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CAPITULO 1 



INTRODUCCIÓN 

1.1 Planteamiento del problema. 
El mundo entero, cuenta con un potencial abundante de desechos agrícolas, que bien 
pudieran ser integrados a la alimentación, tanto humana como animal, mediante el uso de 
tecnologia apropiada. 

Los paises llamados tercer mundistas, sienten más a fondo esta necesidad, debido a que su 
crecimiento demográfico acrecienta el déficit alimentarlo, y si aunado a esto se contempla la 
baja productividad del campo, el panorama resulta aún más desalentador. Por ello, es 
necesario encontrar mecanismos adecuados, que permitan reciclar estos productos en los 
ecoshtemas y tratar de obtener beneficios de ellos, ya sea como forrajes, compostas o 
combustibles. 

El compuesto más común sobre la membrana celular vegetal es el polisacárido celulosa, el cual 
esta frecuentemente asociado a la hemicelulosa, el segundo polisacárido de importancia en los 
tejidos vegetales. En la mayoría de las paredes celulares, estos polisacáridos no se encuentran 
libres y particularmente los tejidos leñosos están Impregnados de lignina (Esau, 1976). Gran 
parte de la lignina, se encuentra asociada a la celulosa formando complejos lignocelulódcos de 
dificil degradación. 

Existen diversos procesos de delignificación para obtener una mejor disponibilidad de 
nutrientes. Por medio de estos procesos se pretende tratar los residuos lignocelulóskos de 
origen forestal y eirkola para mejorar su digestibilidad y usados en la alimentación; de 
rumiantes o bien en la obtención de materias primas para uso Industrial, como la producción 
de alcohol, solventes orgánicos o la fabricación de papel (Simposium Latinoamericano de 
illotecnologia, 1987). 

Los procesos disponibles para lograr una delignifkación se han clasificado en tres tipos: fiskot, 
químicos y mkrobiológkos. Entre los procesos fiskos podemos mencionar la molienda, 
calentamiento con vapor y calentamiento a altas presiones. Los procesos quin:hos, son los 
tratamientos que hacen uso de compuestos alcalinos, ácidos y oxidantes. En los métodos 
mkroblotóghos, la degradación de lignina ocurre más lentamente por la acción de algunas 
bacterias y por cierto tipo de hongos, principalmente basidlomketos (Ardiera eta/, I982). 

En el Departamento de Alimentos de la Facultad de Química de la UNAM, el hongo 
Pleutows momio, ha sido utilizado para la obtención de mutantes acekdolitkas. Sin 
embargo, solo se han producido cepas dharlóticas, sin conocer su patrón de consumo en tos 
desperdicio lignocelulósico. El presente trabajo está enmarcado dentro de un proyecto en 
donde se pretenden obtener cepas de Pkupotus armaos, capaces de producir una 
degradación selectiva de la lignoceiulosa. Cepas con tales características podrán ser utilizadas 
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para el aprovechamiento integral de los desperdklos agrkolas. Es decir, permitirán producir 
hongos comestibles para el consumo humano y substrato delignilicado para la alimentación de 
rumiantes. 

1.2 OBJETIVOS. 

1.2.1 Objetivo principal. 

Determinar el patrón de degradación de la paja de trigo por diferentes dkariotes acelulolitkos 
de Pleurotus ostreatus. 

1.2.2 Objetivo particular. 

Seleccionar las cepas que presenten una menor degradación de la celulosa y al mismo tiempo 
mayor consumo de lignina. 

1.3 Hipótesis. 

a) Existe diferencia entre los patrones de degradación de los diferentes dkariotes 
aceluiolitkos. 

b) Los patrones de degradación para la lignina son iguales para las cepas aceluioliticas como 
para las cepas silvestres. 

c) El proceso de mutación, modifica de alguna forma el comportamiento de las cepas 
aceluloliticas sobre el consumo de los polisacáridos. 
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CAPITULO II 



ANTECEDENTES 

2.1 Disponibilidad de esquilmos agrícolas. 

Desde tiempos inmemoriales la demanda de alimentos ha Ido en aumento, ésto no solo en 
nuestro pais sino que también a nivel mundial. El problema es que dicha demanda en México 
se debe a que la población ha ido aumentando de una manera muy rápida, y por ello resulta 
necesario utilizar en forma óptima los recursos agrícolas disponibles. 

Una característica muy común en los países en desarrollo es la baja productividad en 
comparación con los paises industrializados. Aunado a ello, el material cosechado en la 
mayoría de los cultivos representa el 30% de la biomasa producida y la pérdida del material 
cosechado representa normalmente el 50%. En la tala de madera la pérdida es todavía 
mayor, por ésto, podemos considerar que el aprovechamiento de los desechos agrícolas, están 
en función del atraso socioeconómico, prevaiente en los paises en desarrollo como México. 

En México la producción de cereales se encuentra alrededor de 15 millones de toneladas 
anuales (INEGI, 1988). Mientras que la producción anual de los principales residuos agrícolas 
alcanza los 66 millones de toneladas (Tabla I j. 

La utilización extensiva de los desechos agrícolas representa serios problemas, debido a 
diferentes factores. Como son: la naturaleza dispersa donde se generan, el costo del 
transporte, la falta de infraestructura y tecnologia, que afectan consecuente su 
aprovechamiento a mayores escalas. Por ello es necesario que existan tecnologías que no 
requieran un alto grado de mecanización o procesos sumamente sofisticados. Aunado a lo 
anterior seria conveniente que dichos procesos redundaran en beneficio de los campesinos que 
carecen de recursos por falta de empleo la mayor parte del alio. 

2.2 Composición de los desperdicios agrícolas. 

En general los desperdicios lignocelulóslcos están compuestos principalmente por celulosa (35 
a 60%), hemicelubsa (10 a 30%) y lignina (4 a 18%). 

La celulosa es el componente predominante de las pajas, lo cual ha ocasionado una gran 
atención a los usos potenciales de los subproductos de su degradación quimka. Es un 
compuesto cristalino relativamente hidrófilo, cuya fórmula general es (C.6141o05)n. Al Igual 
que el almidón es un homopolisacárido compuesto por unidades de glucosa; es un polímero 
Nneal de Dilucosa unido por enlaces glucosidicos R (1,4). Esta estructura le confiere a la 
celulosa la fuena fistra y la rigidez por la cual, la mayoría de las enzimas secretadas en el 



tracto digestivo de los mamíferos no pueden atacarla. Sin embargo, los rumiantes pueden 
utilizar la celulosa porque la mayoría de los microorganismos de su flora ruminal producen la 
enzima celulasa. 

TABLA I : PRODUCCIÓN NACIONAL DE ESQUILMOS AGRICOLAS PARA 1988 

ESQUILMOS AGRICOLAS PRODUCCIÓN (Toneladas) 
Bagazo de caña 2/622,056 
Rastrojo de maíz 24,060,871 
p*.de sorgo 5,894,949 
Paja de trigo 2,931,863 
Olote 2,861,866 
Vara de algodón 
Paja de frijol 

7311920 
685,750 

Pala de arroz 683 722 
Plja de cebada 398,531 
Paja de cártamo 222,417 
Paja de soya 153,887 
Paja de ajonjoll 23,508 
TOTAL 66,275,340 

Dirección General de Aprovechamientos Forrajeros (1989). 

Las hemkelulosas son polímeros de pentosas, como la Ndlopiranosa, formando grandes 
cadenas a través de enlaces glucosidkos B (1,4). La mayoría de las hemkelulosas no son 
homoglucanos, ni heteroglucanos que contiene 2 a 4 y, raramente 5 6 6 tipos distintos de 
unidades de azúcar, unidos a la 1>xliopiranosa en los carbones de posición 2 6 3. Los 
carbohidratos más frecuentemente asociados con este grupo de polímeros son mananos, 
glucomananos, plactanos, arabinogalactanos, arabinoxlianos y ácidos urónicos. 

Finalmente la lignina es una de las sustancias más importantes que componen la pared celular, 
es un polímero estructural de las plantas vasculares con un alto contenido de carbono. 
Constituida predominantemente por unidades de fenll propano. Proporciona a las plantas 
rigidez y unión entre sus células, además de disminuir la permeabilidad al agua a través de las 
paredes celulares y proteger a las células de invasiones por mkroorganismos (Sarkanen y 
Ludwig, 1971). La molécula de la lignina presenta una estructura ramificada Irregular (Ander 
y Eriksson, 1978). 

