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RESUMEN

£l objerivo del presente provecto fue desarrollar métodos
alternativos para evaluar el consumo de celulosa por mutantes de
P. ostreatus {Jacq. ex Fr.) Kummer. Se modificé la metodologia
de Ander v Eriksson (1978) para emplearla en un medic liquido,
tifiiendo la celulosa con azul brillante de remazol y ce suependid
en un medic minimo de sales minerales con el fin de disminulr
eventuales interferencias. Al ser consumida la celulosa este
¢olorante es liberadc al medio ¥ al <cuantificar la cantidad de
color libarado et posible conocer el coneumo de celulosa por cada
caepa. Con esta matcdologia se logrd clasificar las mutantes de
acuerdo & su capacidad para desdoblar 1la - celulosa. De las 32
cepas gvaluadas (Tabla 3.1, Exp. v Res.}. 11 cepas nc liberaron
colorante al medio. por ellec se clasificaron como aceluloliticas
totales, 5 cepas presentaron poc& crecimients vy degradaron nenos
del 10% de celulosa. 8 cepas degradaron de 30 a S0% vy el resto

crecieron muy bien y degradaron por arriba del 50% de celulosa.

Otra alternativa consistio en evaluar lac cepas en un medio
de agar-peptona v papel filtro como fuente de carbono., 6 cepas
presantaron menor crecimiento sobre papel que en agar peptona,
clasificandose como aceluloliticas; el resto de las cepas
presento un comportamiento variatle. Ecta técnica permite evaluar

mas rapidaments, peroc unicamente en forma cualitativa,

El comportamiento fue distinte en ambas metodologias, sin
embargo, es indispensable utilizar la netedologia en nedio

liquido para evaluaciones cyantitativas,



1 INTRODUCCION

Las industrias agricolas v forestales producen anualmente
considerables cantidades de residuos lignocelulésicos. Dichos
materiales estan constituidos principalaente - de celulosa
(33-38%), hemicelulosa (27-32%) y lignina (17-19%). Algunos de
estos desechos se utilizan como alimento para rumiantes, pero su
aprovechamiente nutricional se ve limitade por a presencia de
lignina, la cual impide el acceso de enzimas hidroliticas a la

calulosa y hemicelulosa (Ellis B. and T, Kent, 1976).

La lignina es un componente estructural de la planta que le
confiere rigidez v resistencia a 1la tensién mecAnica, asi como,
al ataque microbiano. Es un polimero aromatico constituido de
unidades de fenil-propano, de naturaleza amorfa e insoluble en
agus ¥ dificil de ser atacado por vis microblana (Conferencia

sobre Microbiclogia Pecuaria. 198%9),

Existen diversos procesos de delignificaciédn para  obtener
una mejora en la disponibilidad de nutrientes. Por medio de estos
procesos se pretende tratar los regiduos lignocelulésicos
forastales v agricolas para mejorar su digestibilidad vy - usarlos
en la alimentacién de rumiantes o bien en la obtencién de
materias primas para uso industrial, como por ejemplo para la
produceion da alecohol, solventes orgdnicos o 1la fabricacison de

papel (Simposium Latinocamericano de Blotecnologia, 1987).

LOE procesos disponibles de delignificacién son de tres

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



fislco se encuentran los tratamientos termicos. las moliendas vy
la exposiéion a ravos X. entre otros. Los métodos quimicos son
los mas usados. la mayoria de ellos esplean solucicnes alcalinas
como amoniaco. NaOH. NHaQH v urea (Han Y. W. and Callihan. C.
D., 1974). Tambien existen tratamientos con Aacidos como el
M2304 v HCl principalmente. Ultimamente se han probado otros
coppuestos, en particular los de naturaleza altamente oxidante,
comc el ozono {0s) y el pardxido de hidrégeno (Hz02) .
Desafortunadasents los procescs quimicos resultan ser nuy
costosos debido a la infraestructura requerida y a la gran
cantidad de agua necesaria para el lavado del matarial tratado,
con el objeto de eliminar al maximo loe residuos toxicos que
dejian estos tratanientos {Simposium Latinoamaricano de

Biotecnologia, 19871).

Otro tipo de procesos de delignificacién que se han
astudiado ea por medio de la accion microblana, Estos procescs
hacen uso de los mnmecanismos enzimaticos wutilizados por los
microorganismos gque degradan la lignocelulosa (Crawfort R..
19811, Desafortunadamente existen puy pocos organismos con esta
capacidad. Dentro de las bacterias, la azcién delignificante es
incierta. aunque en astudios de Odier vy Monties, (1978) se
aislaron bacterias de génerc Pseudomona que puaden degradar
hasta el 50% de lignina. Por otro lado, a pesar de que la accién
delignificante dentro de 1las levaduras no se ha demostrado.
Ivahara, (1981) ha aislado levaduras <capaces de creser sobre

dimeros de fenil-propano.

En la naturaleza, existen macanismos eficientes para la

™



modificacion v degradacién de la lignina. A pesar de que la
degradacion de la lignina es el resultade de la accidn de una
mezcla de microorganismos, sin lugar a dudas los hongos han sido
los mAs astudiados en este contexto. De acuero a su capacidad
para atacar a la lignocelulosa, éstos se han clasificado en
"hongos de la pudriciodn blanda", "“hongos de la pudricidén obscura”
v "hongos de la pudricion blanca™ (T. Kent Kirk, T. Higuchi and

H. Chang. 13811,

Loe “hongoe de la pudricion blanda" como ciertas especlies de
Chaetomium son capacee de degradar la lignhina, causando upa
paquefia alteracion en su molécula. Los hongos imparfectos como
Blgunoe Fusarium, Pempicilljum v Aspergillus puaden crecer
sobre dimercs de fenil-propanc, pere no astd comprobadas su
capacidad para degradar lignina. habiendcee observado que sélo
deshidrogenan polimeros produciendo erosiones en 1la wmadera (T.

Kant Kirk, T. Higuchi and H. Chanz, 1981},

Dantro de los "hongos de ia pudricion obscura" se encuentran
varios Bacidiomicetes como Lentinue lepideuns, Lenzites

sepiaria entra otros. pero este tipos de hongoe en genaral sbdlo

causan ligeras alteraciones en 1a molécula de la lignina.

