor1anismos q·ue decradan la lignocelulosa CCrawíort R .. 

1981 l .. Oesafortunadamente existen auy pocos or1anismos con esta 

capacidad. Dentro de las bacterias. la •~ci6n deli1nificante ea 

incierta. aunque en ••tudios de Odier v Monties, (1978) se 

aislaron bacterias de 

h5sta el 50~ de lignina. 

deli~nificantd dentro de 

sénero P8eudo•ona que pueden degradar 

Por otro lado, a pesar de que la acción 

las levaduras no se ha demostrado. 

Iwahara, 119811 ha aislado levaduras capaces de crecer sobre 

dimeros de renil-propano. 

En la naturale2a. existen mecanismos eficientes para la 



modificacion y degradación de la lignina. A pesar de que la 

degradación de la licnina es el resultado de la acción de una 

mezcla de ~icroorganismos. sin lu~ar a dudas los hongos han sido 

los mAs estudiados en este contexto. oe acuero a su capacidad 

para otacar a la 11gnocelulosa, esto• se han clasificado en 

''hongos de la pudrieiOn blanda", .. hongos de la pudric16n obscura" 

v "hon1os de la pudrición blanca" IT. Kent Kirk, T. Higuchi and 

H. Ch1n1. 1981 l. 

Loe 11 hon¡:o& de la pudrición blandaº coao cier~as especies de 

Chaeto•lum son capaeeE de deiradar la lignina, causando una 

pequena alteraciOn en •u mol6cula. Los honcos imperfectos coao 

alJunos Fu•ariu•, Poonicilliu• y Asperr,illu• pueden crecer 

sobre diaeroa de renil-propino, pero no eat6 comprobada •u 

capacidad para deJradar li,nina. habiendose observado que s6lo 

deahidrocenan pol1•ero• produciendo erosiones en la aadera CT. 

Kent Kirk. T. Hi1uchi and H. Chanr., 19811. 

Dentro de los "hon1os de la pudriciOn obscura" se encuentran 

varios Basidioaiceto• coa o Lentinus lepideu•. 

S9Pi•ria entre otroa. pero este tipos de hon~os en general s6lo 

causan li~eras alteraciones en la ~olécula de la li&n1na. 

Los hongos capac~s de degradar lignina dejan la celulosa 

visible fque es blancal al consu~ir la lignina, por lo que se les 

conoce como "hongos de la pudricion blanca". Dentro de este tipo 

de hongos. los Basidioaicetou son sin lugar dudas los más 

eficientes en re la•: i6n a 

del género Pleurotus 

su capacidad delignificante. Especies 

ofrecen mucha~ posibilidades para 

3 



del1gn1ficar los desechos a1ricolas y producir un alimento con 

alto contenido proteico. ~a especie mAs conocida de este género 

es Pl9Urotua o•treatue. el cual crece sobre árboles muertos y 

e• capaz de degradar ~anto licnina COMO celulosa. sus esporóforos 

son comestibles y de eran importancia económica. Por ello este 

honco ha sido estudiado desde varios aspectos. como su ciclo· de 

vida. los mec6nismos que sisue en la de1radaci6n de lignina. aai 

coao la obtención da.mutantes selectivas para degradar lignina 

<Craw(ort. 19811. 

En el Departa•ento de Aliaentos de la Facultad de Quimica 

UNAH el hon10 Pleurotus 09tre•tua ha ·Eido utilizado para la 

obtencion de •utantes aceluloliticas •eloradas (Ramirez 1969). 

En estas investigaciones se han observado dificultades en los 

•6todos da deteccion de cepas aceluloliticas (C-l. aai como en la 

evaluaciOn del conauao de la celuloaa. 

11 presente trabajo eata enaarcado dentro de un proyecto en 

donde se pretenden obtener cepas de Pleurotus oatreatua capacea 

de producir una de1radaci6n eelectiva de la 

con tales caracteri•ticaa podran eer 

lignocelulosa. 

utilizadas para 

Cepee 

el 

aprovecha•iento intesral de los desperdicios agricol••· Es decir 

pe:rmitirin producir hon~os comestibles pera el consumo humano y 

sustrato delignificado para la alimentación de rumiantes. 

con el objeto de producir una degradación selectiva de la 

li~nina se han desarrollado mutantes aceluloliticas de Pleurotus 

ostreatus. La falta de un método 

evaluar la capacidad celulolitica 

~onf iable y sencillo para 

es uno de los obstáculos 



encontrados en el menejo de es~e tipo de cepas. 

La metodologia se1<uida hasta la fecha. para identificar • 

las cepas aceluloliticas. ha consistido en 

vecetat1vaaente el micelio en un aedio solido de asar celulosa 

<Ander y Eriksson, 19781. Las cepas celuloliticas aclaran sote 

medio confor•e se presen~a creciaiento vegetativo, el cual 

peraanece opaco con la1 cepas acelulolitica1 debido a la falta de 

de1radaciOn de la celuloea que cauaa esta opacidad. 

Deaefortunadaaente este ••todo e• de car6eter cualitativo y no 

per11ite realizar una prueba cuantitativa del carie ter 

celuloli tico. 

Por lo •nterior en el pre•ente tr•bajo se pl•nteo como 

objetivo, de1arrollar una .. todolocia que peraititra evaluar el 

consuao de celulo1a d• un• minera rapida y eficiente. se 

pre1enteban varia• alternativa• para l~1rar éste obJetivo, una 

eoneiatia en aedir el coneuao de celuloea por aedio de una 

cuantif1cac10n directa en este caso de 

preoentes <David Sternber1<. 19761. 

101 polisacaridos 

se penlO que el caracter acelulolitico (C-l podria 1er 

evaluado cuantitativamente caebiando el 16todo de identificaciOn 

de la eelul6lia1a por una poaible correlaciOn entre la liberación 

de un color fijado a la molécula de celulosa y el consumo de la 

misma. 

Al utilizar celulosa teñida con un colorante es posible 

suponer que cuando ésta es consumida por el hongo, el color 

s 



fiJldo en la celulosa e• liberado. En la literatura se encuentra 

reportado que e• posible teftir la celulosa del papel utilizando 

azul brillante de resazo IPoincelot y OaY. 19721. 

La estructura quimica y fisica de la celulosa se caracteriza 

por ser altasente insoluble en agua, esta propiedad 

eacaaa acc~eib1lidad que pre1enta esta mol6cula 

aicrobiano y que eventualsente puede dificultar 

disminuye la 

al ataque 

au tinci6n. 

Wal•eth !19S21 desarrollo una metodolocia para el trataaiento de 

celulo•a •icrocristalina y con ello obtener celulosa soluble. 