La lignina es un producto final del metabolismo y una vez formada, parece que funciona 
primordialmente como componente estructural de la pared celular. Fiskamente es rigida y es 



la representante más importante de las sustancias incrustantes, esto es, sustancias que 
impregnan la pared después de su desarrollo inicial (Frey-Wyssling, I959). Gran parte de la 
Orina se encuentra asociada con la celulosa formando complejos lignocelulóskos de dificil 
degradación. 

Los desechos agrícolas contienen estos complejos, lo cual limita su uso directo en la 
alimentación animal. Los materiales lignocelulósicos presentan una baja digestibilidad, ya que 
la lignina actúa como una barrera para la utilización de la celulosa, compuesto de gran 
importancia en la dieta de los animales (Sundstol and Owen, 1984; Agosln, et 	1987). 

Para que la lignocelulosa pueda recklarse de manera adecuada en los ecosistemas, la lignina 
debe de ser degradada a compuestos más sencillos. 

2.3 Métodos de delignIficación. 

Existen varias posibilidades para desdoblar el complejo celulosa-lignina, consistiendo 
esencialmente en la extracción o degradación de la lignina. Entre los métodos empleados para 
lograr una degradación del complejo lignocelulósico se encuentras los fisicos, químicos y 
mkrobiológicos. 

Los de tipo físico pueden involucrar diferentes tratamientos como: una simple molienda, uso 
de rayos lonizantes, calentamiento con vapor o calentamiento a presión elevada. 

Los métodos químicos en general pueden ser de tres tipos: 

I) Tratamiento alcalino, en donde se han utilizado sustancias alcalinas como sosa, potasa o 
amoniaco. 

2) Tratamiento ácido, el cual utiliza ácidos como el sulfúrico y el cloriddrko. 
3) Tratamientos oxidantes, que se caracterizan por utilizar agua oxigenada o permanganato de 

potasio. 

Métodos microbiológicos. Se conocen actualmente una gran variedad de hongos y bacterias 
que degradan o modifican la lignina en diferentes formas. Los cambios pueden ser desde 
simple modificación estructural hasta la completa oxidación a CO? y agua (Vera, 1981; 
)anhelar et Flechter, 1983). los microorganismos que degradan la madera y por lo tanto la 
lignina, se han clasificado en 4 grupos principalmente (Amer et Drew, 1980; Crawford ea 
Crawford, 1980; Vera, 1983): 
a) Hongos de la pudrición suave. 
b) Hongos de la pudrición café. 
c) Hongos de la pudrición blanca. 
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d) Bacterias. 

a) Entre los hongos de la pudrición suave existe una gran variedad de Ascomicetos y hongo: 
imperfectos. La pudrición suave esta caracterizada por el ataque en la madera balo 
condiciones húmedas y la degradación es generalmente acompaflada por un 
reblandecimiento de la capa superficial del material. Este tipo de microorganismos 
provocan una pérdida en peso que va desde un 10% hasta un 60% después de 70 días de 
Incubación, degradando principalmente la celulosa. 

b) Hongos de la pudrición café. En este grupo están incluidos vados liasidlomketos y 
presentan mayor preferencia por los polisacáridos de la madera que por la lignina. Esta 
únicamente es demetilada. 

c) Hongos de la pudrición blanca. Los hongos de la pudrición blanca han sido los más 
estudiados, por ser microorganismos altamente ligninolitkos y presentan la capacidad de 
degradar todos los componentes de la madera incluyendo la lignina hasta CO2 y agua. Este 
grupo dé hongos está Integrado por un gran número de BasIdlomicetos y unos cuantos 
Ascomicetos. Su nombre surge del hecho que remueven por lo menos en parte materiales 
tánicos de la madera dejando manchas blancas de celulosa no degradada (Amer « Drew, 
1980; Crawford « Crawford, 1980). Es evidente que la degradación de la lignina por 
estos hongos es oxidativa, por el hecho de que la lignina degradada o alterada tiene mayor 
cantidad de oxígeno que la lignina sana (Amer est Drew, 1980). 

d) Bacterias. 1 as bacterias probablemente juegan un papel secundado en la degradación de la 
lignina en el suelo y ambiente acuoso. Solamente muy pocas cepas han demostrado 
capacidad de oxidar la lignina y derivados sintéticos de la misma a CO2 y agua. Las cepas 
más activas han sido: Nocardia, lidiáis megueriunt y numerosos Streptomyces (janshelcar 
et Flechter, 1983). 

2.4 DEGRADACIÓN DE LIGNINA. 

La degadaclón de lignocelulosa, y actividades relacionadas con la degradación de la Orina, 
han sido investigadas ampliamente en los últimos años. La lignina es el segundo polímero más 
abundante en la naturaleza, su compleja estructura, no permite el uso económico de los 
vegetales o de la pajas como alimentos para rumiantes o forraje (Crawford, R. 1., 1991; Platt, 
M. W, 1989; Zadrazil, F. y H. Brunnert, 1982). Recientemente, se han hecho grandes 
esfuerzos tendientes a un mejor conocimiento de los mecanismos de blodegradaclón de lignina 
(Datt, A., A. &termal:, 1991; Farrell, R. t.., K. E. Murtagh, 1989; Pede, F. H. y M. H. 
Gold, 1991). En los animales la celulosa y la hemkelulosa, son parcialmente metabolizadas 
en el rumen, en un periodo de 2 a 3 días. Sin embargo, la lignina presente en 102 vegetales 
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usados como forraje, disminuye los niveles de digestibilidad, debido a que los 
microorganismos del rumen son incapaces de degradada (Steward, 1981). 

Para aumentar la digestibilidad de la lignocelulosa, se han usado métodos ya sea fisicos, 
químicos o biológicos (Han, 1978; )ackson, 1978). El principio de todos estos métodos, es 
la ruptura del complejo lignina-celulosa, por extracción, o descomposición de lignina en los 
compuestos. 

El problema principal del proceso biológico, es encontrar microorganismos convenientes con 
patrones metabólicos diferentes de los existentes en la flora y fauna del rumen, el 
microorganismo ideal debe ser un fuerte degradador selectivo de Opina, y a la vez degradar 
muy poca celulosa y hemicelulosa, por lo que se ha tratado de obtener mutantes capaces de 
producir una degradación selectiva de lignina (Er ickson, eral, 1980). 

En los procesos naturales es muy dificil diferenciar entre poblaciones de bacterias, levaduras y 
hongos y sobre todo la cantidad de lignina degradada en un ecosistema por el tipo de 
mkroorganismo(Harder y Trojanowsky, 1981). Se ha llegado a la conclusión, de que el 
método biológico es el método más efectivo para degradar lignina, y recientemente, se han 
hecho grandes esfuerzos tendientes a conocer los mecanismos de degradación de 
lignina(Datta. A., A. Baterman y T. K. Klrk, 1991; Farrell, R. L, 1989; Pene, F. H, 1991). 
Los más efectivos biodegradadores de lignina, son los hongos de pudrición blanca, 
pertenecientes a los basidiomicetos. El más ampliamente estudiado de éstos es Phanaerochaete 
chrysosporium (Datta, A. y T. K. Klrk, 1991; Farrell, R. L, 1989; Holzbauer, E. L. F, 1991; 
Lee, B., A. E. Pometo III, 1991). Estos estudios han sido enfocados a la flsiologia, 
enzimologla y genética molecular de los procesos de biodegradación. Parece ser que la llave 
enzimátka para la fragmentación del polímero Opina por Phanerochaete chrysosporium es la 
enzima lignina-peroxidasa (Datta, A. y T, K. Kirk, 1991; Farrell, R. I., 1989; HIguchl, T., 
1990). 

El hongo Pleumtus osuvatus también ha demostrado ser un gran degradador de lignina 
(Afosin, E, 1985; Platt, M. W. y Hadar, 1984; Zadrazil, F. y H. Brunert, 1982). Sin 
embargo, los esfuerzos hechos para detectar esta misma enzima o genes de Iignina-peroxidasa 
en P. ostrutus, bajo severas condiciones de cultivo, no han tenido éxito (Kimura, V., 1990; 
Sannia, G. y P. Limongi, 1991; Waldner, R., M. S. A. Leisola, 1988). Por ello Unida, et aL 
(1991), sugirieron que para metabolizar la lignina,pueden existir grandes diferencias de 
especie a especie. P. ostrertus se ha encontrado, que produce laccasa, cobre-fenoloxIdasa 

M. W. y Hadar, 1984; Sannia, G., P. Giardina, 1986).La laccasa es una fenol-oxidasa 
extracelular, producida por basidiomicetos, y juega un papel importante en la biodegradaclón 
de Minina (Higuchl, T., 1990; Milstein, O., A. Harrs, 1988; Sannia, G., P. Limongi, 1991), 
causando una degradación-oxidativa de la lignina y catalizando la polimerización de pequeños 
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anillos moleculares fenólkos, durante la degradación (Betts, W. B. y J. E. King, 1991; 
Higuchi, T., 1990). 

