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INTRODUCCION

1.1 Planteamiento de! problema.

El mundo entero, cuenta con un potenclal abundante de desechos agricolas, que blen
pudleran ser integrados a la alimentacion, tanto humana como animal, medlante el uso de
tecnologia aproplada.

Los palses llamados tercer mundistas, slenten mds a fondo esta necesidad, debido a que su
crecimiento demogrifico acreclenta el déficlt alimentarlo, y sl aunado a esto se contempla la
baja productividad del campo, el panorama resulta aln mds desalentador. Por efo, es
necesarlo encontrar mecanismos adecuados, que permitan reciclar estos productos en los
ecosistemas y tratar de obtener beneficlos de ellos, ya sea como forrales, compostas o
combustibles.

£l compuesto mids comin sobre la membrana celular vegetal es ¢l pollsacirido celulosa, el cusl
esta frecuentemente asoclado a la hemicelulosa, el segundo polisacirido de importancia en fos
tejidos vegetales, En fa mayoria de fas paredes celulares, estos polisaciridos no se encuentran
libres y particularmente los tefldos lefiosos estén Impregnados de fignina (Esau, 1976), Gran
parte de la fignina, se encuentra asoclada a {a celulosa formando complejos fignoceluidsicos de
dificii degradacion,

Existen diversos procesos de delignificacion para obtener una mejor disponibiiidad de
nutrientes. Por medlo de estos procesos se pretende tratar los residuos lignoceluldsicos, de
origen forestal y agricola para mejorar su digestibilidad y usarfos en la alimentacién de
rumiantes o blen en la obtenclon de materlas primas para uso Industrial, como la producclén
de alcohol, solventes orgénicos o la fabricaclon de papel (Simposium Latlnoamericano de
Blotecnologla, 1987).

Los procesos disponibles para fograr una delignificacion se han clasificado en tres tipos: fiskcos,
quimicos y microbloldgicos. Entre los procesos fisicos podemos menclonar la mollends,
calentamiento con vapor y calentamiento a altas presiones. Los procesos quimicos, son los
tratamientos que hacen uso de compuestos alcalinos, écidos y oxidantes. En los métodos
microbloldgicos, fa degradacidn de lignina ocurre mis lentamente por la accldn de algunas
bacterias y por clerto tipo de hongos, principaimente basidiomicetos (Agullera e 2/ 1982).

En el Departamento de Alimentos de la Facultad de Quimica de la UNAM, ¢ hongo
Pleurotus ostreatus, ha sido utllizado para fa obtencion de mutantes aceluloliticas. Sin
embargo, solo se han producido cepas dicari6ticas, sin conocer su patrén de consumo en fos
desperdicio lignocelulosico, El presente trabajo estd enmarcado dentro de un proyecto en
donde se pretenden obtener cepas de Pleurotus ostrestus, capaces de producir una
degradaclon selectiva de la lignocelulosa, Cepas con tales caracteristicas podran ser utliizadas
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para ¢ aprovechamiento Integral de los desperdiclos agricolas. Es declr, permitirin producir
hongos comestibles para el consumo humano y substrato delignificado para la allmentacidn de
rumiantes,

1.2 OBJETIVOS.

1.2.1 Obijetivo princlpal.

Determinar el patrén de degradacion de la paja de trigo por diferentes dicariotes aceluloliticos

de Pleurotus ostreatus,

1.2.2 Objetivo particufar,

Selecclonar las cepas que presenten una menor degradacion de la celulosa y al mismo tlempo

mayor consumo de lignina.

1.3 Hipotesls.

a) Existe dlferencla entre los patrones de degradacion de los diferentes dicarlotes
aceluloliticos, ,

b) Los patrones de degradacion para la lignina son Iguales para las cepas aceluloliticas como
para las cepas slivestres.

¢) El proceso de mutacldn, modifica de alguna forma el comportamlento de las cepas
aceluloliticas sobre el consumo de los pollsaciridos.
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ANTECEDENTES
2.1 Disponibllldad de esquilmos agricolas.