Los hongos capaces de degradsr lignina dejan la celulosa
visible (que es blanca) al consumir la lignina. por lo que se .1es
conoce como "hongos de la pudricion blanca”., Dentro de este tipo
de hongos. 1los Basidiomicetos wmon sin lugar a dudas los pas

eficientes en relacién a su capacidad delignificante. Especies

del sgeénero Pleurotus ofrecen muchas posibilidades para



delignificar los desachos agricolas y producir un alimento con
alto contenido proteico. La especie mAs conocide de este génerc
e$ Pleurotus ostreatus, el cual crece scbre &rboles mnuertos vy
es capadz de degradar tanto lignina como celulosa. Sus espordforos
son comestibles y de gran importancia econdmica. Por. ello este
hongo hs sido estudiado desde varios aspectos. como st cicle de
vida, los mecAnismos que sigue en la degradacioén de lignina. asi
come la obtencién de mutantes selectivas para degradar 1lignina

{Crawfort. 1981),

En el Departamento de Alimentos de la Facultad de Quimica
UNAM el hongo FPleurotus ostreatus ha rido utilizado para la
obtencion de wmutantes aceluloliticas melocradas (Ramirez 1989).
En estas investigaéciones se han observado dificultades en los
mnétodos de detaccion de cepas n;eluloliticas {C-), asi como en la

avaluacion del consumo de la celulcsa.

El presente trabajo esta enmarcado dentro de un provecte en
donde se pretenden obtener cepas de Pleurotus ostreatus capaces
de producir una degradacion melectiva de la lignocelulosa. Cepas
con talee caracteristicas podran ger utilizadas para el
aprovechaniento integral de los desperdicios agricolas. Es decir
parmitiran producir hongos comestibles para el consumo humano vy

sustrato delignificado para la alimentacion de rumiantes.

con sl objeto de producir una degradacién celectiva de la
lignina se han desarrollado mutantes aceluloliticas de Pleurotus

ostreatus. La falta de un nmétodo <onfiable y sencillec para

evaluar la capacidad celulolitica es uno de 1los obstaculos




encontrados en el menejo de este tipo dea cepas.

La metodologia seguida hasta la fecha. para identificar 'l
las cepas aceluloliticas. ha consistido en propagar
vegetativasente el micelio en un medic sélido de agar celiulosa
(Ander v Eriksson, 1978). Las cepas celuloliticas aclaran este
madio conforme se presenta creciaienteo vegetativo, el cual
Peraansce opaco con lasg cepas aceluloliticas debido & la falta de
degradacion de la celulosa que causa esta opacidad.
Desafortunadamente este métcdo es de caradcter cualitativo y no
peraite realizar una prueba cuantitativa del carédcter

celulolitico.

Por lo anterior en el pr‘lente trabajo se planted come
objetivo, desarrollar uns metodologia que permitiéra evaluar el
consume de celulosa de una manera ripida y eficiente. Se
Presentaban varias alternativas para lqlrar éste objetivo, una
consistia en medir el consusc de celulosa por medio de una
cuantificaciin directa en este case de los pclisacésridos

presentes (David Sternberg, 1976).

Se pensd que @l caracter acelulolitico (C-) podria ser
evaluado cuantitativamente cambiandc el método de identificacién
de 1a celuldlisis por una posible correlscién entre la liberacién
de un coler fijado a la molécula de celulesa ¥ el consugo de 1la

misha.

Al utilizar celulosa tefiida con un colorante es posible

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



fijado en la celulosa es liberado. En la literatura se encuentra
reportado que es posible tefiir la celulosa del papel utilizando

azul brillante de resazo (Poincelot y Day, 1972).

La estructura quimica v fisica de la celulosa se caracteriza
por ser altasente insoluble en agus, esta propiedad disminuve la
ascass accesibilidad que prel.nt; esta molécula al  ataque
microbiano y que eventualmente puede dificultar su tincién.
Walseth (1952) demarrollé una metodologia para al tratamiento de

celulosa microcristalins v con ello obtener celulosa soluble.



I1 MATERIALES Y METODOS

2.1 LAS CERPAS Y SU CONSERVACION.

Las cepas H1 y H4 corresponden & 1los  componentes
monocerioticos de ls cepa 8 ¥ 3 de pPleurotus ostreatus,
(@8 decir al ser spareados ambos monocarictes se obtiene la cepa
dicariotica 8 x 3}, seleccionads como una cepa degradadors de
ligninae. De las cepas HiI Vv H4 se produjeron las nmutantes
aceluloliticas (C-) que se encuentran enlistadas a continuacién.
La Clave asignads esta COmpuests por el pusero de colonia aislada
como posible mutante, la letra y numero siguientes corresponden
al monocariote utilizado en cada experimento (Hi o He) v la letra
y nurero final corresponden al numero de experimento de wmutacion.
Todas estas cepas fueron producidas por el Dpapartamanhto de
Alimentos de la Facultad de Quimica y fueron facilitadas para

este trabajo {(Ramirez C., 1989).

H1 18HLNS 13H1N1L TOHINL2 Hé
1H1 BOHINL 14H1IN1Y TAHINIID 9HLNZ
GHING GHING 18H1N31 79HIN1I 2H4NB

23H1N1 14HINS 14HINL3 80HINL3 2HLNLIG
S6H1N1 20H1IN9 30H1N13 33H4NLO
61H1N1 22HIN9 36H1NL3 I7H4NLO
64HINL 26HLNS 37HINL3 4OH4NLO

Las cepss fuaron conservadas por rasiembras periodicas en
un medio de agar extracto de malta deproteinado (DPMA). Para la
preparacion del medio. se pesaron 20 g de extracto de Analtl.
disolviendose en 250 ml de agua destilada. El pH de esta solucién
fue elevado 1.5 wunidades con NaOH v se afiadioc 1.4 g de |

CaCIz'Zﬁzo_ Finalmente 1la c=olucién fue esterilizada durante



20 minuteos a 121°C para después filtrarla y elimipar as!{ las
proteinas, con lo cual se obtiena un medio con baja concentracion

de nitrogeno.

Para preparar 50C ml de medic se mezclaron 75 ml de filtrado
en 425 ml de agua destilada v 7.6 g de agar, el nedio ga dejs
reposar durante 1S minutos y se esterilizé a 121°C durante 15

minutos.