2.5. ESTUDIO COMPARATIVO DE IA DF.GRADACION DE LA LIGNOCELULOSA 
POR DOS HONGOS Neurona osuratusY Phmerochdete chrysesperfunt. 

Recientemente se han hecho grandes esfuerzos, tendientes a conocer los mecanismos de 
biodegradacIón de la celulosa y las actividades relacionadas con la degradación de la Opina. 
Kerem. et al. (1992), realizaron un estudio comparativo entre dos hongos de producción 
blanca, Phanoerochate cluysesporlum y Pleurotus ostreras para conocer su tisiologla y la 
degradación de lignocelulosa en una fermentación en estado sólido usando como sustrato 
tallos de algodón. Ellos observaron que P. chrysesperfum crece vigorosamente en 15 días, 
pero produce una rápida degradación no selectiva de los componentes orgánicos de los 
desperdicios del algodón. Por otro lado, P. °suyo/gis crece más lentamente en 30 días, pero 
presenta mayor selectividad para degradar la lignina, degrada únicamente 20% de los 
componenles de la materia orgánica, observándose una usa de degradación de 0,7% a 
través del perlado de fermentación. La pérdida de lignina fué de 45% de la cantidad original, 
empezando la degradación después del sexto día, hasta el final del experimento. Cuando las 
actividades relacionadas con la degradación de lignina, fueron medidas durante el cultivo de P. 
ostreatus, se encontró relación entre el periodo y la tasa de degradación de lignina. Sin 
embargo, en este estado no pudieron verificar si ésta, es puramente una actividad enzlmátka o 
una actividad química, resultado de la generación de radicales libres durante la 
biodegradación. (Kelley, R.L, 1988), Esta actividad fue mucho mas alta en P. °saurus que 
en P. chrysesporium. La lactaba es una enzima relacionada con la degradación de lignina 
(Platt, M. W, 1984), únicamente se encontró en P. ostreros, y aparentemente se mantuvo 
durante la colonización, con niveles bajos detectables después de 16-18 días. La falta de 
actividad lignina-peroxidasa en cultivos de P. ostrutu.s sugiere que otras enzimas pueden ser 
las responsables de la producción de radicales libres por estos hongos. Platt et N. (32), 
sugirieron el papel iniciativo de la laccasa en P. ostreras en la degradación de la Orina, 
haciendo la degradación de lignina por estos hongos dependientes de la laccasa, sus resultados 
demuestran una alta actividad al empezar el periodo de degradación con un subsecuente 
decremento hasta niveles estables aunque las tasas de degradación de lignina permanezcan 
constantes. I.a laccasa actua en este caso, detmdficando compuestos en el sustrato (Mayer, A. 
M., 1987) y oxidando grupos fenólkos como una enzima inicial, incluyendo el 
desdoblamiento de cadenas laterales y anillos fenólkos aromáticos de lignina. 
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CAPITULO III 



PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 Dlaramas de bloques para obtener los patrones de deradacldn de los dkarlotes 
acelulolltkos. 

DIAGRAMA GENERAL PARA DETERMINAR LOS PATRONES DE 
DEGRADACIÓN DE LOS DICARIOTES ACELULOLITICOS. 

DICARIOTES 
ACELULOLITICOS 

 

CEPAS 
CONTROL 

1 	 

  

    

 

1 

  

INOCULACIÓN EN PA)A DE TRIGO 
AL 20% 

1 
INCUBACIÓN DURANTE 21 Y 42 

'HAS A 26 ± 

1 
I 	SECADO Y OMOGENEIZADO  

DETERMINACIONES ANALITICAS: 
• Cenizas 
• Urdna 
• Celulosa 
• Hemkelulosa 

1 
ANÁLISIS ESTADISTICO 

• AMO* de varlanra 
• Prueba de Duncan 
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DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA PREPARACIÓN DEL SUSTRATO. 

HIDRATACIÓN DE LA 
PAJA DE TRIGO 

DRENADO DE AGUA  

COLOCACIÓN EN 
CONTENEDORES DE 

PLÁSTICO 

ESTERILIZACIÓN A 121"C 
DURANTE 2 HORAS 

1 	 
ENFRIAMIENTO A 

TEMPERATURA AMBIENTE 

VACIADO A BOLSAS DE 
5001 

FINOCULAC N DEL 
SUSTRATO AL 20%  

INCUBACIÓN A DK POR 
21 Y 42 DiAS 
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DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA PREPARACIÓN DEL INÓCULO DE 
GRANO DE TRIGO. 

GRANO DE TRIGO 
IP 

LAVADO  

COCC1ON 50 M1N 

ADIC N DE: 
• Ca SO4 (1.3 %) 

CaCO3• 	(0.3%) 

MEZCLADO 

COLOCAR EN 
FRASCOS 

ESTE1UUZAR A 121° C 
POR 2 HORAS 

1 
ENFRIAMIENTO 

11 

1 
INOCULACIÓN CON 

LAS CEPAS 

INCUBACliN A 28°C 
DURANTE 14 DÍAS  

1  
INÓCULO DE GRANO 1 



DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA EVALUACIÓN DE LOS PATRONES 
DE CONSUMO DE LOS DICARIÓTES ACELULOLITICOS SOBRE LOS 
COMPONENTES DEL SUSTRATO. 

MUESTREO A LOS 21 Y 42 DÍAS 

SECADO A 60"C POR 8 HORAS 

1 
HOMOGENEIZADO 

DETERMINACIONES ANALÍTICAS 

CENIZAS LIGNINA 
APARENTE (99 

  

CARBOHIDRATOS 

     

      

      

   

EXTRACCIÓN EN 
MEDIO ÁCIDO 

      

1 
CUANTIFICACIÓN 1 

I CELULOSA 
1 

HEMICELULOSA 
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3.2 Materiales 

3.2.1 Material biológico. 

Para el presente trabajo se emplearon 9 cepas de Plesovais Oattillidi cepa 56H INI x 
Mo.24 es un dkariote obtenido de la cruza entre la mutante aceluloikka 56H IN I (obtenida 
por mutación qulmka con N-metal-N-nitro-N-nitroso guanidlna por Ramírez 1989) y el 
monocarlote silvestre Mo.24. La cepa 8 x 3 es un dicarlote con elevada capacidad para 
producir cuerpos fructIteros. Las cepas restantes son dkarlotes acelulollticos obtenidos por 
selección y mejoramiento genético a partir de la primera progenie del dkarlote 56H INI x 
Mo.24. Todas las cepas se obtuvieron del ceparlo del Departamento de Alimentos de la 
Facultad de Quimka de la UNAM (Tabla 2). 

TABLA 2: CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LAS CEPAS DE Momio ostmtus 
UTILIZADAS PARA El. PRESENTE TRABAJO. 

TIPO DE CEPAS CLAVE 
'MONOCARIOTE SILVESTRE 
DICARIOTE SILVESTRE 

Mo.24 
8 x 3 

DICARIOTE PROGENITOR DE LOS 
DICARIOTES ACELULOLITICOS 56111N I x Mo.24 
DICARIOTES ACELULOLITICOS 16 x 27 

16 xi00 
36 x 61 
73 x 27 
84 x 27 
104 x61 

3.2.2 Materiales lIgnocelui6sicos. 

Paja de trigo obtenida del Rancho de San Miguel de las Tablas en el Edo. de México. 