Desde tlempos Inmemorlales la demanda de allmentos ha ldo en aumento, ésto no solo en
nuestro pals sino que tamblén a nlvel mundial. €l problema es que dicha demanda en Méxlco
se debe a que la poblacion ha ido aumentando de una manera muy répida, y por ello resulta
necesario utlllzar en forma dptima los recursos agricolas disponibles.

Una caracteifstica muy comiin en los paises en desarrollo es la baja productividad en
comparacién con los paises Industriallzados, Aunado a ello, d materlal cosechado en la
mayoria de los cultivos representa el 30% de la blomasa producida y 1a pérdida del materfal
cosechado representa normalinente ¢l 50%. En fa tala de madera la pérdida es todavia
mayor, por ésto, podemos considerar que & aprovechamiento de los desechos agricolas, estén
en funclén del atraso socloecondmico, prevalente en los paises en desarrollo como México,

En Médco la produccidn de cereales se encuentra airededor de 15 millones de toneladas
anuales (INEGI, 1988). Mientras que la produccidn anual de los princlpales reslducs agricolas
alcanza los 66 miifones de toneladas (Tabla 1).

La utiiizacion extensiva de los desechos agricolas representa serlos problemas, debido a
diferentes factores, Como son: la naturadeza dispersa donde se generan, el costo del
transporte, la faita de [Infraestructura y tecnologla, que afectan consecuente su
aprovechamiento a mayores escalas. Por ello es necesaro que existan tecnologias que no
- requleran un afto grado de mecanlzacldn o procesos sumamente sofisticados. Aunado a io
anterlor serla conveniente gue dichos procesos redundaran en beneficlo de los campesinos que
carecen de recursos por falta de empieo la mayor parte del afio.

2.2 Composicidn de los desperdiclos agricolas,

En general los desperdlclos lignoceluldsicos estén compuestos principaimente por celulosa (35
260%), hemicelulosa (10 a 30%) y lignina (4 a 18%).

La celulosa es e componente predominante de las pajas, lo cual ha ocasionado una gran
atencion a los usos potenclales de los subproductos de su degradacion quimica. Es un
compuesto cristailno relativamente hidréfilo, cuya férmula general es (CsH100s)n. Al Igual
que ¢ aimldon es un homopolisacirido compuesto por unldades de glucosa; es un polimero
Hneal de D-glucosa unldo por eniaces glucosidicos 8 (1,4). Esta estructura le conflere a la
celulosa la fuerza fisica y la rigidez por la cual, la mayoria de las enzlmas secretadas en el



tracto digestivo de los mamiferos no pueden atacarla. Sin embargo, los rumlantes pueden

utifizar la celulosa porque la mayoria de los microorganismos de su flora ruminal producen la
enzima celulasa,

TABLA |: PRODUCCION NACIONAL DE ESQUILMOS AGRICOIAS PARA 1988

ESQUILMOS AGRICOLAS [PRODUCCION (Toneladas)

Bagazo de cafia 27,622,056
Rastrojo de mak 24,060,871
Paja de sorgo 5,094,949
Paja de trigo 2,931,863
Olote 2,861,866
Vara de algodon . 735,920
Paja de frijol 685,750
Paja de arroz 683,722
Paja de cebada 398,531
Paja de cirtamo 222417
Paja de soya 153,887
Paja de ajonjoli 23,508
TOTAL 66,275,340

Direccldn General de Aprovechamientos Forraleros (1989).

Las hemicelulosas son polimeros de pentosas, como la D-dloplranosa, formando grandes
cadenas a través de enlaces glucosidicos 8 (1,4). La mayorla de las hemkelulosas no son
homoglucanos, ni heteroglucanos gue contlene 2 a 4 y, raramente 5 6 6 tipos distintos de
unidades de azicar, unidos a la D-xllopiranosa en los carbones de poskién 2 ¢ 3. Los
carbohldratos miés frecuentemente asoclados con este grupo de polimeros son mananos,
glucomananos, galactanos, arabinogalactanos, arabinoxilanos y dcldos urénicos,

Finalmente la lignina es una de las sustanclas mds Importantes que componen la pared celular,
es un polimero estructural de las plantas vasculares con un alto contenido de carbono.
Constitulda predominantemente por unidades de fenll propano. Proporciona a las plantas
rigidez y unidn entre sus células, ademis de disminulr la permeabliidad al agua a través de las
paredes celulares y proteger a las céulas de Invasiones por microorganismos (Sarkanen y
Ludwig, 1971). La molécula de la lignina presenta una estructura ramificada lrregular (Ander
y Erlksson, 1978).