5 



Il MATERIALES Y HETODOS 

2.1 LAS CIPAS Y SU CONSERVACIOlf. 

Laa cepas Hl y H4 corresponden a loa co•ponent• 

monocarioticos de la cepa 8 M 3 de Pleurotua omtreetua, 

<•• decir al ••r apareado• ••boa •onocariot•• •• obtiene la cepa 

dic•r10t1c• 8 k 31, aeleccionada coao una cepa dear•d•dora de 

l1an1na. De lH cepaa Hl y H4 ae produjeron lH autant•• 

acaluloliticaa (C-1 que ae encuentran anliatada• a continuac16n. 

La clava aaianada ••ta coapuaata por •l núHro da colonia aislada 

co•o poaibla autanta, la letra y núuro aiauiantH corraapondan 

al aonocariote utilizado en cada experlaanto fHl o H41 y la letra 

y núaero final correapondan al núaero de axperiaento de autac10n. 

Toda• esta• cepas fueron producida• por el Departaaento de 

Alimento• de la Facultad de Ouiaica y Cueron Cacilit•d•• para 

aata trabajo <Raairaz c., 19891. 

H1 lBHiNS 13HlN1l 70H1N13 H4 
1Hl BOH1N1 14H1H1l 78H1H13 9H4N2 
8H1H1 6H1N9 18HlN1l 79HlH13 2H4N8 

23HlN1 14H1N9 14H1N13 BOH1N13 2H4N16 
S6H1H1 20H1N9 30H1Nl3 33H4H10 
61H1Nl 22H1N9 36H1Nl3 37H4H10 
64H1Hl 26H1N9 37H1Nl3 40H4H10 

Las cepas ruaron conservadas por reaiembra• periodicaa en 

un aadio de a~ar extracto de malta deproteinado <DPHA>. Para la 

preparaci6n del medio. se pesaron 20 1 de extracto de malta. 

di•olviendose en 250 ml de agua destilada. El pH de esta soluci6n 

rue elevado l.S unidades con NaOH y se a~adio 1.4 1 de 

CaCl2 ·2H20. Finalmente la solución fue esterilizada durante 
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20 minutos a 121•c para después filtrarla y eliminar asi las 

prote1nae, con lo cual se obti~ne un medio con baja concentración 

de nitro1eno. 

Para preparar 500 •l de medio se mezclaron 75 ml de filtrado 

en 425 al de acua deatilada y 7.6 g de agar, el medio se deJ6 

rep0sar durante 15 minutos y se esterilizó a 121ºC durante· 15 

ainutoa. 

El aedio fue inocul1do tomando un fragmento de agar con 

aicelio del periaetro de una colonia en crecimiento. En 

condiciones eat6rilea el fra1aento fue colocado en el centro de 

la caja con •edio recién preparado. Las cajas inoculadas fueron 

incubadas a 25"C hasta que el micelio cubrió la superficie. 

Oe1pue1 de esto las cepas fueron empacadas dentro de bolsa• de 

polietileno. •elladu perfectamente y 

refriceraciOn para loa experimentos posteriores. 

2. 2 HETODOLOGIAS PARA 
CELULOLITICA. 

LA DETERHINACION 

almacenadas en 

DE CAPACIDAD 

2.2.1 PRETRATAHIENTO DE LA CELULOSA POR EL HETODO DE WALSETH 
Y SU TINCION. 

Para preparar celulosa por el método de Walseth 11952), 4 g 

de celulosa microcristalina f Baker No. 1529) fueron colocados en 

el con~elador durante 1 h. enfriAndose al mismo tiempo 51 nl de 

!cido fosfOrieo. En ba~o de hielo se me:elaron gradualmente 

cantidades pequeffas de celulosa y ~cido fosfórico de tal forma 

que se obtuviera una masa homogénea libre de grumo~. La mezcla se 
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coloco en el refriger~dor durante 2 h para después licuarla con 

300 al de acua destilada y filtrarla al vacio. La celulosa fue 

desprendida con una espátula. repitiendo dos veces mAs la 

homogeneización con 300 ml de agua y posterior filtración. 

Despu6s del ultimo lavado, la celulosa se colocó en soo ml de una 

Eoluc16n de carbonato de sodio al l~ y se dejo durante 12 h. ~ 

continuación se lavo nuevamente de la misma forma (homogeneizando 

y filtrando! hasta que el pH del asua fuera neutro. 

La t&cnica se1uida para la t1nc1ón de la celulosa fue una 

modificación de la utilizada por Poincelot y Day (1972} para 

determinar actividades enzinAticas utilizando papel filtro como 

sustrato. Para teñir la celulosa, 0.5 ll de azul brillante de 

reaazol ae disolvieron en 83 ml de agua destilada a temperatura 

de ebullición. Esta mezcla se adicionó ~ la celulosa tratada por 

el 3étodo de Walseth, se licuó durante 2 minutos y se vaci6 en un 

vaso de precipitados de 500 ml que se mantuvo en ebullición y con 

•litación. Cada 2 minutos se adicionaron 6 ml de una solución de 

Naaso. ( 10 g en 33 ml de agua a 92•cJ hasta agotar el 

volu•en. Inmediatamente después •e adicionaron 5 ml de una 

solución de Na3po4 al 10?.. La celulosa junto con el colorante 

y los fijadores se dej6 en agitación durante 10 minutos. 

Finalmente la celulosa teñida se lavó hasta que el agua de lavado 

fuera incolora. 

2.2.2 CONSUMO DE CELULOSA TERIDA EN MEDIO LIQUIDO. 

Para evaluar la celulOlisis en medio liquido con celulosa 

teftida se debe correlacionar el color liberado con el consumo de 

9 



celulosa. Por ello para efectuar una evaluación cuantitativa es 

indispensable conocer l& cantidad de color retenido por craao de 

celulosa seca. 

Para explorar esta posibilidad se requeria como primer paso 

encontrar un rango de medición con una correlación lineal entre 

la concentración del colorante y la densidad óptica (0.0} de la 

solución de colorante. Haciendo una serie de diluciones de 

colorante desde 0.01 hasta 0.1 ag/al. La cantidad de color 

retenido por unidad de peso de celulosa se calculó deterainando 

el color no filado en las aguas de lavado. 

Para esta prueba el medio consistió de una mezcla de sales 

minerales y celulosa tefiida con azul brillante de remazol. Este 

medio se ut111zó sólo o bien suplementado con peptona al 1~. Por 

cada litro de medio se utilizaron las siguientes sales en las 

cantidode• indicadas. 