3.2.3 Material de laboratorio. 

Agitadores 
asa mkrobiológica 
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bolsas de plástico 
calas petrl desechables 
crisoles de porcelana de 20 ml 
desecador 
embudos de filtración rápida 
gradillas 
ligas 
jeringa de llenado continuo (SARTORIUS) 
matraces Erienmeyer de 1000 ml 
matraces aforados de 25, 50 y I00 mi 
mecheros 
papel filtro (Whatman No. 1) 
papel aluminio 
pinzas para crisol 
pipetas automáticas de 1 mi 
pipetas graduadas de I, 5 y 10 ml 
pipetas volumétricas de I ml 
tubos de centrifuga de 15 ml 
tubos de ensaye de 15 x 160 mm 

3.2.4 Equipo. 

Agitador de tubos de ensaye (Super•Mixer) 
autoclave vertical (AESA) 
balanza analitica (Sartorius) 
campana de nulo laminar (Veto) 
centrifuga clinica de 5000 rpm (I.C.C.) 
espectrofotómetro (Rauch az I.omb) 
estufa de secado (Felisa) 
mulla (Termolyne) 
licuadora (Phillips Tx 3000) 
refrigerador (Royal Colinher) 

3.2.5 Reactivos, 

3.2.5.1 Medios de cultivo. 

Agar bacteriológico (Bioxon) 
extracto de malta (Maltex "N" de Complementos Alimenticios) 
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3.2.5.2 Reacthes analíticos. 

Todos lo reactivos utilizados fueron grado analítico, marca ). T. Siker. 
Ácido acético glacial 
acido cromotrópko 
acido oxálico 
acido sulfúrico 
agua destilada 
anilina 
carbonato de calcio 
sulfato de calcio 

3.3 METODOLOG1A 

3.3.1 Medio de agar extracto de malta. 

Para preparar 500 ml del medio de altar extracto de malta, pesar 7.5 g de extracto de malta 
y 10 g de asar, colocarlos en un matraz Erlenmeyer de 1 Ihro. Adicionar 500 ml de agua 
destilada, gradualmente, procurando disolver los reactivos. A continuación tapar el matraz y 
dejar reposar durante 20 minutos. Posteriormente, esterilizar en autoclave a 12In y 15 
libras de presión durante 15 minutos. Vaciar 15 mililitros del medio estéril a cajas petrl 
desechables, con la ayuda de una lerinp dosifkadora. Una vez solidificado el medio guardar 
las cajas petri en bolsas de polktlieno hasta su uso para evitar contaminaciones y 
deshidratación del medio. 

3.3.2 Preparación del inóculo de grano. 

Se llama Inóculo de grano al mkelb crecido en algún tipo de cereal como trigo, centeno o 
mijo y que se utiliza para Inocular el substrato elegido para la fructificación o producción de 
esporoforos. 

El inóculo de grano se preparó remojando el trigo limpio durante 24 horas en agua de la 
llave, pasado este tiempo se eliminó el exceso de agua dejando escurrir durante 20 minutos. 
Al grano hidratado se le adicionó sulfato de calcio al 1.3% y carbonato de calcio al 0.3%, se 
mezcló y se colocó en frascos de vidrio, llenándolos únicamente hasta la mitad de sus 
capacidad. Los frascos se taparon con un cuadro de hule espuma y papel aluminio y se 
esterilizaron durante 2 horas a 121°C y 15 libras de presión. Los frascos estériles se dejaron 
enfriar a temperatura ambiente durante 24 horas antes de ser inoculados con el mkello 
previamente preparado en cajas petri, provenientes de la segunda resiembra de las cepas. 



Cada frasco con 100 g de grano hidratado se inoculó con el mkelio de una caja petri, 
cortada en cubos de 1.5 cm de lado aproximadamente. Una vez Inoculados los frascos se 
Incubaron a 25°C durante 2 semanas. 

3.3.3 Preparación del sustrato e inoculación. 

La paja de trigo se cortó con la ayuda de un molino, a 5 cm de largo aproximadamente, se 
dejo hidratar durante 24 horas y se drenó el exceso de agua durante 1 hora. A continuación 
se esterilizó durante 2 horas a 121°C y 15 libras de presión en frascos de poliuretano de 
500 g de capacidad, cubiertos con hule espuma y papel aluminio. Una vez esterilizado el 
sustrato se dejó enfriar a temperatura ambiente y se traspasó a bolsas de plástko bajo 
condiciones asépticas. El sustrato estéril y frio se inoculó con el inóculo de grano al 20% en 
base húmeda. Las bolsas inoculadas se agitaron manualmente para lograr una distribución 
homogénea del inóculo y se incubaron a 28°C durante 2 I y 42 días. 

3.3.4 Evaluación de los patrones de consumo de los dkariotes aceluloliticos sobre el sustrato. 

Los sustratos lignocelulósicos inoculados con las diferentes cepas se incuban a 28°C * 2°C y 
se toman 3 bolsas de cada cepa a los 21 y 42 días. Las muestras se secan para determinar su 
contenido de humedad y los cambios en su composición. Estos cambios son detectados 
cuantificando en el sustrato, en cada periodo de incubación las cantidades de cenizas, lignina, 
y carbohidratos ( pentosas y hexosas). 

3.3.5 Determinaciones analíticas. 

Cenizas (3). 

Para cuantificar las cenizas, se coloca un crisol a peso constante en la mufla a 550 'C. Una 
vez frío el crisol, se pesa I g de la muestra y se carboniza con la ayuda de un mechero. A 
continuación se coloca nuevamente el crisol en la mufla hasta obtener cenizas de color blanco 
o pis. Finalmente se deja enfriar ti crisol en un desecador y se pesa nuevamente. 

lignina (Método de Effland) (7) 

Esta determinación se basa en que al tratar un material lignocelulósko con un ácido fuerte, se 
hidrolizan todos los carbohidratos y por lo tanto se solubilizan, dejando un residuo insoluble 
que por deilnkión se le conoce como lignina. Para determinar la lignina, se pesa I g de 
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muestra seca en un matraz Erlenmeyer de 500 ml y se adicionan 10 ml de ácido wlfúrko al 
72%. Mezclar la muestra para que se humedezca con el ácido y dejar reposar durante 1 hora. 
A continuación adicionar 280 ml de agua destilada, se tapa el matraz con hule espuma y 
aluminio y se esteriliza a 121°C y 15 libras de presión durante 1 hora. Después del 
tratamiento térmico, el contenido del matraz se filtra en caliente en papel Whatman #1 
previamente tarado. Eliminar el sobrenadante y lavar el precipitado de lignina con agua 
destilada hasta que el pH del agua de lavado alcance un valor cercano a 6. Posteriormente 
secar el papel filtro a 60°C hasta peso constante. El material residual corresponde a la lignina 
aparente. La cantidad de lignina aparente se calcula de acuerdo a la siguiente fórmula: 

96 Lignina aparente = Peso de lignina/Peso muestra x 100 

CARBOHIDRATOS 

Extracción. 

Esta deteríninación se basa en que al tratar un material Ilgnocelulósko con un ácido fuerte se 
solubiliza:: todos los carbohidratos, para ser cuantificados posteriormente por métodos 
específicos. Para extraer tos carbohidratos pesar 200 mg de muestra en un tubo de centrifup 
de 15 ml de capacidad y adicionar con agitación 10 ml de ácido sulfúrico al 67%. Dejar 
reposar la muestra durante 1 hora a temperatura ambiente agitando cada 15 minutos. A 
continuación centrifugar a 5,000 rpm durante 20 minutos y eliminar el precipitado obtenido. 
En la solución resultante determinar el contenido de hexosas y pentosas. 

Celulosa (15). 

En el método de Klein-Weissman, las hexosas son oxidadas por el ácido sulfúrico y dan origen 
al formaldehido, el cual en presencia de ácido cromotrópko da una coloración violeta 
pmporcional al contenido de hexosas. I a eficiencia del método analitko seleccionado y de los 
factores que interfieren en el desarrollo del color fueron estudiados en un trabajo previo (1). 
Considerando los resultados obtenidos en dicho estudio, las condiciones óptimas para la 
cuantificación de hexosas son las siguientes: 

• Tiempo de calentamiento: SO minutos. 
• Absorbancla máxima: 570 nm. 
• Concentración de ácido cromotrópko: 0.5 gen 205 ml de ácido sulfúrico. 

Con las condiciones óptimas se realiza una curva estándar de glucosa en agua.( Tabla 3) 

La cuantificación de celulosa se lleva a cabo de la siguiente manera: colocar 1 ml de la 
solución problema en un tubo de ensaye y añadir a continuación 5 ml de reactivo de Klein-
Weissman. Tapar los tubos de ensaye y colocarlos en un baño de agua a temperatura de 
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ebullición durante 50 minutos. A continuación enfriar los tubos inmediatamente y leer a 570 
nm contra un blanco de agua. 

Para preparar el reactivo de Kkin•Weissman, disolver 0.5 g de ácido cromotrópico en 5 mi 
de agua destilada y adicionar 205 ml de ácido sulfúrico 15 M. El reactivo se debe preparar al 
momento, de los contrario se requiere guardarlo en refrigeración por un máximo de 2 
semanas. 