La lignina es un producto final del metabolismo y una vez formada, parece que funclona
primordiaimente como componente estructural de 1a pared celular, Fiskcamente es rigida y s
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la representante mds Imponante de las sustanclas Incrustantes, esto es, sustanclas que
Impregnan la pared después de su desarrollo Iniclal (Frey-Wyssling, 1959). Gran parte de la

fignina se encuentra asoclada con la celulosa formando compleos lignoceluldskcos de dificli
degradacion.

Los desechos agricolas contlenen estos complefos, Jo cual limita su uso directo en la
alimentacidn animal. Los materfales lignoceluldsicos presentan una baja digestibliidad, ya que
la lignina actia como una barrera para (a utllizaclon de la celvlosa, compuesto de gran
importancla en fa dleta de los animales (Sundstol and Owen, | 984; Agosin, et 4/, 1987),

Para que (a lignocelulosa pueda reciclarse de manera adecuada en los ecosistemas, la lignina
debe de ser degradada a compuestos més sencliios,

2.3 Métodos de delignlficaclon.

Existen varlas posiblildades para desdoblar el complejo cefulosa-ignina, consistiendo
esenclalmente en la extracclon o degradacion de la lignina. Entre los métodos empleados para
lograr una degradaclon del complejo tignocefuldsico se encuentras los fisicos, quimicos y
microblolaoglcos.

Los de tipo fislco pueden Involucrar diferentes tratamientos como: una simple mollenda, uso
de rayos lonlzantes, calentamlento con vapor o calentamiento a presidn elevada,

Los mé&todos quimicos en general pueden ser de tres tipos:

1) Tratamlento alcalino, en donde se han utillzado sustanclas alcalinas como sosa, potasa o
amonlaco.

2) Tratamiento icido, e cuat utifiza dcldos como ef sulfirico y el clorhidrico.

3) Tratamlentos oxidantes, que se caracterlzan por utilizar agua oxgenada o permanganato de
potaslo,

Métodos microbloldgicos. Se conocen actualmente una gran varledad de hongos y bacterias
que degradan o modilican la lignina en diferentes formas. Los camblos pueden ser desde
simple modificaclon estructural hasta la completa oxddaclén a CO7 y agua (Vera, 1981;
Janshekar & Fiechter, 1983). Los microorganismos que degradan la madera y por io tanto la
lignina, se han clasificado en 4 grupos principalmente (Amer & Drew, 1980; Crawford &
Crawford, 1980; Vera, 1983):

a) Hongos de la pudricion suave.

b) Hongos de ta pudrlcion café.

¢) Hongos de la pudricidn blanca.



d) Bacterlas,

a) Entre los hongos de la pudricion suave existe una gran variedad de Ascomicetos y hongos
Imperfectos. La pudrcidn suave esta caracterizada por el ataque en la madera bajo
condiciones  hiumedas y la degradacion es generaimente acompafiada por un
reblandecimiento de la capa superficlal del materlal. Este tpo de microorganisimos
provocan una pérdida en peso que va desde un 10% hasta un 60% después de 70 dias de
Incubacién, degradando principaimente la celulosa,

b) Hongos de la pudricion café, En este grupo estdn Incluldos varios Basidlomicetos y
presentan mayor preferencla por los pollsaciridos de la madera que por la lignina, Esta
tinicamente es demetilada.”