SALES 

NH.H2 P04 
K,.HP04 
KH.P04 
znso ... 7H..O 
Mn504 •t.H..0 
Cu504 •SH.,O 
Citrato ferrico amoniacal 
CaClz 
MgS0 .. ·7H.,o 

CANTIDAD 

4.o e 
0.2 g 
o.a g 
4.4 mg 
s.o ., 
1.0 11g 
s.o me 

20.0 me 
0.89 ' 

oe acuerdo al volumen de •edio a preparar, se pesaron las 

cantidades necesarias de sales, disolviendose una a una en el 

orden en que estén enlistadas. Las dos últimas se disolvieron por 

separado e integraron a la primera solución. Finalmente se ajusta 

10 



el volumen total del medio con a1ua destilada. 

El medio de celulosa tenida se preparó aftadiendo 10 1 de 

celulosa tenida por cada litro de solución de sales. Esta 

soluc16n se licuo durante s minutos y se vaciaron alícuotas de 

so •l en matraces de 250 ml. Los matraces fueron esterilizados 

dur•nte 15 minuto• a 121 •c. 

Para la inoculación del •edio se eaple6 el micelio 

proveniente de colonias de 5-6 di•• de crecimiento. De su 

perif6ria ee cortaron 30 cilindros de 5 •• de diA11etro y ae 

hoao1eneizaron con 100 al de a1ua destilada est6ril durante 

ainuto en un ho•o1eneizador cwarinc blendor de 250 ali. Cada 

aatraz con medio de celulosa fue inoculado con 5 ml de esta 

suspens16n e incubado• en una estufa con a1itaeiOn a 2s•c y 250 

rpa durente 20 dias. 

A partir del quinto dia de incubae16ri se tomaron aueatras de 

sal en condiciones est6r1lea. Las muestras se centrifugaron en 

una eentrifu1a Solbat a 3000 rpa durante 15 minutos para 

precipitar el micelio. midiendo al sobrenadante •u absorbancia a 

595 n•. Las mediciones ae realizaron utilizando un 

Fotocolorimetro Spectronic 20 con una reaoluc16n de 0.01 frente 

a un blanco de agua o de peptona dependiendo del medio utilizado. 

11 
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2.2.3 COllSUHO DE PAPEL FILTRO EN MEDIO SOLIDO. 

El carActer !C-l pudo haber sido influenciado por el 

contenido de nutrientes en el medio como son el nitrógeno algún 

tipo de vitaminas o bien de precursores de crecimiento, que 

pudieron iapedir el ataque • la celulosa. Se considero entonces 

necesario corroborar el comportamiento enc~ntrado usando un medio 

con •ayor disponibilidad de nutrientes. 

Para esta prueba se utilizó un medio de asar-peptona sobre 

el cual ae colocaron cuadros de papel filtro 595 para comparar el 

crecimiento sobre el medio de agar-peptona con y sin papel 

filtro. 

Para preparar el medio de asar-peptona se pesaron 14 1 de 

acar y 1 e de peptona por cada 1000 ml de acua destilada, el cual 

fue esterilizado a 121•c durante 15 minutos. vaci&ndose en cajas 

de Petri eateriles. Sobre la aitad del Area de la caja con aedio 

ya solidificado, se colocaron equidistantemente dos cuadros de 

papel filtro No. 595 de s •• de lado. Para inocular las caJa1 se 

cortaron 4 cilindros de S mm de diámetro de la periferia de 

colonias de 5-6 dias de crecimiento. Dos de ellos se colocaron 

sobre cada cuadro de papel filtro, los dos restantes se colocaron 

paralelamente a los anteriores sobre la otra mitad del medio de 

agar-peptona que no contenia los cuadros de papel. Las cajas se 

incubaron a 2s•c durante 20 dias. 

La evaluaciOn se realizo a los 7. 10. 14 y 20 dias de 

incubacion. se comparó el crecimiento miceliar en ambos lados 

12 



del medio, sobre el papel y sobre el medio directamente. 

observ6ndose la abundancia del crecimiento. cuando las cepas 

presentaron meJor crecimiento sobre el papel que sobre el aed1o 

de agar-peptona se consideraron como cepas celuloliticas. 

13 



3 RESULTADOS 

3.1 CORRELACION ENTRE LA CELULOLISIS Y LA LIBERACION DE 
COLOR EN UN HEDlO LIQUIDO CON CELULOSA TEÑIDA. 

Haciendo una aeri• de diluciones de colorante de1de 0.01 

heata 0,1 me/al, ae obtuvo una curva patrón con un coeficiente 

de corr•lac1ón de 0.98 y una O.O. max1ma de 1.2 de ab1orbancia, 

concentracion•• •••alta• fueron impo•ibles de leer lFi1. 3.1). 

La~.cantidad de color retenido por unidad de pe•o de celulosa 

•• obtuvo a partir da la diferencia entre la cantidad de color 

adicionado al incio de la tincion v el colorante no fijado en 

la• a1ua• de lavado. Se deteraino ••1 que cada aramo de celulosa 

retiene eo •I de azul brillante de remazol. 

3.2 EVALUACION O! CAPACIDAD CELULOLITICA DE MUTANTES 
ACELULOLITICAS DE Pleurotua 01treatu• EH MEDIO LIQUIDO COK 
CELULOSA TlílIDA COMO FUENTI DI CARBONO. 

3.2.1.EVALUACION CON HEDIO DE SALES. 

Lo1 resultados obtenidos se encuentran resumido• en la Tabla 

3.1. El co•portamiento de laa cepa• perait16 definir cuatro 

grandes 1rupoa respecto al consumo de celulosa. El primero de 

elloE lo conforman 11 cepas que al final del tiempo de incubación 

se comportaron como aceluloliticae totales (incapacidad para 

degrad.ar celulosal. Estes cepas son: S6H1N1 <Anexo 5). SOH1N3 

(Anexo 9), 1BH1NS !Anexo 10), 20HlN9 !Anexo 13), 14H1N11 (Anexo 

17), 37H1N13 lAnexo 221, 79H1N13 (Anexo 161. 9H4N2 (Anexo 29), 
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TABLA 3.1: CONSUMO DE CELULOSA POR CEPAS DE Pleurotus ostreatus. 