Hernkelulosa (21). 

El método de Tracey se fundamenta en que al oxidarse las pentosas por acción del ácido 
acético en presencia de anilina y oxigeno, se desarrolla un complejo colorido de color naranja. 
Esta coloración es proporcional a la cantidad de pentosas presentes en la muestra. De acuerdo 
a los resultados obtenidos en un trabajo previo (1), las condiciones óptimas para la 
cuantificación de la pentosas son las siguientes: 

• Absorbancia máxima: 475 nm. 
• Temperatura de reacción: 30 ± 2°C. 
• Tiempo de reacción: 24 horas. 

Con estas condiciones realizar una curva estándar con soluciones de xilosa en ácido sulfúrico 
al 67%, debido a que la *liosa es el componente que se encuentra en mayor proporción en la 
hemkelulosa. Para llevar a cabo esta detemiinaclón, colocar 2 mi de la muestra en un tubo de 
ensaye y adicionar 6 ml del reactivo de 1 racey. Dejar los tubos de ensaye en la oscuridad a 
30°C ± 2°C durante 24 horas. A continuación tomar las lecturas de las muestras a 475 nm 
contra un blanco de ácido sulfúrico al 67%, Preparar el reactivo de Tracey mezclando en un 
frasco de color ámbar 100 mi de ácido acético glacial, 5 mi de ácido oxáiko al 5%, 24 mide 
agua destilada y 16mI1de anilina Incolora. El reactivo no debe usarse después de una semana 
de su preparación 
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CAPITULO IV 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 RESULTADOS 

Para el presente trabajo se comban con cepas aceluloiltkas del hongo comestible Pleutotus 
ost►ratus, que hablan sido obtenidas previamente por mutación química y mejoramiento 
genético. Sin embargo, dkhas cepas no hablan sido evaluadas en términos de su capacidad 
real para consumir los componentes de algunos substratos lignocelulósicos. 
Para determinar los patrones de consumo se utilizó como sustrato paja de trigo, inoculada al 
20% con inéculo de grano de trigo y se incubó durante 21 y 42 dlas. La cuantificación del 
consumo de los componentes del sustrato por los dicariotes aceluloliticos y las cepas control 
se llevó a cabo para cada tiempo de muestreo, tornando 3 bolsas. Cada bolsa se analizó por 
triplicado en términos de su contenido de: cenizas, lignina, celulosa y hemicelulosa. 

CUANTIFICACIÓN DE CELULOSA Y HEMICEIULOSA. 

Para la cuantificación de celulosa y hemicelulosa fue necesario realizar una curva estándar de 
glucosa en agua y xilosa en ácido sulfúrico, respectivamente. Ambas curvas siguieron la Ley de 
Lamber 61 Seer. La curva de glucosa en agua fue lineal hasta una concentración de 30 mg/mi, 
que correspondió a una absorbancia de 0.95 ( labia 3, Figura 5). La curva de 'diosa en ácido 
sulfúrico también fue lineal para una concentración de 50 pg/ml, con una absorbancia de 
0.85 (Tabla 4, Figura 6), 
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CONCENTRACIÓN DE GLUCOSA 
(mg/m1) 

ABSORBANCIA 
(X me 570 nm) 

0.00 0.000 
0.05 0.173 
0.10 0.325 
0.15 0.455 
0.20 0.630 
0.25 0.860 
0.30 0.950 

É-O-efiCieie 	 — 
Pendiente 	 = 3.2350 
Intercepto 	= 0.00053 

1 

Q8 

Q6 

o 04 
02 

TABLA 3: CURVA ESTÁNDAR PARA LA DETERMINACIÓN DE HEXOSAS, 
UTILIZANDO COMO REFERENCIA UNA SOLUCIÓN DE GLUCOSA EN 
AGUA (MÉTODO MODIFICADO DE KLIEN WEISSMAN). 

CUMPM11301V6 
(1MocbcbillinkViewnr) 

O 005 01 015 (12 025 03 

Oneinxibi(ngn1) 
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TABLA 4: CURVA ESTÁNDAR PARA LA DETERMINACIÓN DE PENTOSAS 
UTILIZANDO COMO REFERENCIA UNA SOLUCIÓN DE GLUCOSA EN 
ÁCIDO SULFÚRICO AL 67% POR EL MÉTODO DE TRACEY. 

CONCENTRACIÓN DE XILOSA 
(4/m1) 

ABSORBANCIA 
(X rt 475 nm) 

0 0,00 
5 0.06 
10 0.19 
20 0.38 
30 0.52 
40 0.68 
50 0.85 

Coefklente de correlación i= 0.998 
Pendiente 	 = 0.0178 
Intercepto 	 = 0.0045 

CtRA CE REN1C6e6 
(Método de Tncey) 

10 Z) 30 40 EO 

Oxicertrackin( win1) 
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En la Tabla 5 se presenta la composición de la paja de trigo en base seca a los 21 (Has de 
Incubación. Para el sustrato control al tiempo cero las cenizas fueron 6.71%, mientras que 
para las cepas control, el contenido aparente de cenizas a los 21 dias se Incrementó entre 
7.48 y 9.28%. De Igual forma se observa un incremento para todas las cepas acelulolltkas 
desde 7.63 hasta 9.69%. La cantidad de lignina para el substrato al tiempo cero fue de 
26.01%. Para las cepas control el contenido aparente de lignina disminuyó ligeramente en un 
rango de 23.43 a 24.68%. 

Para las cepas ace►uloliticas también hubo decrementos que va desde 18.65 hasta 24.56%. 
Con respecto a la celulosa para el substrato control al tiempo cero fue de 38.74%, para las 
cepas control hubo un aumento relativo con respecto al substrato sin inocular entre 41.58 y 
52. I 1%. De Igual forma las cepas aceluiolitkac presentaron un incremento relativo en la 
cantidad de celulosa en un rango de 45.00 a 50.14%. El contenido de hemkelulosa para el 
substrato control al tiempo cero fue de 19.51. En las cepas control disminuyó la cantidad de 
hemkelulosa a los 21 dias de 14.30 a 18.34%. En forma similar las cepas acelulolltkas 
presentaron cantidades semejantes (13.76 a 19.02%). 
En la Tabla 6 se presenta la composición de la paja de trigo después de 42 dlas de Incubación 
con las cepas control y aceluloliticas. El contenido de cenizas para las cepas control se 
Incrementó ligeramente con respecto a los 2 I dlas en un rango de 9.13 a 11.83%. Las cepas 
aceluloliticas también presentaron Incrementos semejantes 8.9 a 12.25%. La cantidad de 
lignina para las celas control se mantuvo por abajo de la cantidad presente en el substrato al 
tiempo cero, siendo para éstas entre 21.83 y 24.68%. En forma semejante las cepas 
aceluloliticas también presentaron un decremento en el contenido de lignina entre 18.44 y 
22.85%. La cantidad de celulosa en las cepas control se incrementó con respecto a los 21 
dias en un rango desde 48.02 hasta 54.40%. 

Las cepas aceluloliticas también presentaron un Incremento semejante de 48.41 a 55.17%. 
Para la hemicelubsa se presentó un ligero decremento con respecto a los 21 dias que va de 
13.78 a I7.85%. En las cepas aceluloliticas la disminución fue semejante (14.08 a 
17.98%). 

En las Tablas 7 y 8 se presentan los cambios en composición, en base constante de cenizas, 
de la paja de trigo a los 21 y 42 dias de Incubación. Como se sabe durante el periodo de 
Incubación, los diferentes componentes orgánicos del substrato se degradan a CO2 y agua, de 
la cual parte se evapora y parle queda retenida en el sustrato. Sin embargo, el contenido 
absoluto de minerales se mantiene constante, pero no en términos de porcentaje en relación 
con los demás componentes, ya que al disminuir la cantidad de cada componente, el 
porcentaje de cenizas se verá incrementado. 
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TABLA 5: COMPOSICIÓN DE LA PAJA DE TRIGO DESPUÉS DE 21 (MAS DE 
INCUBACIÓN CON CEPAS SILVESTRES Y ACELULOLITICAS. 