El wmedio fue inoculado tomando un fragmento de agar con
micelio del perimetro de una colonia en crecimiento. En
condiciones estériles el fragmento fue colocado an el centrc de
la caja con medio recien preparado. Las cajas inoculadas fueron
incubadas a 25°C hasta que el micelio cubrié¢ la superficie.
Despues de &sto las cepas fueron empacadas dentro de bolsas de

polietilsno, selladas perfectanpente y almacenadas en

refrigeracién para los experimentos posteriores.

2.2 METODOLOGIAS PARA LA DETERMINACION DE CAFACIDAD
CELULOLITICA.

2.2.1 PRETRATAMIENTO DE LA CELULOSA POR EL METODO DE WALSETH
Y SU TINCION.

Para preparar celulosa por el método de Walseth (1952), 4 g
de celulosa microcristalina (Baker No. 1529) fueron colocades en
el congelador durante 1 h, enfriandose al mismo tiempo 51 ml de
Acido fosférice. En bano de hielo se mazclaron gradualmente
cantidades pequeflas de celulosa y acido  fosférico de tal forma

que se obtuviera una masa homogénea libre de grumos. La mezcla se



coloct en el refrigerqdor durante 2 h para después licuarla con
300 ml de agua destilade y filtrarls al vacio. La celulosa fue
desprendida con una espitula, repitiendé dos veces npas la
homogenelzacion con 300 ml de agua vy posterior filtracién,

Despuds del ultimo lavado., la celulosa se coloct en 500 ml de una
solucién de carbonato de sodio al 1% vy se dejo durante 12 h., A

continuacitn se lavé nuevamente de la miswma forma (homogeneizando

y filtrando) hasta que el pH del agua fuera neutro.

La taﬁnica seguida para la tincién de 1la celulosa fye una

" modificacién de la utilizada por Poincelot Yy Day (1972} para
determinar actividades enzimdticas utilizando papel filtro como
sustrato. Para tefiir la celulosa, 0.5 g de azul brillante de
remazol se disolvieron en 83 ml de agua destilada a temperatura
de ebullicién. Esta mezclia se adiclond a la celulosa tratada por
el métodc de Walseth, sa licud durante 2 minutos v se vacid en un
vaso de precipitadeos de 500 ml que se mantuvo en ebullicién y con
agitacion. Cada 2 minutos se adiclonaron 6 ml da una solucién de
NoaSOe (10 g en 33 ml de agua a 92°C) hasta agotar al
volumen. Inmediatamente despu4s se adicionaron 5 ml de vuna
solucidn de Nagpo, al 10%. La calulosa junto con el colorante
y los fijadores se dejé¢ en agitacion durante 10 nminutos.
Finalmente la celulosa tefiida se lavd hasta que el agua de lavado

fuera incolora.

2.2.2 CONSUMO DE CELULOSA TERIDA EN MEDIO LIQUIDO.

Para evaluar la celulslisis en madio liquido con celulosa

tefilda se debe correlacionar el color liberado con el consumo de



celulosa. For ello para efectuar una ‘avaluacién cuantitativa es
indispensable conocer la cantidad de color retenide por gramo de

celulosa seca,

Para explorar esta posibilidad se requeria como primer paso
encontrar un rango de medicion con una correlacion lineal entre
la concentracion del colorante y la densidad optica (D.0) de la
solucién de colorante. Haciendo una serie de dilucionas de
colorante desde 0.0 hasta 0.1 ag/ml, La cantidad de color
retenido por unidad de peso de celulosa e ¢alculd deterainando

el color no fijado en las aguas de lavado.

Pars esta pruebs el medio consistid de una mezcla de sales
minerales y celulosa tefiida con azul briilante de remazol. Este
redio se utilizé 86lo o blen suplementado con peptona al 1%. Por
cada litro de medio se utilizaron lam sigulentes Bales an las

cantidsdes indicadas.

SALES ) CANTIDAD
NHaH2POL 4.0 g
KaHPOo ¢G.2 g
KH2POo 0.8 B
ZnS0a+ 7HaO 4.4 wmg
MNSQa* 4H20 $.0 mg
CuSQ4-S5Ha0 1.0 mg
Citrato ferrico amoniacal 5.0 ng
CaCla 20.0 ng
MESOa- 7Hx0 0.89 ¢

De acuerdo al volumen de medio a preparar, se pasaron las
cantidades necesarias de sales, disolviendose una s upma en el
orden en que estan enlistadas. Las dos Ultimas se disolvieron por

separado e integraron a la primera solucién. Finalmente se ajusta

10



el volumen total del medio con agua destilada.

El medio de celulosa tefiida se preparéd afiadiendo 10 g de
celulosa tefiida por cada litro de sclucién de sales. Esta
solucién se licud durante 5 minutos y se vaclaron alicuotas de
50 ml en matraces de 250 ml. Los matraces fueron esterilizados

durante 15 minutos a 121°C.

Para 1la ({noculacion del medio se enpledt el =micelio
proveniente de colonias de 5-6 dias de crecimiento, De su
periféria se cortaron 30 cllindros de 5 sm de didmetro y se
homogeneizaron con 100 ml de agua destilada estéril durante 1
minuto en un homogenelzador (Waring blendor de 250 wml), Cada
matraz con medio de celulosa fue inoculade con S ml de esta
suspension e incubados en una estufa con agitacién a 25°C y 250

rpR durante 20 dias.

A partir del quinto dia de incubacién se tomaron muestras de
5 ml en condiciones estériles, Las muestras se centrifugaron en
uha centrifuga Scolbat a 3000 rpm durante 15 minutos para
precipitar el micelio. midiendo al sobrenadante su absorbancia a
598 nm. Las mediciones se realizaron utilizando un
Fotocolorimetro Spectronic 20 con una resolucion de 0.01 frente

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

11



2,2.3 CONSUMO DE PAPEL FILTRO EN MEDIO SOLIDO.

El caracter (C-) pudo haber sido influenclado por el
contenido de nputrientes en el medic como son el nitrogeno algin
tipo de vitaminas o bien de precursores de crecimiento, que
pudieron impedir el ataque a la celulosa. Se considerté entonces
necesarioc corrcborar el comportamiento encontrado usando un medio

con mayor disponibilidad de nutrientes.

Para esta prueba se utilizo un medio de agar-peptona sobre
el cusl se colocaron cuadros de papel filtro 595 para comparar el
crecimiento sobre el medio de agar-peptona con y sin papel

‘flitro.