CONSUMO DE CELULOSA (%) 

C E P A S 
TIEMPO DE INCUBACION (diasl 

5 10 20 

56 H1N1 o.o o.o o.o 
80 H1N3 o.o o.o o.o 
18 H1N5 o.o o.o o.o 
20 H1N9 o.o o.o o.o 
14 H1N11 o.o o.o o.o 
37 H1N13 0.6 o.o o.o 
79 H1N13 o.o o.o o.o 
9 H4N2 o.o o.o o.o 

33 H4N10 o.o o.o o.o 
40 H4N10 o.o o.o o.o 

2 H4N16 o.o o.o o.o 
1 Hl 0.6 0.6 1.1 
6 H1N3 0.9 1.25 0.6 
6 H1N9 o.o 0.6 0.6 

22 H1N9 o.o 0.6 0.6 
37 H4N10 o.o o.o 6.2 

Hl o.o 38.1 20.0 
23 H1N1 o.o o.o 43.7 
61 H1N1 N.O. 3.7 45.0 
64 H1N1 0.6 28. 7 42.5 
26 H1N9 N.O. 18.7 36.2 
13 H1N11 6.2 11.2 42.5 
45 H1N13 N.O. o.o 30.0 
78 H1N13 N.O. 0.6 41.2 

H4 21.2 42.S 43.7 

e H1N1 o.o 14,4 63.7 
14 H1N9 38.7 53.7 60.0 
18 HlNll 19.4 67.4 70.0 
14 H1Nl3 o.o 36.2 61. 7 
30 H1N13 o.o o.o 63.7 
36 H1N13 o.o 27. 7 51.2 
70 H1N13 1.3 26.2 53. 7 
81 H1N13 1.3 56.2 96.2 

2 H4N8 26.2 32.5 61.2 
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33H4Nl0 <Anexo 311. 40H4N10 <Anexo 331 y 2H4N16 (Anexo 341. El 

se1undo grupo est~ representado por S cepas que dearadaron aenos 

del 10?. de celulosa por lo que tambi6n fueron conaideradaa co•o 

6H1N3 C Anexo B 1. 6H1N9 l Anexo 111, 22H1N9 <Anexo 141 y 37H4N10 

(Anexo 321. 

Las cepas H1 (Anexo 1). 23H1Nl {Anexo 41, 61H1N1 (Anexo 6), 

64H1H1 <Anexo 7), 26H1119 (Anexo 151, 13H1N11 (Anexo 16), 45H1N13 

<Anexo 231. 78H1N13 <Anexo 25) y la cepa H4 conforaan el tercer 

srupo {Anexo 281 de1radaron entre el 301 y 501 de la celulosa. 

cl••ificendose como celuloliticaa. 

El cuarto srupo esta repreaentado por e cepa• que de1radaron 

por 1rriba del 501 de celulosa y eatas son BH1Hl {Anexo 31, 

14H1N9 {Anexo U). 18H1Nl1 <Anexo 18), 14H1H13 <Anexo 19), 

30H1H13 (Anexo 20l. 36H1N13 (Anexo 21), 70 H1N13 <Anexo 24), 

2H4N8 <Anexo 30! Dentro d• eataa la unica que de1radO casi la 

totalidad de la celulosa (96.21) fue 11·cepa B1H1N13 (Anexo 27). 

3.2.2 EVALUACION EN MEDIO DE SALES MINERALES SUPLEMENTADO CON 
PEPTONA. 

lln el experiaento •nterior ae encontraron cepas 

acalulolitic1a y liseraaente celulolitic1a. Se dacidiO hacer la 

siauiente prueba en medio suplementado para corroborar el 

carActer de al1unas de las cepas que se comportaron como 

aceluloliticas totales en el experimento anterior. 

Para este experimento se utilizaron las cepas: 56H1N1 (Anexo 

351. 80H1N3 {Anexo 36). 18H1N5 {Anexo 37). 37H1N13 !Anexo 38), 
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2H4N16 !Anexo 39). La metodologia empleada fue idéntica 

al experimento anterior. utilizando un medio de sales con 

celulosa teftida y peptona al 1~ como suplemento CSecc 2.2.2). 

Bajo estas condiciones se observo que las cepas en el 

experimento anterior coao aceluloliticas totales fueron ahora 

e•paces de consuair celulo1a <Tab. 3.2}. A excepción de la cepa 

2H4N16 que mostrO una decradaciOn reducida 128.7~). el resto 

aeJoro •enaibleaente •u capacidad degradadora (por arriba del 

oOlll, 

Esta ••lora en la capacidad celulolitica sugiere que el 

co•portamiento obaervado en el experimento inicial con aedio 

liquido aatuvo influenciado po•iblaaente por una deficiencia de 

nutrientes en el medio. 

3.3 EVALUACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE MUTANTES DE 
Pleurotua o•traatus EN MEDIO SOLIDO SUPLEMENTADO CON 
PEPTONA Y PAPEL FILTRO COHO FUENTE Di CARBONO. 

se evaluaron todas las cepas utilizadas en el experimento 

inicial. Se compa~o el crecimiento miceliar observandose 

directamente sobre el mec;io de aghr-pi:iptona con respecto a la 

seecion del medio con loa frac•~ntos de papel. formandose los 5 

grupos siguientes de acuerdo al creciento sobre el papel CTab. 

3,3). 

crecimiento muy débil =l 
crecimiento débil =2 
crecimiento moderaOo =3 
buen crecimiento =4 

crecimiento abundante =5 
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TABLA 3.2: CONSUMO DE CELULOSA EN MEDIO LIOU!DO SUPLEMENTADO CON 
PEPTONA (0.1?.l POR CEPAS DE Pleurotua oatreatua A 
LOS 20 DIAS DE INCUBACION. 

CONSUMO DE CELULOSA 
C E P A S 

m1 ('JI! 

56 H1N1 110.6 73.7 

80 H1N3 148.1 98.7 

18 H1N5 110.6 73.7 

37 H1N13 95.6 63.7 

2 H4Nl6 43.1 28.7 
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TABLA 3.3, CRECIMIENTO COMPARATIVO EN MEDIO DE AGAR PEPTONA CPel 
'i PAPEL FILTRO (Pal COMO FUENTE DE CARBONO POR 
MUTANTES DE Pleurotua ostreatus. 

TIEMPO DE INCUBACION ídias) 

C E P A S 7 10 14 20 

Pe Fa p41 Pa Pe Pa Pe Pa 

Hl 2 2 2 2 2 2 2 2 
1 H1 2 2 2 2 2 2 2 2 
8 HlNl 2 2 2 2 2 2 3 2 

56 HlNl 2 3 2 3 2 3 2 3 
61 HlNl 2 2 2 2 2 2 2 2 
64 HlNl 2 3 2 3 2 3 2 3 

6 H1N3 2 2 2 2 3 2 3 2 
80 HW3 1 1 2 2 2 2 2 2 
18 H1N5 3 3 3 3 3 4 3 
14 H1N9 1 2 1 2 1 2 1 2 
20 H1N9 2 2 2 2 2 2 2 2 
22 HlN9 2 2 2 2 2 2 2 2 
26 H1N9 3 2 3 2 3 2 3 2 
13 HlNll 2 2 2 3 2 3 2 3 
14 HINll 2 2 2 2 2 2 2 2 
18 HlNll 3 4 3 4 3 4 3 4 
14 H1N13 2 2 2 3 2 3 2 3 
30 H1N13 2 2 2 3 2 3 2 3 
36 HlN13 2 2 2 3 2 3 2 3 
37 HlN13 2 2 2 2 2 3 2 3 
45 H1Nl3 2 2 2 3 2 3 2 3 
70 H1Nl3 2 2 3 2 3 2 3 2 
78 H1Nl3 2 2 2 3 2 3 2 3 
79 H1Nl3 2 2 2 2 2 4 2· 4 
81 H1Nl3 2 2 2 2 2 2 2 2 