CEPAS 

COMPOSICIÓN W100 g PAJA SECA) 

CENIZAS LIGNINA 

CARBOHIDRATOS 

TOTAL CELULOSA HEMICELULOSA 

1011TROLES 

Paia (1.0) 6.710.2 26.1 ±0.3 36.10.0 19,50.5 91.0 

G x 3 7.5±0.3 23.7±0.2 52.10.5 14.3 10.2 97.6 

.Mo. 24 1170.3 23.40.6 42.00.1 111.00.1 92.1 

56 HIN, x Mo. 24 9.30.4 24.7 ±0.3 41.6±0.5 111.3±0.5 93,9 

DIC. (C•) 

16 x 27 7.606 23.5±0.2 46.30.5 10.410.4 95.9 

16 x 100 9.50.3 23.310.5 45.1 ± 1.0 16.710.3 94.6 

36 x61 9.706 22.1±1.0 50.110.9 13.0±0.7 95,7 

73 x 27 7.80.3 23.610.1 45.00.5 17.610.1 94.2 

64 x 27 9.310.4 111.60.3 49.3* 11 19.010.0 96.3 

104 x 61 6.2/0.7 24.610.6 45.910.4 14.70.2 93.4 
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TABLA 6: COMPOSICIÓN DE LA PA)A DE TRIGO DESPUÉS DE 42 DIAS DE 
INCUBACIÓN CON CEPAS SILVESTRES Y ACELULOLITICAS. 

CEPAS 

COMPOSICIÓN (g/100 e PAJA SECA) 

CENIZAS LIGNINA 
. 	... . 	_ 
CELULOSA 

CARBOHIDRATOS .........--, 
HEMICELULOSA TOTAL 

CONTROLES 

6.710.2 _______ 
9.1/0.3 

26.110.3 ______ 
23.00.2 

38.7/0.0 .. 	_............. 
54 40.6 

19.5105 _ ... _ ___ 
13.80.2 

91.0 ___ 
100.3 

P*(t110) ____ 
I x 3 

Mo. 24 11.30.3 21.80.2 48.010.9 16.501 97.7 

56 HIN' x Mo. 24 11,80.5 24.70.3 51.90.6 17.80.2 106.2 

P5,10 
16 x 27 11.30,6 

1 

21.30.6 49.50.8 17.40.3 99,5 

16x 100 12.20.0 
1 

20.10.9 48.40.8 16.80.0 97.6 

36 x 61 I 1.70.7 72.4/0.1 55.701 14.40.1 103.7 

73 x 27 8.90.4 19.10.5 48.50.6 17.110,1 93,7 

84 x 27 12.10.3 18.40.3 49.110.7 18.010.4 97.6 

104x 61 11.10.9 22.610.4 48.810.4 14.110.1 96.1 
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TABLA 7 : CAMBIO EN LA COMPOSICIÓN EN BASE CONSTANTE DE LA PAJA 
DE TRIGO A LOS 21 DÍAS DE INCUBACIÓN CON CEPAS SILVESTRES Y 
ACELULOLITICAS. 

CEPAS 

COMPOSICIÓN (g DE COMP./g DE CENIZAS) 

LIGNINA 

CARBOHIDRATOS 

CELULOSA HEMICELULOSA 

CONTROLES 

3.8810.05 5.770.00 2.890.06 PA)A(t= O) 

8 x 3 

Mo. 24 

3.1710.03 

2.70±0.07 

ND 

4.850.08 

1.910.03 

2.070.01 

561011 x Mo. 24 2.660.04 4.480.06 1.980.05 

D.K.A1 

3.0810.02 ND 2.410.05 16 x 27 

16 x 100 2.450.07 4.130. I I 1.75004 

36 x61 2.290.13 5.170.09 1.420.07 

73 x 27 3.06±0.03 5.790.07 2.270.02 

84 x 27 1.990.04 

2.98 ±0.08 

5.280.11 

5.560.04 

2.030.01 

1.780.03 104 x 61 

ND: No determinado 
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TABLA 8; CAMBIO EN LA COMPOSICIÓN EN BASE CONSTANTE DE LA PAJA DE 
TRIGO A LOS 42 DIAS DE INCUBACIÓN CON CEPAS SILVESTRES Y 
ACELULOLITICAS. 

CEPAS 

COMPOSICIÓN 

LIGNINA 

(g DE COMP./g DE CENIZAS) 

CARBOHIDRATOS 

CELULOSA HEMICELULOSA 

CONTROLES 

3.880.05 5.770.00 2.890.06 PA)A(t=.0) 

8 x 3 2.510.03 5.96±0.07 1.510.02 

Mo. 24 I .920.02 4.23 0.08 1.450.01 

56HiNi x Mo. 24 2.070.03 4.390.05 1.510.02 

DIC. (C•) 

1.890.06 4.390.07 1.5610.02 16 x 27 

16 x 100 1.640.21 3.9510.07 1.3710.00 

36 x 61 1.92+0.01 4.720.10 1.230.01 

73 x 27 2.1510.06 5.4510.07 1.930.01 

84 x 27 1.520.03 4.050.06 1.490.03 

104 x 61 2.050.05 4.390.04 1.260.01 
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Con respecto a la cantidad de lignina en base a cenizas para el sustrato control al tiempo cero 
fue de 3.88, para las cepas control se presentó una disminución con respecto a ésta y va de 
2.66 a 3.17. Las cepas acelulolítkas presentan una disminución semejante entre 1.99 y 
3.08. La cantidad de celulosa en base a cenizas constantes para el substrato control al tiempo 
cero fue de 5.77, las cepas control presentaron una ligera disminución que va de 4.48 hasta 
4.85 y las cepas acduloilticas presentaron una cantidad semejante al substrato control al 
tiempo cero (4.73 a 5.79). La cantidad de hemicelulosa en la misma base constante para el 
sulbtrato control al tiempo cero fue de 2.89, las cepas control mostraron una ligera 
disminución de 1.91 a 2.07, de la misma forma las cepas aceluloliticas también presentaron 
una disminución, que va de I.42 hasta 2.41. 

En la Tabla 8 se presentan los cambios en la composición de la paja de trigo a los 42 días de 
incubación considerando las cenizas constantes. La cantidad de lignina del sustrato control 
con respecto a las cepas control presentó una disminución que va de 1.92 a 2.51, para las 
cepas aceluloliticas también se observó una disminución semejante de 1.52 a 2.15. Para la 
celulosa las cepas control casi se mantienen en el mismo rango con respecto al sustrato 
control y van de 4.23 a 5.96. De igual fonna las cepas acelulolitkas, presentan una cantidad 
semejante a las cepas control, que va desde 3.95 hasta 5.45. Con respecto a la cantidad de 
hemkelulosa las cepas control presentaron una pérdida con respecto al sustrato control, que 
va de 1,45 a 1.51. Para las cepas aceluloliticas la disminución fue similar, de 1.23 a 1.93. 

La pérdida de los componentes de la paja de trigo para los 21 y 42 días de Incubación se 
cakuló considerando la cantidad de cada componente en base a cenizas de acuerdo a la 
siguiente fórmula: 

g Comonente (t=0) g Componente x.t) 
Pérdida = 	'cenizas 	8 cenizas  X 100 

Componente (t=0) 
g cenizas 

En la Tabla 9 se presenta la pérdida de cada componente expresada en porciento para los 2 I 
dias de Incubación. La pérdida de lignina para las cepas control fue del 18.30 al 31.36% y 
para las cepas aceluloliticas fue desde 20.70% hasta 48.63%. La pérdida de celulosa en las 
cepas control varió entre 16.02 y 22.36%. Las cepas aceluloliticas perdieron entre 1.17% y 
18.02%. Para la hemkelulosa las cepas control presentaron una pérdida de 28.26% a 
34.02%, mientras que las cepas aceluloliticas perdieron de 16.49% a 50.86%. 
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CEPAS 

PERDIDA DE LOS COMPONENTES (%) 

LIGNINA 

CARBON DRATOS 

CELULOSA HEMICELULOSA 

CONTROLES 

8 x 3 18.300.68 N.D. 34.020.96 

Mo. 24 30.3 311.81 16.02±1.47 28.260.46 
56HiNi x Mo. 24 31.36±1.08 22.360.94 31.600.65 

MICA 

16 x 27 
16 x 100 

20.700.59 
36.85±1.82 

N.D. 
18.020.87 

16.49±1.75 

39.38±1.23 

36 x 6 I 41.110.86 10.370.62 50.860.54 

73 x 27 21.05*0.65 1.170.14 21.600.55 

84 x 27 48.630.97 8.55±1.95 29.600.35 

104 x 61 , 23.280.14 3.6010.76 38.4010.88 

ND: No determinado 

TABLA 9: PÉRDIDA DE LIGNINA Y CARBOHIDRATOS DE LA PAJA DE TRIGO 
DESPUÉS DE 21 D'AS DE INCUBACIÓN CON CEPAS SILVESTRES Y 
ACELULOLITICAS. 