Para preparar el medio de agar-peptona te pesaron 14 g de
agar v 1 g de peptona por cada 1600 ml de agua destilada., el cual
fue esterilizado a 121°'C durante 15 minutos. vacidndose en cajas
de Petri esteriles. Sobre la mitad del Area de la caja con medio
va solidificado, se colocaron equidistantemente dos cuadros de
papal filtro No. 595 de 5 am de lado. Para inccular las cajas se
cortaron & cilindrom de 5 me de dismetro de 1la periferia de
colonias de S-6 dias de crecimiente. Dos de ellos s=e colocaron
mobre cada cuadro de papel filtro, los dos restantes ge ' colocaron
paralelamente a los anteriores sobre la otra mitad del medio de
agar-peptona que no contenia los cuadros de papel. Las cajas Be

incubaren a 25°*C durante 20 dias.

La evaluacioén ce realizé a los 7. 10. 14 vy 20 dias de

incubacion. Se compard el crecimiento miceliar en ambos lados

12



del medio, sobre el papel v sobre el nedio directamente,

cbservindose la abundancia del crecimiento. Cuando las cepas
presentaron mejor crecimiento sobre el papel que sobre el medio

de agar-peptona se consideraron como cepas celuloliticas,

13



3 RESULTADOS

3.1 CORRELACION ENTRE LA CELULOLISIS ¥ LA LIBERACION DE
COLOR EN UN MEDIO LIQUIDO CON CELULOUSA TERIDA.

Haciendo una seria de dilucicnes de colorante desde 0,01
hasta 0.1 mg/ml, se obtuvc una curva patrén con un coeficiente
de correlacién de 0.98 v una D.O, maxima de 1.2 de absorbancia,

cencentraciones mas altas fueron imposibles de leer (Fig. 3.1).

La..cantidad de color retenido por unidad de peso de celulosa
se obtuve a partir de la difsarencia entre la cantidad de coler
adicionado al incio de la tincién v el colorante no fijado en
las aguas de lavado. Se determino ast qué cada gramo de cealulosa

retiene 80 mg de azul brillante de remazol.

3.2 EVALUACION DE CAPACIDAD CELULOLITICA DE MUTANTES
ACELULOLITICAS DE pleurotus ostreatus gN MEDIO LIOUIDC CON
CELULOSA TERIDA COMO FUENTE DE CARBONO.

3.2.1.EVALUACION CON MEDIO DE SALES.

Les resultados obtenidos se encuentran resumidos en la Tabla
3.1. E1 comportamiento de las cepas permitid definir cuatro
grandes grupos respecto al consumc de celulosa., El primero de
allos lo conforman 11 cepas que al final del tiempo de incubacién
sa comportaron como aceluloliticas totales ({incapacidad para
degradar celulosa). Estas cepas pon: S56HINI (Anexo 5)., BOHIN3
{anaxo 9)., 1BHINS (anexo 10}, 20HIN® (Anexo 13}, 14H1N1g {Anexro

173, 37HIN13 (Anexo 221, 79H1IN13 (Anexo 16}, 9H4NZ (Anexo 29),

14
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TABLA 3.1: CONSUMO DE CELULOSA POR CEPAS DE Pleurotus ostreatus,

CONSUMO DE CELULOSA (%)

CEPAS
TIEMFO DE INCUBACION (dias)
s .10 20

$6 HiN3 0.0 0.0 0.0
80 HIN3 0.0 0.0 0.0
18 HINS 0.0 0.0 0.0
20 HING 0.0 0.0 0.0
4 . .
35 BINE 3:8 R 2:%
79 H1N13 0.0 0.0 6.0
9 HaNZ 0.0 9.0 0.0
33 H4N1O 0.0 0.0 0.0
40 HaN1O 0.0 0.0 0.0
2 HeN16 0.0 0.0 0.0
1 H1 0.6 0.6 1.8
6 HIN3 0.9 1.25 0.6
6 HINY 0.0 0.6 0.6
22 HiIN9 0.0 0.6 0.6
37 H4N1D 0.0 0.0 2

HL 0.0 8.1 20.0
23 HiNL 0.0 0.0 43.7
61 HiN1 N.D. 3,7 45.0
64 HINL 0.6 28.7 42.5
26 HIN9 N.D. 18.7 36.2
13 HIN1L 6.2 11.2 42.5
45 H1N13 N.D. 0.0 30.0
78 HiN13 N.D. 0.6 1.2

Ha 21.2 42.5 43,7
8 HiN 0.0 14.4 63.7
14 HIN9 38.7 53.7 60.0
18 HiN1i 19.4 67.4 70.0
t4 HIN13 0.0 36.2 6%.7
30 HiN13 0.0 0.0 63.7
36 HIN13 0.0 27.7 51.2
70 HK1N13 1.3 26.2 53.7
81 H1N13 1.3 56.2 96.2
2 H4NB 26.2 32,5 61.2
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33H4N10O (Anexo 31). 40H4N10 (Anexo 32) y 2H4N16 (Anexoc 34). E1
segundo grupo esta representade por 5 cepas que dagradaron menos
del 10% de celulosa por lo que tambieén fueron consideradas como
G6HIN3 (Anexo B). 6HINY (Anexo 11}, 22HIN9 (Anexo 14) vy 237H4N1O
(Anexo 32).

Las cepas H1 (Anexc 1), 23HIN1 {(Anexo &), 61HiIN1 (Anexo 6).
64HIN1 (Anexo 7), 26HIN9 (Anexo 15), 13HiIN11 (Anexo 16), 45HIN13
(Anexc 23), 78HIN13 (Anexo 25) v la cepa H4 conformsn al tercer
grupo (Anexo 28} degradaron entre el 30% v 50% de la celulosma.

clasificandose como celuloliticas.

El cuarto grupo esta rapresentado por 8 cepas que degradaron
por arriba del 50% de celulosa y estas son B8HINL (Anexo 3),
14HIN9  (Anexo 12), 18HINI1 (Anexo 18), 14HIN13 (Anexc 19},
30HIN13 (Anexo 20). 36H1N13 (Anexo 21), 70 HIN13 (Anexc 24),
2ZH4NB (Anexo 30) Dantro de astas la unica que degradé casi la
totalidad de la celulosa (96.24) fue la 'cepa B1HIN13Z (Anexo 27).
3.2.2 EVALUACION EN MEDIO DE SALES MINERALES SUPLEMENTADO CON

PEPTONA.