----------------------------------------------------------------
H4 3 4 4 s 4 5 4 5 

9 H4N2 1 1 1 1 1 l 1 1 
2 H4fl8 2 2 2 2 2 2 2 2 

33 H4Nl0 3 2 3 2 3 2 3 2 
37 H4N10 3 4 3 4 3 4 3 4 
40 H4Nl0 2 2 2 2 2 2 2 2 

Nota' Pe crecimiento en medio de peptona 
Fa crecimiento en papel 

20 



El crecimiento muy débil (ll Ee ob•ervo en la cepa 9H4N2 

cuyas hifas se desarrollaron muy tenues tanto en la .1ecci6n con 

papel como en el medio de 

presentaron las cepas H1, 

peptona. Un crecimiento débil C2l 

1H1. 8H1Nl, 61HIN1. 6H1N3, 14H1N9, 

20H1N9, 22H1N9, 26H1N9, 14H1N11, 30H1N13, 70HIN13, 2H4N8, 

33H4N10, y 40H4N10. En estas cepas el crecimiento sobre el papel 

se apreció a simple vista aunque las hifas no cubrian por 

completo el papel. El crecimiento moder•do (31 se earecterizO por 

un micelio que crecia con apariencia al&odono•a sobre el papel 

que era cubierto por completo: las cepas 23H1N1. S6H1N1, 64H1H1. 

80H1N13, 18H1NS, 13H1N11, 14H1N13, 36H1N13, 37H1N13, 4SH1N13, 

78H1N13 y B1H1N13 presentaron estas caracteriaticas. Buen 

creciaiento (4) presentaron las cepas 1BH1N11. 37H4N10 y 79H1N13 

caracterizado por un micelio acloaerado sobre el papel pero que 

no revaso lo• perimetro1 de éste. formando aai una colonia 

al1odonosa bien definida. Solo la cepa H4 presento un creciaiento 

abundante (Sl sobre el papel. formando una colonia algodonosa que 

lles6 hacer contacto con la tapa de la caja aunque ain revasar el 

perimetro del papel. Laa cepas que presentaron un mejor 

creciaiento sobre el papel que sobre el medio de acar-peptona, 

fueron clasificadas como celuloliticaa. 

Con los resultados obtenidos se observó que 

procedentes de H4 fueron por lo general mas 

las mutantes 

débiles en su 

crecimiento que el control. tanto en peptona-papel como en 

peptona {Tab. 3.41, a excepción de la cepa 33H4NlO que presentó 

mejor crecimietno en peptona papel CTab. 3.4). 
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De las mutantes procedentes de Hl se observo que el control 

tuvo un crecimiento débil ~anto en peptona-papel así como en 

pept:ona, las eepas 8HlNl, 16HlN5, 14HlN9, 20HlN9, y 30HlN13 

preaentar6n un ~ejor crecimiento sobre pepeona-papel y en 

t•rminos generales un buen desarrollo miceliar. Las demás cepae 

tuvieron un comportamiento muy variado; aunque algunas 

presentaron crecimiento débil sobre peptona-papel. el crecimiento 

en peptona fue generalmente mucho mejor (Tab. 3.4), 
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TABLA 3. 4' CLASIFICACIOll DE MUTANTES ACELULOLITICAS DE 
p. ostreatus DE ACUERDO A su CRECIMIENTO SOBRE PAPEL 
Y PEPTONA A LOS 20 DIAS DE INCUBACIOH. 

CRECIMIENTO VEGETATIVO 

2 3 5 

9 H4N2 Hl 23 H1N1 18 H1N11 H4 
1 Hl SG HlNl 79 H1Nl3 
e H1Nl' 64 H1Nl 37 H4N10 

61 HlN1 80 HIN3 
6 H11'13 lB HlNS' 

u HIN9' 13 HlNU 
20 HIN9' 14 H!N13 
22 HIN9 3G H1N13 
26 H!N9 37 HIN13 
14 H!Nll 45 HIN13 
30 H1Nl3' 78 H1N13 
70 H1Nl3 81 H!N13 

2 H4NB 
33 H4N10' 
40 H4N10 

• Cepa• con menor crecimiento sobre papel qua en e1 aedio de asar 
peptona (cepa• aceluloliticasl. 
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4 DISCUSION Y CONC~USIONES. 

Con el presente trabajo se pretendia obtener un método para 

evaluar de manera cuantitativa el consumo de celulosa. De esta 

forma seria posible caracterizar diferentes cepas de Pleurotus 

o•treatua, obtenidas previamente por mutación para seleccionar 

aquellas capaces de producir una degradación selectiva de · la 

li1nocelulosa. Hasta la fecha dicha caracterización únicamente se 

habia realizado con métodos cualitativos como el desarrollado por 

Erikaaon, (1978). Sin embarJo el nuevo método desarrollado no 

pretende descartar la eelecciOn cualitativa ya que ésta puede ser 

útil para una primera evaluaci6n que aer~ confirmada 

poateriormente en forma cuantitativa. Una metodologia de este 

tipo nos permitiria caracterizar cepa• que pudieran ser 

utilizadas para un aprovechamieQto inte1ral de los desperdicios 

agricolaE. Ea decir adem•• de contar con la producciOn de hongos 

coaeatiblea para el conaumo humano y el sustrato delicniíicado 

serviria para la alimentación de rumiantes. 

En el primer experimento el porcentaje de cepas que 

de1r•daron menos del 10~ incluyendo aquellas que no crecieron fue 

del sor. aproximadamente. Se considero entonces conveniente 

descartar la posibilidad de que estos resultados fueran 

provocados por la ausencia de nutrientes en el medio de sales. 

Por ello en el siguiente experimento el medio de sales minerales 

fue suplementado con peptona al 1% para disponer de una fuente de 

nitrógeno en el medio. Se observó que la mayor1a de las cepas que 

previamente se habian clasificado com~ aceluloliticas. su 
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comportamiento en el m~dio suplementado se torno celulolitico. 

Aai la baja degradaciOn de celulosa y el escaso creci•iento 

posiblemente fue ocasionado por el bajo nivel de nutrientes o 

bien por la ausencia de algún precursor de crecimiento. 