35 



TABLA 10: PÉRDIDA DE LIGNINA Y CARBOHIDRATOS DE LA PAJA DE 
TRIGO DESPUÉS DE 42 DIAS DE INCUBACIÓN CON CEPAS 
SILVESTRES Y ACELULOLITICAS. 

PÉRDIDA DE LOS COMPONENTES (%) 

CEPAS LIGNINA 
CARBOHIDRATOS 

CELULOSA HEMICELULOSA 

MIT1914 
8 x 3 33.22±0,85 N.D. 47.75 ±0.65 

Mo. 24 50.430.54 26.65 ± 1.31 49.71 ±0.17 

5611iNs x Mo. 24 46.22±0.79 23.97±0.91 47.67±0.7I 

K. (C:1 
51.2011.51 23.86 11.24 46.140.81 16 x 27 

16 x 100 57.73±2.55 31.520.24 52.600.00 

36 x 61 

73 x 27 

50.51±0.36 

44.56+1.60 

18,22 ±I.16 57.62±0.42 

5.51±1.20 33.29+0.29 

84 x 27 

104 x 61 

60.7410.83 

47.08±1.16 

29.75 ± 1.04 

23.99±0.63 

48.56 0.96 

56.290.49 

NO: No determinado 
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en la Tabla 10 se muestra la pérdida de cada componente en porcknto a los 42 días de 
incubación. La pérdida de lignina para las cepas control varió desde 33.22% hasta 50.43%. 
Para las cepas acelulolltkas la pérdida se incremento en un rango de 47.08% a 60.74%. 
Con respecto a la celulosa, las cepas control perdieron entre 23.97% y 26.65%, las cepas 
acelulolitkas perdieron entre 5.51% y 31.52%. La pérdida de hemicelulosa para las cepas 
control fue de 47.67% a 49.71 %, para las cepas aceluloliticas la pérdida se mantuvo entre 
33.29% y 57.62% 

4.2 DISCUSION 

Para interpretar los resultados se aplicó un análisis de varianza para determinar si existia una 
diferencia significativa entre los sustratos ( P=99%) debido al desarrollo de cepas con 
diferentes caracteristkas (cepas control o progenitoras y cepas aceluloilticas). En los casos 
donde se presentó una diferencia significativa o altamente significativa en el análisis de 
varlanza, se aplicó la prueba de rango múltiple de Duncan para clasificar a las cepas de 
acuerdo a su capacidad para consumir el sustrato. Finalmente se aplicó una prueba de "t" de 
Student píra determinar si existia diferencia entre el porcentaje de degradación de cada cepas 
a los 21 y 42 dias de incubación. 

En la Tabla I I se presenta el análisis estadístico para el consumo de lignina para las cepas 
control y aceluloliticas. El análisis de varlanza Indicó que existia diferencia altamente 
significativa en el consumo de Orina entre las diferentes cepas evaluadas para los dos tiempos 
de incubación. Al aplicar la prueba de rango múltiple de Duncan para los 21 días de 
incubación, se observa que cada cepa presenta diferente capacidad para consumir Opina. De 
acuerdo a esta prueba, las cepas se ordenaron de menor a mayor pérdida de lignina con letras 
diferentes de acuerdo al alfabeto. Las cepas de mayor consumo de lignina fueron el dkarlote 
84 x 27 con 49%, seguido de las cepas 36 x 6I y 16 x 100, en un rango de 37 a 41, y 
con un consumo menor, los controles 56h1n I -MO. 24, y Mo. 24, con un rango de 30-
31%, y las cepas que tuvieron menor degradación fueron los dicariotes 104 x 61; y la 16 x 
27, con un consumo que va desde 23% hasta 21%; la de menor consumo fue el control 8 x 
3, con 18%. A los 42 dias de incubación las cepas que mayor consumo de lignina tuvieron, 
fueron el dkariote 84x27, con un consumo de 61% ; y luego las cepas 16 x 100, 16x27, 
36x61, y el control Mo.24, con un rango de 58% a 50% ; y continuamos con las cepas 
104 x 61, 56H I NI-Mo.24, y la 73 x 27, con una cantidad descendente de 47% a 44%; y 
la cepa que menos lignina cosumió fue el control 8 x 3, con aproximadamente 35%. La 
prueba "T" se uso para comprobar si habla aumento en la degradación de lignina entre los 21 
y 42 dias de Incubación para cada cepa y los resultados de estas pruebas arrojaron que habla 
diferencias altamente significativas en cada una de las cepas mayor de 99%como se muestra 
en tabla. 

En la Tabla 12 se presenta el análisis estadistico para el cosumo de celulosa por las cepas 
control y aceluiollticas. El análisis de varianza nos da una diferencia altamente significativa para 
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el consumo de celulosa entre las diferentes cepas evaluadas pura los dos tiempos de 
Incubación. Al aplicar la prueba de rango múltiple de Duncan para Nos 21 dias de incubación, 
se observa que cada una de las cepas presenta diferente capacidad para consumir celulosa, de 
acuerdo a esta prueba, las cepas se ordenaron de menor a maleen pérdida de celulosa con 
letras diferentes de acuerdo al alfabeto. Las cepas de mayor consueno de celulosa fueron el 
control 56111 N I -Mo.24, con (22% aprox.); seguido de los dicaolotes y cepas control en 
forma descendente de consumo, asi la cepa I6 x 100; Mo.24; 56 x 61; y 84 x 27; en un 
rango de (18% a 9%); y la cepas que menor consumo de celulosa tuvieron fueron los 
dicarlotes 16 x 27; 104 x 61; y 73 x 27 con una cantidad que va de (4% a 1%). A los 42 
dias de incubación,se siguió el mismo procedimiento del caso anterior para el análisis de 
varianza respectivo y siguiendo el mismo orden y la cepa que mas celulosa degradó fue el 
&adose I6 x 100, con (32% aprox,); seguida de los dicariotes y controles como sigue, 84 
x 27; M0.24 ; 104 x 61 ; 56H IN I -M0.24 ; y 16 x 27, con un rango de degradación de 
(30% a 24%); y las cepas de menor consumo fueron los dicarlotes 36 x 61 ; y 73 x 27 con 
( 18% hasta 5.5 1%). La prueba " f " se utilizó con la finalidad, de comparar el aumento en la 
degradación de celulosa entre los 21 y 42 dias de incubación para cada cepa y se observó 
una diferencia muy significativa para cada una de las cepas y que es mayor de (P=99%). 

En la Tabla 13 se presenta el análisis estadistico para el consumo d•e hemicelulosa, tanto para 
las cepas control como para las cepas aceluloliticas. También eso este caso el análisis de 
varianza indicó una diferencia altamente significativa, en el consumo de hemlcelulosa,todo 
entre las cepas evaluadas a los dos tiempos de incubación, (unido se aplicó la prueba de 
Duncan a los 21 dias de incubación se observó,que en el caso dr. la Hemicelulosa las cepas 
tienen diferente capacidad de consumo entonces las cepas se ordenaron de menor a mayor 
pérdida de Hemicelnlosa, con letras diferentes de acuerdo al alfabeto, entonces asi, las cepas 
que más hemicelulosa consumieron fueron la 36 x 6 I con un consumo de (51%), seguido de 
los dicarlotes 16 x 100 y 104 x 6I con un rango de consumo quo va de (39% a 38%), y 
luego con un consumo descendente los controles y dicariotes cornea sigue, 8 x 3; 56H I MI x 
Mo.24; 81 x 27; y Mo.24, con un consumo desde (34% haszta28% ); y las de menor 
consumo fueron las cepas 73 x 27; y 16 x 27, con (22% a 1696 2, 

También a los 42 dias de incubación se aplicó el análisis de varlarwa y la prueba de Duncan, 
observandose diferencias altamente significativas y también su cagpacidad de degradación es 
diferente, y entonces las cepas que mayor degradación de hemkeitalosa tuvieron a este tiempo 
fueron; el dicarlote 36 x 6I con (58% aprox.); seguido de los dicarlotes y control siguiente, 
104 x 61; 16 x 100; Mo.24; y 84 x 27; con un rango de consumo de (56% a 48% ); 
despues vienen los controles, 8 x 3; 56111N I -Mo.24, con (4:7,75% a 47.67%) y con 
menor conmino los dkarlotes 16 x 27 y 73 x 27 con (4696 a 33%). Ahora en este caso 
también se aplicó la prueba "T"para comparar el aumento en la degradación de Hemicelulosa 
entre los 21 y 42 dias de Incubación y se observaron diferencias altamente significativas, para 
una probabilidad que vaya hasta el 99%, como se indica en la tabl-a, 
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TABLA 1 1: ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL CONSUMO DE LIGNINA POR LAS CEPAS 
CONTROL Y LOS DICARIOTES ACELULOLITICOS. 