¢) Hongos de 1a pudricién blanca. Los hongos de la pudricién blanca han sido los mis
estudlados, por ser microorganismos altamente ligninoliticos y presentan la capacidad de
degradar todos los componentes de la madera incluyendo la fignina hasta CO: y agua. Este
grupo de hongos esti Integrado por un gran nimero de Basldlomicetos y unos cuantos
Ascomicetos, Su nombre surge del hecho que remueven por o menos en parte materiales
tinicos de ta madera dejando manchas blaricas de celulosa no degradada (Amer & Drew,
1980; Crawford & Crawford, 1980). Es evidente que la degradacion de la fignina por
estos hongos es oxidativa, por el hecho de que la fignina degradada o alterada tiene mayor
cantidad de oxigeno que la Hgnina sana (Amer & Drew, 1980),

d) Bacterlas. |.as bacterias probablemente juegan un papel secundario en la degradacidn de la
fignina en el suelo y ambiente acuoso, Solamente muy pocas cepas han demostrado
capacidad de oxidar la lignina y derivados sintéticos de la misma a COz y agua. Las cepas
mis activas han sido: Nocardla, Bacitlus megaterium y numerosos Streptomyces (Janshekar
& Flechter, 1983).

2.4 DEGRADACION DE LIGNINA.

La degadacion de lgnocelulosa, y actividades relacionadas con 13 degradacién de la fignina,
han sido investigadas ampllamente en los ltimos aftos, La lignina es el segundo polimero mds
abundante en la naturaleza, su complefa estructura, no permite o uso econdmico de los
vegetales o de la pajas como alimentos para rumlantes o forraje (Crawford, R. L, 1991; Platt,
M. W, 1989; Zadrazll, F. y H. Brunnert, 1982). Reclentemente, se han hecho grandes
esfuerzos tendlentes a un mejor conocimiento de los mecanismos de blodegradacidn de Hignina
(Datt, A., A. Beterman, 1991; Farreli, R. L., K. E. Murtagh, 1989; Perie, F. H. y M. H.
Gold, 1991). En los anlmales la celulosa y 1a hemicelulosa, son parclalmente metabolizadas
en ¢l rumen, en un periodo de 2 a 3 dias. Sin embargo, (a lignina presente en 102 vegetales



usados como forraje, disminuye los niveles de digestibliidad, debido a que los
microorganismos del rumen son Incapaces de degradarla (Steward, 1981).

Para aumentar la digestibilidad de la lignocelulosa, se han usado métodos ya sea fisicos,
quimicos o bloldgicos (Han, 1978; Jackson, 1978), i principlo de todos estos métodos, es

1a ruptura del complejo lignina-celulosa, por extraccldn, o descomposicidn de lignina en los
compuestos.

El problema principat del proceso bloldgico, es encontrar microorganismos convenlentes con
patrones metabolicos diferentes de los existentes en la flora y fauna del rumen, el
microorganismo Ideal debe ser un fuerte degradador selectivo de lignina, y a 1a vez degradar
muy poca celulosa y hemicelulosa, por lo que se ha tratado de obtener mutantes capaces de
producir una degradacion selectiva de lignina (Erickson, et 2/ 1 980).

En los procesos naturales es muy dificll diferenclar entre poblaclones de bacterlas, levaduras y
hongos y sobre todo la cantldad de Ngnina degradada en un ecoslstema por el tipo de
microorganismo({Harder y Trojanowsky, 1981). Se ha llegado a la conclusién, de que el
método blologico es el método mis efectivo para degradar lignina, y recientemente, se han
hecho grandes esfuerzos tendlentes a conocer los mecanismos de degradacion de
lignina(Datta. A., A. Baterman y T. K. Kirk, 1991; Farrell, R. L, 1989; Pere, F. H, 1991).
Los mis efectlvos blodegradadores de fignina, son los hongos de pudricion blanca,
perteneclentes a los basldlomicetos. £l mis ampllamente estudlado de éstos es Phanaerochaete
chrysosporium (Datta, A. y T. K, Kirk, 1991; Farrell, R, L, | 989; Holzbauer, E. L. F, 1991;
Lee, 8, A. L. Pometo W, 1991). Fstos estudlos han sido enfocados a la fislologla,
enzimologla y genética molecular de los procesos de blodegradacion. Parece ser gue la flave
enzimitica para 1a fragmentacion del polimero lignina por Phanerochaete chrysosporium es la
enzima lignina-peroxidasa (Datta, A. y T, K. Kirk, 1991; Farrell, R, L, 1989; Higuchi, T,
1990).