Al comparar el crecimiento en medio s6lido a los 7 dias con 

los 10 y 14 dias de incubaci6n no se observaron cambios en su 

comportamiento. Es recomendable por lo tanto que las lecturas se 

efectuen a los 14 dias de incubaci6n, a pe•ar de que a loa 7 dia1 

el comportamiento de la mayoria de las cepas ya esta 

pero conviene dar un marcen de tiempo para 

comportamiento de la mayoria de la• cepa•. Al 

establecido. 

definir el 

observar el 

comportamiento de las cepas testigo Hl y H4 ae observ6 que la 

cepa H4 present6 mayor creci•iento sobre papel, mientras que el 

crecimiento de la cepa Hl fue icual en ambos lados de la caja 

!Tab. 3.3, Exp. y Res). Este resultado permiti6 clasificar a la 

cepa H4 como celulolitica (C+) y a la Hl con car6cter 

acelulolitico débil (C-l. De laa 25 mutantes de tipo Hl, 13 cepaa 

se caracterizaron como (C-) y 12 como (C+). De las cepa• 

aceluloliticas 5 inclusive presentaron menor crecimiento miceliar 

sobre papel. De las 5 mutantes de tipo H4. 4 se comportaron como 

<C-) y únicamente la cepa 33H4N10 presento menor crecimiento en 

papel. 

Al comparar los resultados obtenidos en medio liquido con 

respecto al medio sólido se observo que las cepas controles se 

comportaron igual en ambos experimentos. La ce~a Hl presentó 

menor crecimiento sobre el medio de agar peptona y papel como 

fuente de carbono, asi como una baja capacidad para consumir 
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celulosa en medio liquido. En tanto que la cepa H4 presento mejor 

crecimiento en medio sólido y al mismo tiempo una buena capacidad 

para degradar la celulosa del medio liquido. 

Cabe mencionar que una buena degradación de celulosa en 

medio liquido no necesariamente debe estar relacionada con un 

buen crecimiento vegetativo en el medio de papel filtro, ya ·que 

la celulosa empleada en los dos métodos de evaluaciOn es 

diferente, el papel filtro consiste de a-celulosa y medio liquido 

contiene celulosa microcristalina. Es posible por ello que no se 

ambos presente una correlación en el consuao de celulosa entre 

experisentos. Sin embar10. es de esperarse que las 

presenten acelulOliais total en medio liquido y un 

cepas que 

crecimiento 

muy débil en medio de papel, sean aquellas con caracter 

acelulolitico aas marcado. Dentro de las cepas evaluadas, la cepa 

9H4N2 fue la única que presento este comportamiento. 

De las cepaa que de1rad~ron menos 

en medio liquido, aolamente la cepa 

crecimiento en medio solido. el resto de 

crecimiento de débil a moderado. 

del 

37H4Nl0 

10~ de celulosa 

presentó buen 

las capas presentaron 

Del grupo de cepas que en medio 

30-50~ de celulosa, las cepas 61H1N1 

crecimiento débil en medio solido. 

liquido degradaron entre 

y 26H1N9 presentaron un 

Dentro de las cepas que degradaron por arriba del 50% de 

celulosa en medio liquido. 4 cepas presentaron crecimiento débil 

en medio sólido !BHlN1. 14H1N9. 30HlN13 Y 2H4NBI. Dichas cepas 
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con excepcion de la 2H4NB presentaron menor crecimiento en papel. 

Cabe señalar que la cepa 81H1N13 en medio liquido consumió casi 

la totalidad de la celulosa {96.27.l. mientras que en medio solido 

se clasifico como {C-l. 

Dado estos resultados. es dificil establecer una correlación 

entre ambas evaluaciones. debido principalmente a las diferentes 

fuentes de celulosa. Para hidrolizar la a-celulosa y la celulosa 

sicrocristalina se requieren probablemente de complejos 

enzim6ticos diferentes. Por ello es posible que dichos complejos 

enzim6ticos hayan sido alterados de diferente forma debido a la 

acciOn del agente auta1énico utilizado para la obtenciOn de las 

cepaa, originando coso resultado diferentes capacidades para 

consumir las dos fuentes de carbono utilizadas para la evaluación 

del car6cter <C-l. 

Para estudios posteriores de determinación del car6cter 

acelulolitico, se recomienda utilizar las dos pruebas de sanare 

secuencial. Es decir es conveniente utilizar primero la prueba en 

medio sólido con papel. Para descartar al grueso de las cepas de 

tipo (C+I. A continuación. se utiliza el medio liquido con 

celulosa teñida y suplementada con alguna fuente de nitrógeno 

para determinar diferencias cuantitativas entre las cepas. E• 

recomendable evaluar el patrón de consumo de los componentes de 

la lignocelulosa natural por laE cepas seleccionadas después de 

estas dos pruebas. Para ello deberian utilizarse 

preparados con algún desperdicio lignocelulósico. 

sustratos 

Las cepas que presentaron acelul6lisis en ambos métodos de 
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evaluación corresponden a l• 20 HlN9. 33 H4Nl0, 16 HlNS y 9 H4NZ 

por ello se pueden considerar como las cepas con mayor capa~idad 

(C-). Sin embar10 se consldera conveniente conservar el resto de 

laa cepas que presentaron cierta incapacidad para consumir algün 

tipo de celulosa para realizar estudios posteriores de 

meJoremiento cenético. 

El método desarrollado para evaluar el consumo de celulosa 

repreaenta para el proyecto una alternativa que serviri para 

caracterizar las cepas disponibles obtenidas por mutación asi 

coao para evaluaciones poateriorea de cepas obtenidas a trav~s de 

un meJoraaiento 1enétieo. 
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ANEXO 1: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA Hl EN MEDIO LIQUIDO 
CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
Cdiasl Cmcl Clll 

5 o.o o.o 
6 6.7 4.4 
7 so.o 33.l 

10 57.2 38.l 
11 61.9 41.2 
12 62.8 41.8 
17 62.8 41.8 
20 62.8 41.8 
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ANEXO 2: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA lHl EN MEDIO LIOUIDO 
CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
ldias l lmgl l~l 

6 1.0 0.6 
11 1.0 0.6 
12 1.0 0.6 
14 2.B 1.B 
17 2.B 1.8 
18 2.8 1.8 
20 2.8 1.8 
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ANEXO 3: GONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 8HlN1 EN HEDIO LIQUIDO 
CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
Cdias 1 <m1n (lll 

5 o.o o.o 
6 o.o o.o 
7 l.S 1.3 

10 29.0 19.4 
11 52.S 35.0 
13 84.4 56.2 
17 93.S 62.4 
19 95.6 63.7 
20 95.6 63.7 
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ANEXO 4: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 23H1N1 EN MEDlC' 
LIOUIOO CON SALES MINERALES Y 150 DE CELULOSA 
TEiUDA, 

TIEMPO DE INCUBACION 
Cdias 1 

e. 
7 
6 
9 

13 
14 
17 
20 
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CONSUMO DE CELULOSA 
Cmgl <lll 

o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
1.9 

31.9 
65.6 

o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
o.o 
1.2 

21.3 
43.7 



ANEXO 5: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA S&HlNl EN MEDIO 
LIOUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION 
(dias) 

5 a 20 

CONSUMO DE CELULOSA 
<me> Clll 

o.o o.o 
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ANEXO 6: CONSUMO DE CELULOSA FOR LA CEPA 61HlN1 EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
Cdias) (mgl (l'.) 