PRUEBAS 
FSTADISIICAS 

RESULTADOS 

ANÁLISIS DE 
VARIANZA 

DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA 
(P=9996) EN CADA TIEMPO DE INCUBACIÓN 

PRUEBA DE 
DUNCAN 

2I !MAS 

8 x 3 
I6x27 
73 x 27 
104 x 61 
Mo. 24 
56HiNixMo.24 
16x100 
36x6I 
84 x 27 

a 
ab 
ab 
b 
c 
c 
d 
e 
r 

42 DÍAS 

8 x 3 

73 x 27 
56H 1 NXMO24 
104x61 
Mo. 24 
36 x 61 
I6x27 
16x 100 
84 x 27 

a 
b 

b 
c 
d 
d 
d 
e 
f 

PRUEBA 
"T" 

8 x 3 	 Mayor (P= 9996) 
Mo. (P=99%)24 	Mayor (P=9996) 
56 HIN x Mo. 24 	Mayor (P=99%) 
I6 x 27 	 Mayor (P•99%) 
73 x 27 	 Mayor (P=99%) 
84 x 27 	 Mayor (P-9996) 
36x6I 	 Mayor (P-99%) 
104x6I 	 Mayor (P=9996) 
16 x 100 	 Mayor (P•99%) 

Análisis de varianza: Este análisis Indicó que exIstla una diferencia altamente 
significativa entre los substratos, debido al desarrollo mkellar de las diferentes cepas. 

Prueba de Duncan: Las cepas se ordenan de menor a mayor pérdida de acuerdo 
a su media (x). Letras diferentes para un mismo tiempo Indican diferencias 
significativas entre las cepas (P=99%). 

Prueba "T": Esta prueba se utilizó para comparar el aumento en la degradación de 
lignIna entre los 21 y 42 días de incubación para cada cepa. 
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PRUEBAS 
ESTADÍSTICAS 

ANÁLISIS DE 
VARIANZA 

PRUEBA DE 
DUNCAN 

PRUEBA 
T 

1 DÍAS 

73 x 27 
104 x 61 
16x27 
84 x 27 
36 x 61 

Mo. 24 
16x 100 
8 x 3 
561fiNixMo.24 

8 x 3 
Mo. 24 
56 HIN' xMo. 24 
16 x 27 
73 x 27 
84 x 27 
36 x 61 
04x61 
16x 100 

42 DÍAS 

8 x 3 
73 x 27 
36 x 61 
104 x 61 
16 x 27 

S6HiNixMo.24 
Mo. 24 
84 x 27 
16x 100 

Mayor (P= 99%) 
Mayor (P=99%) 
Mayor (P=99%) 
Mayor (P=99%) 
Mayor (P = 99%) 
Mayor (P=99%) 
Mayor (P=99%) 
Mayor (P=99%) 
Mayor (P=99%) 

a 
b
c  
d 

h 

RESULTADOS 

DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA 
(P=99%) EN CADA TIEMPO DE INCUBACIÓN 

a 
b
c  
d 
d 
d 

f 

TABLA 12: ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL CONSUMO DE CELULOSA POR LAS CEPAS 
CONTROL Y LOS DICARIO VES ACELUI.OLÍTICOS. 

Anillas de varlanza: Este análisis Indkó que existía una diferencia altamente 
significativa entre los substratos, debido al desarrollo micellar de las diferentes cepas. 

Prueba de Duncan: Las cepas se ordenan de menor a mayor pérdida de acuerdo 
a su media (x). Letras diferentes para un mismo tiempo Indican diferencias 
significativas entre las cepas (P=99%). 

Prueba "T": Esta prueba se utilizó para comparar el aumento en la degradación de 
celulosa entre los 21 y 42 días de Incubación para cada cepa. 
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TABLA 13: ANÁLISIS ESTADISTICO DEL CONSUMO DE HEMICELULOSA POR LAS 
CEPAS CONTROL Y LOS DICARIOTES ACELULOLI-TICOS. 

PRUEBAS 
ESTADÍSTICAS RESULTADOS 
ANÁLISIS DE 
VARIANZA 

DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA 
(P=99%) EN CADA TIEMPO DE INCUBACIÓN 

PRUEBA DE 
DUNCAN 

21 DÍAS 

16 x27 
7h27   
Mo. 24 
84 x 27 
56HiNixMo.24 

a 
h 
c 
d 
e 

42 DÍAS 

73 x 27 
16 x27 

5611:NixMo.24 
8 x 3 

84 x 27 

a 
b
c  
c 
d 

8 x 3 r Mo. 21 
104 x6I g 16 x100 r 
16 x100 g 104 x 6 I 8 
36 x6I h 36x61 h 

8 x 3 	 Mayor (P=99%) 
Mo. 24 	 Mayor (P=99%) 
56 HIN! x Mo. 24 	Mayor (P= 99%) 

PRUEBA 16 x 27 	 Mayor (P=99%) 
73 x 27 	 Mayor (P=99%) 
84 x 27 	 Mayor (P az 99%) 
36 x 61 	 Mayor (P=99%) 
104 x 61 	 Mayor (P.99%) 
16x 100 	 Mayor (P.99%) 

Análisis de varianza: Este análisis Indkó que existía una diferencia altamente 
significativa entre los substratos, debido al desarrollo mkellar de las diferentes cepas. 

Prueba de Duncan: Las cepas se ordenan de menor a mayor pérdida de acuerdo 
a su media (x). Letras diferentes para un mismo tiempo indican diferencias 
significativas entre las cepas (P=99%). 

Prueba "T": Esta prueba se utilizó para comparar el aumento en la degradación de 
hemicelulosa entre los 21 y 42 dias de incubación para cada cepa. 
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CAPITULO V 

4? 



(0111111CLUSIONES 

El presente trabajo se 1101111›.4, con pepas acelulolltIcas del hongo Pleurotus ostreatus que 
previamente se obtuviere norrnstado gulmka y mejoramiento genético. Este experimento 
se realizó para determina low.,,,ocidai de estas cepas, para degradar los componentes de la 
paja de trigo, a los 21 I i 11A la de incubación; como resultado se llegó a las siguientes 
conclusiones. 

Como resultado de lolwrismos  de dletradación de los componentesdel sustrato, por el 
desarrollo micellar de Oeloydento pepas, 	se obtuvieron cepas con las siguientes 
características; 

a).- Las cepas (73 x 27; 	ti) Mudaron menor cantidad de celulosa que los controles, 
pero simultaneamente depl111111.1iinl cal-atildad de lignina que dichos controles. 

b). Las cedas (104 x 6 I (hl 11) dIraclan igual cantidad de celulosa que los controles, y al 
mismo tiempo igual cant14111! Ilnioi qt the los controles. 

c).- Las cepas (84 x 27;11Q:310) dttradan más celulosa y lignina que los controles x 100). 

Para los objetivos de esnhinIrlia, lar cepas de mayor Interés son las que degradan menor 
cantidad de celulosa quilluzao:ontroles, pero simultaneamente degradan igual cantidad de 
lignina (73 x 27; 36 x 11 

Como resultado final deeasuyibajo, proceso de mutación y mejoramiento genétko, nos 
permitió obtener y seleckushotpas Mimadas en su capacidad para consumir celulosa, como 
las cepas (73 x 27; I 04111111! 16 x27;;. 84 x 27; 36 x 61). 

El análisis estadístico, poldahltecur diferencias altamente significativas en los patrones de 
degradación del sustratemlir , )diferentes cepas probadas. 

Finalmente con este trapa, »silo fue posible obtener cepas acelulolltkas que permitan un 
aprovechamiento intep111190:« desechos aricolas. Es decir, por un lado producir hongos 
comestibles para la alinglártolo humana y por otro lado obtener un sustrato residual apto 
para la alimentación dllsettotes (coin alto contenido de celulosa y bajo contenido de 
lignina). 
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