En al exparimento anterior se ancontraron cepas
aceluloliticas v ligeramente celuloliticas. Se decidi¢ hacer 1a
sigulente prueba en wmedic suplementadc para corroborar ei
cardcter de algunas de las capas que se comportaron 1), T}

aceluloliticas totales e&n el experimento anterior.

Para este experimento se utilizaron las cepas: 56HIN1  (Anexo

35), BOHIN3 (Anexo 36), 18HINS (Anexo 37)., 37HIN13 (Anexo 38),
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2H4N16 (Anexo 39). La metodologia emnpleada fue identica
al experimento anterior, utilizando un medio de sales con

celulosa tefiida y peptona al 1% como suplemento (Secc 2.2.2).

Balo estas condiciones se observé que las cepas en el
experinente anterior como aceluloliticas totales fperon ahora
capaces de consumir celulosa {Tab., 3.2}). A excepcitn de 1la cepa
2H4N16 que postrod una degradacion reducida (28.7%2). el resto
mejord sansiblemente su capacidad degradadora (por arriba del

o0%).

Etta mejora en la caspacidad celulolitica sugiere que el
cosportamiento observado en el exparimente inicial con medio
liquido estuvo influenciado posiblemente por una deficiencia de
nutrientes en el padio.

3.3 EVALUACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE MUTANTES DE
Pleurotus ostreatus EN MEDIO SOLIDO SUPLEMENTADO  CON
PEPTONA Y PAPEL FILTRO COMO FUENTE DE CARBONO.

Se evaluaron todas las cepags utilizadas en el experimento
inicial. Se compard el crecimiento miceliar cbservandose
diractamente sobre el medio de agur-poptona con respecto a la
geccion del medio con leos fragacntos de papel, formandose los 5

grupos siguientes de acuerdo al creciento sobre el papel (Tab,

3.3).
crecimiente muy deébil =
crecimiento débil =2
crecimientc moderado =
buen crecimiento =4
crecimiento abundante =5
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TABLA 3.2: CONSUMO DE CELULCSA EN MEDIO LIGUIDO SUPLEMENTADO CON
PEPTONA {0.1%) POR CEPAS DE Pleurotus ostreatus A

LOS 20 DIAS DE INCUBACION.

CONSUMC DE CELULOSA

CEPAS

ng (%)
56 HiN1 110.6 73.7
80 HiIN3 148.1 98.7
18 H1NS 110.6 73.7
37 HiN13 95.6 €3.7
2 H4N16 43.1 28.7
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TABLA 3.3: CRECIMIENTO COMPARATIVO EN ¢lEDIO DE AGAR PEPTONa (Pe)
Y PAPEL FILTRC (Pa) COMO FUENTE DE CARBONO PCOR
MUTANTES DE Pleurotus optreatus,

TIEMFO DE INCUBACION (diae)

CEPAS 7 10 14 20

Pe Pa Pa Pa Pe Pa Pe Pa
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El crecimiento muy débil (15 ce observés en la cepa 9H4N2
cuyas hifas se desarrcllaron muy tenues tantc en la .secclén con
papel como en el medio de peptona. Un crecimiento deébil (2}
presentaron las cepas H1, 1H1, B8HIN1, 61HIN1, 6H1N3, 14HINS,
20H1iN9, 22ZHIN9, 26HINI. 14HIN1), 30H1N13, 70H1N13, 2H4NB |
33H4N10, v 40H4N10. En estas cepas el cracimiento sobre el papel
se aprecié a simple vista aunque 1las hifas ne cubrian por
conpleto el papel. El crecimiento moderade (3} se carecterizé por
un micelio que crecia con apariencia algodonosa Sobre el papel
que era cubierto por completo: 1as capas 23HIN1. S6HIN1, 64HIN1.
G0HIN13, 18HINS, 13HIN11, 14HIN13, 36HIN13, 37HIN13, 4SHIN13,
78HIN13 y 681HIN13 presentaron estas caracteristicas. Buen
crecimiento (4} presentaron las cepas 18HIN11, 37H4N10 vy 79HIN13
caracterizado por un micelio aglomerado sobre el papel pero que
no revass los perimetros de éste., formando asi una colonia
algodonosa bien definida. S6lo la cepa H4 presentd un crecimiento
abundante (5) sobre el papel, formando una colonia algodonosa que
llegd hacer contacto con la tapa de la caja aunque sin ravasar el
perimetro del papel. Las cepas qQque presentarédn un mejor
crecimiento sobre el papel que sobre el medio de agar-peptona,

fueron clasificadas como celuloliticas.

Con los resultados ohbtenidos se observé que las wmutantes
procedentes de H4 fueron per Llo general mAs débiles en su
crecimiento que el control, tante en peptona-papel c¢omo en
peptona (Tab. 3.4), a excepcion de la cepa 33H4N1O que presentd

mejor cracimietno en peptona papel (Tab., 3.4).
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De las nmutantes procedentes de Hl se obzervo que el control
tuvo un crecimiento débil tanto en peptona-papel asi como en
peptona, laa cepas 8HINI, L18HINS, 14HIN®, 20HIN®, v 30HINID
presentarén un mejor crecimiento gobre peptona-papel y  en
términos genarales un buen desarrolle miceliar. Las demas cepas
tuvieroen un comportamiento muy variado; aungue algunas
presentaron crecimiento débil sobre'peptonz-pepel. el crecimiento

en peaptona fue ggneralnente muche mejor (Tab. 3.4),
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TABLA 3.4: CLASIFICACION DE MUTANTES ACELULCOLITICAS DE