Et hongo Pleurotus ostreatus tamblén ha demostrado ser un gran degradador de lignina
(Afosin, E, 1985; Platt, M. W. y Hadar, 1984; Zadraili, F. y H. Brunert, 1982). Sin
embargo, los esfuerzos hechos para detectar esta misma enzima o genes de lignina-peroxidasa
en P. ostreatus, bajo severas condiclones de cultivo, no han tenido éxlto (Kimura, V., 1990;
Sannla, G. y P, Limongl, 1991; Waldner, R., M. S, A, Leisola, 1988). Por ello Sannla, e a/
(1991), suglieron que para metaboilzar la fignina,pueden existir grandes diferenclas de
especle a especle, P. ostrestus se ha encontrado, que produce laccasa, cobre-fenoloxidasa
(Platt, M. W. y Hadar, 1984; Sannla, G., P. Glardina, 1986).La laccasa es una fenol-oxidasa
extracelular, produclda por basidlomicetos, y juega un papel Importante en fa blodegradaclén
de lignina (Higuchl, T., 1990; Milstein, O, A. Harrs, 1988; Sannla, G., P. Limongi, 1991),
causando una degradacién-oxidativa de la lignina y catalizando la pollimerizaclén de pequefios
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anillos moleculares fendlicos, durante la degradacion (Betts, W. B, y ). E. King, 1991;
Higuchl, T., 1990).

2.5, ESTUDIO COMPARATIVO DE LA DEGRADACION DE LA LIGNOCELULOSA
POR DOS HONGOS Pleuiotus ostreatus Y Phanerochaete chrysosporium.

Reclentemente se han hecho grandes esfuerzos, tendientes a conocer los mecanismos de
blodegradacion de la celuloss y las actividades relacionadas con la degradacion de la lignina,
Kerem. et al. (1992), realizaron un estudio comparativo entre dos hongos de produccion
blanca, Phanaerochaete chrysosporium'y Pleurotus astreatus para conocer su fislologla y la
degradacién de lignocelulosa en una fermentacldn en estado sdlido usando como sustrato
tallos de algodon. Ellos observaron que P. chrysosporium crece vigorosamente en |5 dias,
pero produce una riplda degradacién no selectiva de fos componentes orgénicos de los
desperdiclos del algoddn. Por otro lado, P. astreatus crece mis lentamente en 30 dias, pero
presenta mayor selectividad para degradar la lignina, degrada Unicamente 209% de los
componentes de la materla orgdnica, observindose una tasa de degradacién de 0,7% a
través del perfodo de fermentacion. La pérdida de lignina fué de 45%% de la cantidad original,
empezando la degradacion después del sexto dla, hasta e final del experimento. Cuando las
actividades relacionadas con la degradacion de lignina, fueron medidas durante el cultivo de /.
ostreatus, se encontrd relacidn entre el periodo y la tasa de degradacion de lignina. Sin
embargo, en este estado no pudieron verilicar si ésta, es puramente una actividad enzimitkca o
una actividad quimica, resultado de la generacidn de radicales libres durate la
blodegradacion, (Kelley, R.L, 1988). Esta actividad fue mucho mas alta en £, ostreatus que
en P. chrysosporfum, La laccasa es una enzima relaclonada con la degradacidn de lignina
(Platt, M. W, 1984), Gnicamente se encontrd en P, ostreatus, y aparentemente se mantuvo
durante {a colonlzacion, con niveles bajos detectables después de 16-18 dias. La falta de
actividad lignina-peroxidasa en cultivos de £. ostreatus, suglere que otras enzimas pueden ser
las responsables de fa produccidn de radicales fibres por estos hopgos. Platt er o/ (32),
sugirieron ¢l papel Inkclativo de la laccasa en P, ostreatus en la degradacion de la lignina,
haclendo la degradacion de lignina por estos hongos dependientes de la laccasa, sus resultados
demuestran una alta actividad al empezar ¢ periodo de degradacion con un subsecuente
decremento hasta niveles estables aunque fas tasas de degradacion de lignina permanezcan
constantes. L.a laccasa actua en este caso, detoxificando compuestos en ¢ sustrato (Mayer, A.
M, 1987) y oxidando grupos fendlicos como una enzima inlclal, incluyendo el
desdoblamiento de cadenas laterales y anlilos fendticos aromaticos de lignina,
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Diagramas de bloques para obtener los patrones de degradacion de los dicariotes