11 5.6 3.7 
13 15.0 10.0 
14 15.0 10.0 
19 39.4 26.2 
20 67.5 45.0 
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ANEXO 7: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 54HlNl EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
CdiaBI Cm¡I {ll) 

5 l.0 0.6 
6 30.0 20.0 
7 56.3 37.S 

10 43.1 28.7 
11 41.3 27.5 
13 54.4 36.2 
17 56.3 37.5 
19 61.9 41.2 
20 63.8 42.5 
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ANEXO B: CONSUMO DE CE!.Ul.OSA POP. LA CEPA 6HlN3 Ell MEDIO 
l.IOUIDO CON SAi.ES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEilIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
ldias 1 (mgl (1,) 

"' 
o.o o.o 

11 2.0 1.2 
13 o.o o.o 
14 o.o o.o 
17 1.0 0.6 
18 1.0 0.6 
19 1.0 0.6 
20 1.0 0.6 
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ANEXO 9: CONSUMO DE CELULOSA POR LA 
LIQUIDO CON SALES MINERALES 
TEÑIDA. 

CEPA BOH1N3 EN MEDIO 
Y 150 g DE CELULOSA 

TIEMPO DE INCUBACION 
(diasl 

CONSUMO DE CELULOSA 
(!Dg) (~) 

s a 20 o.o o.o 
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ANEXO 10: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 18H1NS EN MEDIO 
LIOUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEilIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION 
(diaBI 

CONSUMO DE CELULOSA 
(m¡:l r?.l 

s • 20 o.o o.o 
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ANEXO 11: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 6H1N9 EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES v 150 g DE CELULOSA 
TEílIDA. 

TIEMPO DE INCUBACIO!l COllSUMO DE CELULOSA 
{días) (mg> (~) 

6 o.o o.o 
7 o.o o.o 

lO 1.0 0.6 
11 1.0 0.6 
12 o.o o.o 
17 o.o o.o 
20 1.0 0.6 
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ANEXO 12: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 14H1N9 EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEilIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
(dias l lmgl llll 

6 58.1 38.7 
7 69.4 46.2 

11 80.6 53.7 
13 78.8 52.5 
14 78.8 52.5 
19 88.3 58.7 
20 90.0 60.0 
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ANEXO 13: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 20H1N9 EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
'IEillDA. 

'IIEMPO DE INCUBACION 
Cdiasl 

CONSUMO DE CELULOSA 
(l!lg) el'.) 

5 a 20 o.o o.o 
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ANEXO 1~: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 22H1N9 EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES HIHERA!.ES Y 150 g DE CELULOSA 
TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION COtlSUMO DE CELULOSA 
Cdias) <mgl (?.1 

6 o.o o.o 
'7 o.o o.o 

10 l.O 0.6 
ll l.O o.e. 
12 l.O 0.6 
17 1.0 o.& 
20 l.0 0.6 
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ANEXO 15: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 26H1119 EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
(días! Cmgl (l!,) 

10 28.3 16.7 
11 39.4 2&.2 
12 4&.0 31.2 
17 52.5 35.0 
18 54.4 36.2 
19 54.4 3&.2 
20 54.4 36.2 
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ANEXO lE>: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 13H1Nll EN M::OlO 
LIOUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEÑIDA. 

TIEMPO DE WCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
Cdiosl (ll\gl C?,J 

6 9.4 6.2 
7 1.9 1.3 

10 16.9 ll.2 
11 18.8 12.5 
12 24.4 16.2 
17 S&.4 36.2 
20 63.8 42.5 
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AllEXO 17: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 14H1N11 EN MEDIO 
LICUIDO CON SALES HltlERALES Y 150 ~ DE CELULOSA 
TEfi!Dh. 

TIEMPO DE WCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
Cdias 1 (mgJ !?.) 

6 o.o o.o 
7 1. o O.E> 

10 o.o o.o 
11 1.0 º·"' 13 o.o o.o 
14 o.o o.o 
17 o.o o.o 
18 o.o o.o 
19 1.0 o.& 
20 o.o o.o 



ANEXO 18: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 18H1Nll EN MErlO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 ~ DE CF.LULOSA 
TEflIDA. 

TIEMPO DE IflCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
!dl&S) <mgl !%l 

é 30.0 19.4 
11 101.3 &7.4 
12 103.l &6.7 
14 110. 7 73.7 
17 105.0 70.0 
18 112. s 75.0 
19 112.5 75.0 
20 105.0 70.0 



ANEXO 19: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 14HlN13 EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEf1IDA. 

TIEMPO DE INCUBAC ION CONSUMO DE CELULOSA 
(diasl (mgl <lll 

5 o.o o.o 
& lB.8 12.5 
7 31.9 21. 2 
8 43.1 28.7 
9 54. 4 36.2 

13 BB.1 SB.7 
14 88.1 58.7 
17 91.9 &1.2 
20 91.9 &1.2 
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ANEXO 20: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 30H1Nl3 EN MEDIO 
LIOUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEtiIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
!dias) C:ng) (7.) 

5 o.o o.o 
6 o.o o.o 
7 o.o o.o 
8 o.o o.o 
9 o.o o.o 

13 3.B 2.5 
14 11.3 7.5 
17 26.3 17.5 
20 95.6 63.7 
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ANEXO 21: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 36H1ll13 EN t1ED10 
LIOUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
Cdias) !mgl 11.) 

s o.o o.o 
6 1.0 O.& 
7 5.6 3.7 
8 15.0 10.0 
9 35.6 27. 7 

13 73.1 48.7 
14 73.1 48.7 
17 76.9 51.2 
20 76.9 Sl.2 
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ANEXO 22: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 37Hl!H3 Etl HEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEÑIDA. 