F. ostreatus DE ACUERDO A SU CRECIMIENTO SOBRE PAPEL
Y PEPTONA A LOS 20 DIAS DE INCUBACION,

CRECIMIENTO VEGETATIVO

1 2 3 4 5
9 H4N2Z Hi 23 HiNy 18 HiN11 H4
1 H1 56 HiNL 79 HiN13
8 HIN1* 64 HIN1 37 HaN1Q
61 HiNg 80 HIN3
6 HIN3 18 HINS®
14 HING® 13 HiN11
20 HIN9® 14 HiN13
2Z HINS 36 HINL3
26 H1IN9 37 HIN13
14 HiN11 45 HIN13
30 HIN13® 78 HiN13
70 HiN13 81 HINL3
2 Halie
33 HaN10*®
40 HeN1O

t Cepas con menor crecimiento sobre papel que en el medio de agar
paptona (cepas aceluloliticas).
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4 DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Con &l presente trabajo se pretendia obtener un método para
evaluar de manera cuantitativa el consume de celulosa. De eBta

forma seria posible caracterizar diferentes cepas de Pleurotus

ostreatus, obtenidas previamente por mutaciébn para 'seleccionar
aquellas capaces de producir una degradacién selectiva de  la
lignocelulosa, Hasta la fecha dicha caracterizacién Unicamente se
habis realizado con métodos cualitativos como el desarrollado por
Eriksson, (1978). Sin embargo el nueve método desarrcllado no
pretende descartar la seleccién cualitativa ya que ésta puede ser
atil para una primera avaluacion qua sera confirmada
posteriormente en forma cuantitativa. Una metodologia de este
tipo nos permitiria caracterizar cepas que pudieran Ear
utilizadas para un aprovechamianto integral de los desperdicios
agricolas. Es decir ademss de contar con la produccién de hongos
comestibles para el conaumo humanc v al sustrato delignificado

serviria para la alimentacién de rumiantes,.

En el primer experimento el porcentaje de cepas que
degradaron menos del 10% incluyendo aquellas que no crecieron f{fue
del 50% aproximadamente. Se considerd entonces conveniente
dascartar la posibilidad de que estos rasultados fueran
provocados por la ausancia de nutrientes en el medio d2 sales.
Por ello en el sipuiente experimento el medio de sales minerales
fue suplementado con peptona al 1% para disponer de una fusnte de
nitrégeno en el medio. Se observé que la nmayoria de las cepas que

previamente se habilan clasificado como aceluloliticas. su



comportamiento en el medio suplementado se torno celulolitico.
Asi la baja degradacion de <celulosa y el escaso crecimiento
posiblemente fue ocasionado por el bajo nivel de putrientes o

bien por la ausepncia de algiin precursor de crecimiento,

Al comparar el crecimiento en medio sé6lido a los 7 dias con
los 10 y 14 dias de incubacién no se observaron cambios en sy
comportamiento. Es recomendable por lo tanto qua las lecturag se
efectuen a los 14 dias de incubacioén, a pesar de que a los 7 dias
el comportamiento de la mavoria de las cepas va esta establecido.
pero conviene dar un margen de tiempo para definir el
comportamiento de la mayoria da las cepas. Al observar el
cosportaniento de las cepas testigo HI ¥y H4 Be cobservd que 1a
cepa H4 presenté® mavor creciaiento sobre papel, mientras que el
crecimianto de la cepa H1 fue igual en ambos lados de 1la caja
{Tab. 3.3, EXp. v Res). Este resultado permitid clasificar a 1la
cepa H4 como celulolitica (Cs) y a la H1 con carécter
acelulolitice deébil (C-). De las 25 mutantes de tipo Hi, 13 cepas
sBe caracterizaron como (C-) y 12 como (C+). De las cepas
aceluloliticas S inclusive presentaron menor crecimiento miceliar
sobre papel. De las S mutantes de tipo H4, 4 se comportaron cono
(C~) v unicamente la cepa 33H4N10 presenté menor crecimiento en

papel.

Al comparar los resultados obtenidos en medio 1liquido con
respecto al medio sélido se observé que las cepag controles se
comportaron lgual en ambos exXperimentos. La cepa Hl presentd
menor crecimiento sobre el medio de agar peptona y papel cono

fuente de carbono, asi como una baja capacidad para consumir
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celulosa en medio liquido. En tanto que la cepa H4 presenté meior
crecimiento en medioc sblido v al mismo tiempo una buena capacidad

para degradar la celuloga del medio liquido.

Cabe mencionar que una buena degradacién de celulosa en
medio liquide no necesariamente debe estar relacionada con un
buen crecimiento vegetativo en el médio de papel filtro, va que
la celulosa empleada en los dos métodos de evaluacidn es
diferente, el papel filtro consiste de a-celulosa v medio 1liquido
contiene celulosa microcristalina. Es posible por ello que no se
presente una correlacion en el consu;o de celulosa entre ambos
experimentos. Sin embargo., es de esperarse que las cepas que
presenten aceluldlisis total en madio 1liquido v un <crecimiento
myy débil an medio de papel, sean aquellas con caracter
acelulolitico mAs marcado. Dentrg de las cepas evaluadas, la cepa

9H4NZ2 fue la unica qua presentd este comportamiento.

De las capas que degrad:-ron menos del 10% de celulosa
an medio liquido, wsolamente 1la cepa 37H4N1O presentd buen
crecimiento en medio sélido. el resto de las cepas presentaron

cracimiento de debil a moderado.

Del grupo de cepas que en medic liquido degradaron entre
30-50% de celulosa. las cepas 61HIN1 vy 26HIN® presentaron un

crecimiento debil en medio so6lido.

Dentro de las cepas que degradaron por arriba del 50% de
caelulosa en medio liquideo. & cepas presentaron  crecimiento debil

en medio solido (BHIN1. 14HINO, 20H1IN1I3 y 2H4N8). Dichas cepas



con excepcion de la 2H4N8 presentaron menor crecimiento en papel.
Cabe sefialar gqus la cepa B1lHIN13 en medio liquido consumidé casi
la totalidad de la celulosa {96.2%), mientras que en medio s6lido

se clasificd como (C-).

Dado estos resultados., es dificil establecer una correlacién
entre ambas evaluaciones, debido principalmente a las diferentes
fuentes de celulosa, Para hidrolizar la a-celulosa y la celuiosa
microcristalina se requieren probablemente de complejos
enzimédticos diferentes. Por ello es posible qua dichos complejos
enzimAticos havan sido alterados de diferente ferma debido a la
accién del agente mutagénico utilizado para la obtencién de las
cepas, originando como rasultado diferentes capacidades para
consurir las dos fuentes de carbono utilizadas para la evaluacidn

dal caracter (C-}.

Para esmtudios posteriores de determinacién del carécter
acelulolitico, se recomienda utilizar las dos pruebas de Ranara
secuencial. Es decir es conveniente utilizar primero la prueba en
medio sb6lido con papel. Para descartar al grueso de las cepas de
tipo (C+}. A continuacién., se utiliza el medio liquido con
celulosa tefiida y suplementada con alguna fuente de nitrégeno
para determinar diferenciess cuantitativas entre las cepas. Es
recomendable avaluar el patrén de consumo de los componentes de
la lignocelulosa natural por lacs cepas seleccionadas después de
estas dos pruebas. Para ello deberian utilizarse sustrates

preparados con algun desperdicio lignocelulésico.