aceluloliticos.

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

DICARIOTES
ACELULOAITICOS

CEPAS
CONTROL

:

INOCULACION EN PA)A DE TRIGO
AL 20%

)

4
INCUBACION DURANTE 21 Y 42
DIAS A 28 + 2°C

l

SECADO Y HOMOGENEIZADO |

1

DETERMINACIONES ANALITICAS:
o Cenlzas -
o LUgnina
o Celulosa
o Hemicelulosa

|

ANALISIS ESTADISTICO
o Andlisis de varlanza

o Prueba de Duncan




DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA PREPARACION DEL SUSTRATO.

HIDRATACION DE LA
PA)A DE TRIGO

___DRENADO DE AGUA |

COLOCACION EN
CONTENEDORES DE
PLASTICO

l

ESTERILIZACION A 121°C
DURANTE 2 HORAS

l

ENFRIAMIENTO A
TEMPERATURA AMBIENTE

b
VACIADO A BOLSAS DE
500

INOCULACION DEL
SUSTRATO AL 20%

|Ncu3AcLﬁ A 28°C POR
21Y420lAs
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DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA PREPARACION DEL INOCULO DE
GRANO DE TRIGO. \

| GRANO DE TRIGO |

{ LAVADO ]

I
[ COCCION SO MIN_ |

ADICION DE:
o CaSO4 (1.3%)
o CaCO;s (0.3%)

[T MEZclADO

i
COLOCAREN
FRASCOS

i
ESTERILIZAR A 121°C
POR 2 HORAS

i
[_ENFRIAMIENTO ]

]
INOCULACION CON
LAS CEPAS
)
INCUBACION A 28°C

_ DURANTE 14 DIAS

[ INGCULO DF GRANO |
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DIAGRAMA DE BLOQUES PARA LA EVALUACION DE LOS PATRONES
DE CONSUMO DE LOS DICARIOTES ACELULOLITICOS SOBRE LOS
COMPONENTES DFL SUSTRATO.

[ MUESTREOALOS 21 Y42DIAS |

[ SECADO A 60°C POR 8 HORAS |

|

| HOMOGENEIZADO ]

{___ DETERMINACIONES ANALITICAS |

¢ ! ¢
CENIZAS LIGNINA CARBOHIDRATOS
APARENTE (%)
FXTRACCION EN
MEDIO ACIDO
[ CUANTIFICACION |
3 }

| CEWLOSA | | HEMICELULOSA |




3.2 Materlates
3.2.1 Materlal bloldgico.

Para el presente trabajo se emplearon 9 cepas de Plewotus ostreatusla cepa 56HINT x
Mo.24 es un dicariote obtenido de la cruza entre fa mutante acelulolitica S6H (NI (obtenida
por mutacion quimica con N-metll-N-nltro-N-nitroso guanidina por Ramirez 1989) y o
monocariote sitvestre Mo.24. La cepa 8 x 3 es un dlcarlote con elevada capacldad para
produclr cuerpos fructiferos. Las cepas restantes son dicarlotes aceluloliticos obtenidos por
seleccion y mejoramlento gendtico a partir de fa primera progenle del dicariote 56HINI x
Mo.24. Todas las cepas se obtuvieron del cepario del Departamento de Alimentos de la
Facultad de Quimica de la UNAM (Tabla 2).