TIE11PO DE !NCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
!1ías) (m¡p !ll) 

6 1.0 0.6 
7 o.o o.o 

10 o.o o.o 
11 l. o 0.6 
13 o.o o.o 
19 o.o o.o 
20 o.o o.o 
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ANEXO 23, CONSUMO DE CELULOSh POR LA CEPA 45HlN13 EN MEDIO 
L!OUIDO CON SALES MINERALES '{ 150 g DE CELULOSA 
TEfHDA. 

TIEMPO DE !NCUBACION CONSUMO DE ·:ELULOSA 
fdias> (mgl (~) 

10 o.o o. i; 
11 l. o (• .6 
12 2.0 1.2 
17 37.5 25.0 
18 41.3 28.7 
19 43. l 28.7 
20 45.0 30.0 
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ANEXO 24: CONSUMO DE CELULOSA 
LIOUIDO CON SALES 
TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION 
Cdias l 

6 
1l 
12 
14 
17 
18 
19 
20 

POR LA CEPA 70H1N13 EN MEDIO 
MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 

CONSUMO DE CELULOSA 
('1gl (:\) 

2.0 1.3 
38.4 26.2 
48.S 32.5 
61.9 41.2 
69.4 46.2 
75.0 so.o 
76.9 51.2 
80.6 53.7 
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ANEXO 25: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 7BHlN13 EN MEDIO 
LIOUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
!diasl <mel <?.I 

10 1.0 0.6 
11 5.6 3.7 
12 17.0 ll. 2 
17 54.4 36.2 
lB 62.0 42.2 
19 62.0 42.2 
20 62.0 42.2 
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ANEXO 2S: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 79H1N13 EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES '{ 150 g DE CELULOSA 
TE1UllA. 

TIEMPO DE INCUeACION 
fdias 1 

CONSUMO DE CELULOSA 
<mgl rn: 

6 a 20 o.o o.o 
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ANEXO 27: CONSUMO DE CELULOSA 
LIQUIDO CON SALES 
TEfiIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION 
Cdiasl 

6 
7 
8 

11 
13 
14 
19 
20 

FOR LA CEPA B1H1N13 EN MEDIO 
MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 

CONSUMO DE CELULOSA 
<mg) (:;) 

1.9 1.3 
S.6 3.7 

11.3 7.5 
64.4 56.2 

135.0 90.0 
133.l 86.6 
140.6 93.7 
144.4 96.2 
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ANEXO 28: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA H4 EN MEDIO L!OU!DO 
CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA TEÑIDA. 

TIEMPO DE IflCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
!di.a.E: 1 <mgl ff.l 

6 32.0 2l.2 
7 ~5.o 30.0 

10 63.8 42.5 
11 65.6 43.7 
12 65.6 43.7 
17 65.6 43.7 
20 65.6 43.7 

. 
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ANEXO 29: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 9H4N2 EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES 'l 150 g DE CELULOSA 
TEilIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION 
Cdias) 

s a 20 

CONSUMO DE CELULOSA 
<mgl (7.1 

o.o o.o 
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ANEXO 30: COtl.5Ul10 DE CELULOSA POR LA CEPA 2H4tlG EN HEDW 

TIEMPO 

LIQUIDO CON SALES l1IllEHALES º{ 150 g DE CELULOSA 
TEÑIDA. 

DE INCUEACION CONSUMO DE CELULOSA 
ldUsl /ro~• !:>) 

G 39.4 2G.2 
7 ~B.B 32.5 
s 48.8 32.S 
9 48.8 32.S 

10 90. o 60.0 
14 62.0 61.2 
17 62.0 61.2 
20 62.0 61.2 

59 



ANEXO 31: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 33H4Nl0 EN MEDIO 
LIQUIDO CON ShLES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION 
Cdias 1 

CONSUMO DE CELULOSA 
Cmgl 17.1 

6 a 20 o.o o.o 
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ANEXO 32: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 37H4Nl0 E!l MEDIO 
LIOUIDO CON SAL.ES MI!lERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEilIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSI>. 
fdias l fmg1 fr.1 

6 o.o o.o 
7 l.O 0.6 

10 o.o o.o 
ll l.O 0.6 
13 l.O O.E> 
14 2.0 l.3 
17 5.ó 3.7 
18 7.5 s.o 
19 7.5 5.0 
20 9.4 ó.2 
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ANEXO 33; CONSUHO DE CELULOSA POR LA CEPA 40H4N10 EN HEDIO 
LIQUIDO CON SALES HINERALES Y 150 DE CELULOSA 
TEil IDA. 

TIEMPO DE INCUSAC!ON 
<dias I 

6 a 20 

CONSUHO DE CELULOSA 
lmgl <lll 

o.o o.o 
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ANEXO 34: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 2H~N6 EN MEDIO 
LIOUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA 
TEílIDA. 

TIEMPO DE INCUBAé:ION 
Cd1as 1 

6 20. 
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CONSUMO DE CELULOSA 
(mgl <%1 

o.o o.o 



ANEXO 35: CONSUMO DE CELULOSA POP. LA CEPA S~HlNl EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES SUPLEMENTADAS CON PEPTONA 
Y 150 g DE CELULOSA TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBA•:ION CONSUMO DE CELULOSA 
Cdias l !mgl C::l 

5 41.2 27.S 
9 95.G &3.7 

19 110.G 73.7 
20 110.G 73.7 
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ANEXO 36: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 18HlN5 EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES SUPLEMENTADAS CON PEPTONA 
Y 150 C DE CELULOSA TEÑIDA. 

TIEMPO DE lNCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
!diasl !mgJ (%) 

5 41.2 27.5 
9 95.6 53.7 

19 110.6 73.7 
20 110.6 73.7 
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ANEXO 37: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 80H1N13 EN MEDIO 
LIQUIDO con SALES MINERALES SUPLEMENTADAS CON PEPTONA 
Y 150 g DE CELULOSA TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
(dias 1 lmgl (?.) 

s o.o o.o 
9 148.1 98.7 

19 148.1 98.7 
20 148.1 98.7 
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ANEXO 36: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 37H1N13 EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES SUPLEMENTADAS CON PEPTONA 
Y 150 g DE CELULOSA TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBAC !Otl CONSUMO DE CELULOSA 
ldiasl 1mgl 17. 1 

5 106.0 70.5 
9 118.1 76.6 

19 100.3 66.8 
20 95.6 63.7 
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ANEXO 39: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 2H4Nl& EN MEDIO 
LIQUIDO CON SALES MINERALES SUPLEMENTADAS CON PEPTONA 
Y 150 g DE CELULOSA TEÑIDA. 

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA 
Cdias) Cm~l (7.) 

5 8.4 s.& 
9 20.& 13.7 

19 45.0 30.0 
20 43 .1 28.7 
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