Las cepas que presentaron acsluldlisis =n ambos metodos de
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evaluacion corresponden a 1a 20 HIN9., 33 H4N10, 18 HINS v 9 HaNzZ
por ello se pueden considerar como lacs cepac con mayor capacidad
(C-}. Sin embargo se consldera conveniente conservar el resto de
las cepas que presentaron cierta incapacidad para consumir algon
tipo de celulosa para realizar estudios posteriores de

mejoramiento genético.

El mé&todo desarrollado para evaluar el consumo de celulosa
r.prelonts para &} provecte una alternativa que Bservirs para
caracterizar las cepas disponibles obtenidas por mutacion asi
coRO psra evalusciones posteriores de cepas obtenidas a traves de

un mejoramiento genético.
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ANEXO 1: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA H1 EN MEDIO LIQUIDO
i CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA TENIDA.

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias) (mg) (%)
s 0.0 0.0
6 6.7 4.4
? 50.0 33.1
10 §7.2 38.1
11 61.9 41.2
12 62.8 41.8
17 . 62.8 41.8
20 62.8 41.8 -

30




ANEXO 2: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 1HX EN MEDIO LIQUIDO
CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA TERNIDA.

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
{dias) {mg) (%)
6 1.0 0.6
11 1.0 0.6
12 1.0 0.6
14 2.8 1.8
17 2.8 1.8
18 2.8 1.8
20 2.8 1.8
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ANEYO 3: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA BHIN1 EN  MEDIO LIQUIDO
CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA TERIDA.

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias} {mg? (%}

s 0.0 9.0
6 c.o 0.0
7 1.8 1.3
10 29.0 19.4
11 52.5 35.0
13 84.4 56.2
17 33.8 62.4
19 95.6 63.7
20 95.6 &3.7
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ANEXO 4: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 23HIN1 EN MEDIC
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.

TIEMPO DE INCUBACION . CONSUMO DE CELULOSA
(diasg) {mg) (2)
5} 0.0 0.0

7 0.0 0.0

] 0.0 0.0

9 0.0 0.0

13 0.0 0.9
14 1.9 1.2
17 31.9 21.3
20 65.6 43.7
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ANEXO S: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA SBHIN1 EN MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 15¢ g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMPQO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias) (mg) (%
5 a 20 0.0 0.0
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ANEXO  6: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA &1HINL EN MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TENIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias) {mg) (%)
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 9S4HINT EM HMEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA,

TIEMFO DE INCUBACION

CONSUMO DE CELULOSA

(dias) (mg) (%)
S 1.0 0.6

6 30.0 20.0

7 56.3 37.5

10 43.1 28.7
11 41.3 27.5
13 54.4 36.2
7 §6.3 37.5
19 61.9 41,2
20 63.8 42.5
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ANEXO 8: CONSUMO DE CELULOSA POP LA CEPA 6HIN3 EN MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias) (mg) (%)
L) 0.0 0.0
11 2.0 1.2
13 G.0 0.0
14 0.0 0.0
17 1.0 0.6
18 1.0 0.6
19 - 1.0 0.6
20 1.0 0.6
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ANEMXO 9: CONSUMO DE <CELULOSA POR LA CEPA BOHINZ EN MEDIO
LIGUIDO CON  SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias}) (mg} [$3]
5 2 20 0.0 0.0
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ANEXO 10: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 18HIN5 EN MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(diag) {mg} (%)
5 a 20 0.0 0.0
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ANEXOQ 11: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA ©HINS EN MEDIO
LIGUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TENIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias) {(mg) {%)
-] 0.0 0.0
7 0.0 0.0
10 } 1.0 0.6
11 B 1.0 0.6
12 : . E 0.0 0.0
17 0.0 0.0
20 1.0 0.6
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ANEXO 12: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 14HIN9 EN HMEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y

TERIDA.

150 g DE <CELULOSA

TIEMPO DE INCUBACION

CONSUMO DE CELULOSA

(dias} {mg) (%)
6 58.1 38.7
7 69,4 46.2
11 80.6 83.7
12 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 20HINS EN MEDIO
LIGUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias) (mg} (%)




ANEXO 14: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 22ZHING EN HMEDIO
LIQUIDO CON SALES HMINERALES Y 150 g DE CELULCSs
TERIDA.

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(diag}) {me} (%)
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ANEXO 15: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 26HIN9 EN MEDIO
SALES MINERALES Y

LIQUIDO CON
TERIDA.

150 g§ DE CELULOSA

TIEMPO DE INCUBACION

CONSUMC DE CELULOSA

{dias} (mg) (%)
10 28.3 18.7
11 39.4 26.2
12 46,0 31.2
17 52.5 35.0
18 54,4 36.2
19 S54.4 36.2
20 84.4 36.2

Y



ANEXO 15: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA  13HIN1LI EN  MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULO3A

TERIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
{dias) {mg} (%)
& 9.4 6.2
7 1.9 1.3
10 16.9 11.2
11 18.8 12.5
12 : : 24,4 16.2
17 . 56.4 36.2
8 42.5

20 63.
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ANEXOQ 17: CONSUMCO DE CELULOSA POR LA CEPA 14HLIN11 EN MEDIO
o LICUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias) (mg} (%)
6 0.9 0.0
7 1.0 0.6
10 0.0 0.0
11 1.0 0.6
13 0.0 0.0
14 0.0 0.0
17 0.0 0.0
18 0.0 0.0
19 1.0 0.6
20 0.0 u.0
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ANEXC 18: CONSUMO DE CELULOSA PGR LA CEPA  18HIN11 EN MECLIO
. LIOUIDO CON SALES MINERALES ¥ 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIENMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
tdiag) {mg} (23]
1 30.C 19.4
11 101.3 67.4
12 103.1 68,7
14 110.7 73.7
17 105.0 70.0
18 112.5 75.0
19 . 112.5 75.0
20 105.0 70.0

a7



AHEY.0 19: CONSYMO DE CELULOSA POR LA CEPA 14HIN13 EN MEDIO
LIQUIDO CON  SALES MINERALES Y 150 g DE. CELULOSA

TERIDA.
TIEMFO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA

(daas) (mg) (%)
3 0.0 0.0
6 18.8 12.5
7 31.9 21.2
8 3.1 28.7
9 54,4 36.2
13 88.1 i 58.7
14 88.1 58.7
17 91.9 61.2
20 91.9 61.2
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ANEXO 20: CONSUMC DE CELULOSA POR LA CEPA 30HINI3 EN MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA
TERIDA,

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
{dias) {mg)} ) (%)
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ANEXO 21: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 36H1Ni3 EN MEDIO
LIQUIDO CON SaALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA. .
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA

(dias) (mg) (%)
] 0.0 0.0
6 1.0 0.6
7 5.6 3.7
8 18.0 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 51.2
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ANEXO 22: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 37HIN13 EN HMEDIO
LIQUIDO CON ZSALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA
TERIDA.