TABLA 2; CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LAS CEPAS DE Pluerotus ostreatus
UTILIZADAS PARA EI. PRESENTE TRABA)O.

TIPO DE CEPAS CLAVE
MONOCARIOTE SILVESTRE Mo.24
DICARIOTE SILVESTRE 8x3
DICARIOTE PROGENITOR DE LOS

DICARIOTES ACELULOLITICOS [56HINI x Mo.24
DICARIOTES ACELULOLITICOS [16x27

J6x6i

73x27

84 x27

104 x61

3.2.2 Materiales tignoceluldsicos,

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

3.2.3 Materlal de laboratorio.

Agitadores
asa microblologlca



bolsas de plistico

cajas petrl desechables

crisoles de porcelana de 20 mi
desecador

embudos de flitraclon ripida

graditias

ligas

leringa de llenado continuo (SARTORIUS)
matraces Erlenmeyer de 1000 ml
matraces aforados de 25, 50 y 100 ml
mecheros

papel filtro (Whatman No. 1)

papel aluminlo

pinzas para ctisol

pipetas automdticas de | ml

pipetas graduadasde 1, 5y 10 m!
pipetas volumétricas de | mi

tubos de centrifuga de | 5 mi

tubos de ensaye de 15 x 160 mm

1.2.4 Equipo.

Agitador de tubos de ensaye (Super-Mixer)
autoclave vertical (AESA)
balanza analitica (Sartorlus)
campana de flujo laminar (Veco)
centrifuga clinica de 5000 rpm (1.C.C.)
espectrofotdmetro (Bauch & l.omb)
estufa de secado (Fellsa)
mufla (Termolyne)
Hcuadora (Philiips Tx 3000)

" refrigerador (Royal Colinher)

3.2.5 Reactivos,
3.2.5.1 Medlos de cultlvo.

Agar bacterfologico (Bloxon)
extracto de malta (Maltex "N" de Complementos Alimenticlos)
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3.2.5.2 Reactivos analiticos.

Todos lo reactivos utiflzados fueron grado analitico, marca J. T. Baker.
Acldo acético glaclal

acido cromotrdplco

acldo oxdlico

acldo sulfirico

agua destllada

anllina

carbonato de calclo

sulfato de calclo

1.3 METODOLOGIA
3.3.1 Medlo de agar extracto de malta.

Para preparar 500 ml del medio de agar extracto de malta, pesar 7.5 g de extracto de makta
y 10 g de agar, colocarlos en un matraz Erlenmeyer de | litro. Adiclonar 500 m! de agua
destilada, gradualmente, procurando disolver los reactivos. A continuacion tapar el matraz y
dejar reposar durante 20 minutos. Posteriormente, esterifizar en autoclave a 121°C y (5
Hibras de presion durante 15 minutos, Vaclar 15 miliitros del medio estéril a cajas petr
desechables, con (a ayuda de una jeringa dosificadora. Una vez solidificado el medlo guardar
las cajas petri en bolsas de polieteno hasta su uso para evitar contaminaclones y
deshidratacion del medio.

3.3.2 Preparacion dei indculo de grano,

Se lama Indculo de grano al micello crecldo en algin tipo de cereal como trigo, centeno o
milo y que se utlliza para inocular el substrato elegido para fa fructificaclon o produccidn de
esporoforos.

El Indculo de grano se prepard remojando e trigo limplo durante 24 horas en agua de b
ilave, pasado este tlempo se ellmind el exceso de agua defando escurrir durante 20 minutos,
Al grano hidratado se le adiclond sulfato de calclo al 1.3% y cabonato de calclo al 0.3%, se
mezcld y se colocd en frascos de vidrio, Nendndolos Unicamente hasta la mitad de sus
capacidad. Los frascos se taparon con un cuadro de hule espuma y papel aluminio y se
esterliizaron durante 2 horas a 121°Cy 15 ilbras de presion. Los frascos estériles se dejaron
enfrlar a temperatura amblente durante 24 horas antes de ser Inoculados con el micello
previamente preparado en cajas petrl, provenlentes de la segunda resiembra de las cepas,
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Cada frasco con 100 g de grano hidratado se Inoculd con el micelio 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 Preparacion del sustrato e Inoculacion,