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
fdiag) (mg} (%)
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ANEXO 23: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 4SHIN13 EN MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE ZELULOSA

(dias) (mg) ()
10 0.0 0.4
11 1.0 .6
12 2.0 1.2
17 37.5 25.0
18 41.2 28.7
19 43,1 28,7
20 45,0 30.0

t
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ANEXO 24: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 70H1Hi3 EN MEDIO
SALES MINERALES Y

LIOUIDO CON
TERIDA.

150

g DE CELULO3A

TIEMPO DE INCUBACION

CONSUMO DE CELULOSA

{dias) (mg) '(7.)
6 2.0 1.3
11 38.4 26,2
12 48.8 32.5
14 61.9 41.2
17 €9.4 46.2
18 75.0 0.0
19 76.9 51.2
20 80.6 53.7
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ANEXO 2%: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 78HIN13 EN MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMPQ DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA

{dias} (mg) (%}
10 1.0 0.6
11 5.6 3.7
12 17.0 1.2
17 S4.4 36.2
18 €2.0 42.2
19 62.0 42.2
20 ' 62.0 42.2
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ANEXO 25:; CONSUMO DE CELULOSA POR LA <CEPA 79HIN13 EN MEDIC
LIQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE (CELULGSA

TERIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
{dias) {me) (A
6 a 20 0.0 0.0




ANEXO 27: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA B81HIN13 EN MEDIO
LIQUIDC CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMFO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA

(dias} (mg) (%)
o 1.9 1.3
7 5.6 3.7
8 11.3 7.5
il 84.4 56.2
13 135.0 90.0
i4 133.1 88 .6
H . 140.6 93.7
20 la4.4 96.2
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ANEXO 28: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA H4 EN HEDIO LIQUiDO.
CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA TERIDA.

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
{diac img} (33
5 32.90 21.2
7 45.0 30.0
10 63.8 42.5
11 85.6 %3.7
12 , 65.6 &43.7
17 65.6 43.7
20 65,6 43,7




ANEXO 29; CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA SH4N2 EN MEDIO
LIOUIDO CON  SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEWPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias) {mg! (7%}
) a 20 0.0 0.0
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ANEXO 30: COHSUMQ DE CELULOSA POR LA CEPa 2HANS EN MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES ¥ 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMOD DE CELULOSA

{diasi {mg} {%)
6 39.4 26.2
7 «8.8 32.5
g 48.8 32.5
§ 48.8 32.8
10 90.0 60.90
14 62.0 51.2
1? - 62.0 651.2
2

20 62.0 61.

it
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ANEXO 31

LIQUIDG CON SALES

TERIDA.

CONSUMO DE CELULOSA

POR LA CEPA 33H4N1O EN MEDIO
MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TIEMPO DE INCUBACION
{dias)

CONSUMO DE CELULOSA
(mg} (%)
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ANEXO  32: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 37H4N1D  EN MEDIO
LIOQUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA

{dias) {mg) (#13)
6 0.0 0.0
7 1.0 0.6
10 0.0 0.0
11 1.0 o.6
13 1.0 0.6
14 2.0 1.3
17 5.6 3.7
18 7.5 S.0
19 7.5 5.0
20 9.4 6.2




ANEZXQ 33; CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA  40H4N10 EN MEDIO
LIGQUIDO CON  SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEWPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
{(dias} (mg) (%}
=) a 20 0.0 0.0
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ANEXQ 34: CONSUMO DE CELULOSA FPOR LA CEPA 2H4NB EN MEDIO
LICUIDO CON SALES MINERALES Y 150 g DE CELULOSA

TERIDA.
TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias: {mgt {7}
6 a 20 0.0 0.0




ANEXO 35: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 56HIN1 EN MEDIO
LIGUIDO CON SALES MINERALES SUPLEMENTADAS CON PEPTONA
Y 150 g DE CELULOSA TERIDA.

TIEMPO DE INCUBACTION CONSUMO DE CELULOSA
(dias) {mg} (n)
S 41.2 27.5
9 95.6 63.7
19 110.6 73.7
20 110.6 73.7
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ANEXO 36: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA
LIQUIDO CON SALES MINERALES SUPLEMENTADAS CON PEPTONA

Y 150 g DE CELULOSA TERIDA.

18HINS

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMO DE CELULOSA
(dias) ({mg) (%)
5 41.2 27.5
9 S5.6 63.7
19 110.6 73.7
20 110.6 73.7
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ANEXO 37: CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 80HLIN13 EN MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES SUPLEMENTADAS CON PEPTONA
Y 150 g DE CELULOSA TENIDA.

TIEMPO DE INCUBACION CONSUMC DE CELULOSA

{dias} [§.1:4] (%)
5 0.0 0.0
9 148.1 98.7
19 148.1 98.7
20 148.% 98.7
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ANEXO 38: CONSUMO DE CELULOSA FPOR LA CEPA 37HIN12 EN MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES SUPLEMENTADAS CON PEPTONA
¥ 150 g DE CELULOSA TERIDA.

TIEMPO DE INCUBACICH CONSUMO DE CELULOSA
(dias) (ng} (%)
5 106.0 70.5
9 118.1 78.6
19 - - : 100.3 66.8
20 Lo 95.6 63.7

a7



ANEXO 39: CON3SUMO DE CELULOSA POR LA CEPA 2H4N16 EN MEDIO
LIQUIDO CON SALES MINERALES SUPLEMENTADAS CON PEPTONA

¥ 150 g DE CELULOSA TERIDA.

TIEMFO DE INCUBACION CONSUMOQ DE CELULOSA
{dias} (mg) (7)Y
5 8.4 5.6
9 20.6 13.7
19 45.0 30.0¢
20 43.1 28.7
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