La paja de trigo se cond con la ayuda de un molino, a 5 cm de largo aproXimadamente, se
dejo hldratar durante 24 horas y se drend el exceso de agua durante | hora. A continuaclén
se esterllizo durante 2 horas a 121°C y 15 libras de presion en frascos de poliuretano de
500 g de capacidad, cublertos con hule espuma y papel alumlnlo. Una vez esterilizado ef
sustrato se dej0 enfriar a temperatura amblente y se traspasé a bolsas de plistico bajo
condiclones asépticas. El sustrato estéril y frio se Inoculd con el Indculo de grano al 20% en
base himeda. Las bolsas Inoculadas se agltaron manuaimente para lograr una distribucién
homogénea del Indculo y se incubaron a 28°C durante 2| y 42 dias.

3.3.4 Evaluacidn de los patrones de consumo de los dicarlotes aceluloliticos sobre el sustrato.

Los sustratos lignoceluldsicos Inoculados con las diferentes cepas se Incuban a 28°C ¢ 2°Cy
se toman 3 bolsas de cada cepa a los 21 y 42 dias. Las muestras se secan para determinar su
contenido de humedad y los camblos en su composicidn. Estos camblos son detectados
cuantificando en el sustrato, en cada periodo de Incubaclon las cantidades de cenizas, lignina,
y carbohidratos ( pentosas y hexosas).

3.3.5 Determinaciones analiticas.

Cenizas (3).

Para cuantificar las cenlzas, se coloca un crisol a peso constante en fa mufta a 550 °C. Una

vez frio e crisol, se pesa | g de la muestra y se carboniza con la ayuda de un mechero, A
_ continuacidn se coloca nuevamente el crisol en la mufla hasta obtener cenlzas de color blanco

o gris. Finalmente se deja enfriar & ciisol en un desecador y se pesa nuevamente,

Lignina (Método de Efftand) (7)

Esta determinaclon se basa en que al tratar un material lignoceluldsico con un dcido fuerte, se

hidroftzan todos los carbohidratos y por lo tanto se solubllizan, dejando un reslduo Insoluble
que por definlcldn se le conoce como Hgnina, Para determinar la lignina, se pesa 1 g de
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muestra seca en un matraz Erlenmeyer de 500 ml y se adiclonan (0 ml de écldo sulfurico ol
729, Mexciar la muestra para que se humedezca con el dcido y dejar reposar durante | hora.
A continuacién adicionar 280 ml de agua destilada, se tapa ¢l matraz con hule espuma y
aluminlo y se esterdliza a 121°C y |5 fbras de presion durante | hora. Después del
tratamlento témmico, ¢l contenido del matraz se filtra en callente en papel Whatman #1
preiamente tarado. Eliminar ei sobienadante y lavar el precipitado de fignina con agua
destllada hasta que e pH del agua de lavado alcance un valor cercano a 6. Posterormente
secar el papel filtro a 60°C hasta peso constante. El material residual corresponde a la lignina
aparente. La cantldad de lignina aparente se calcula de acuerdo a la sigulente fSrmula:

% Lignina aparente = Peso de lignina/Peso muestra x 100
CARBOHIDRATOS

Extracclon.

Fsta determinacidn se basa en que al tratar un materfal lignoceluldsico con un dcldo fuerte se
solubllizan todos los carbohidratos, para ser cuantificados posterformente por métodos
especificos. Para extraer los carbohldratos pesar 200 mg de muestra en un tubo de centrifuga
de |5 mi de capacidad y adiclonar con agitacion 10 mi de cldo sulfirico al 67%. Dejor
reposar 13 muestra durante | hora a temperatura amblente Jgitando cada 15 minutos. A
continuacién centrifugar a 5,000 rpm durante 20 minutos y eliminar ¢l precipitado obtenido.
En la solucion resultante determinar el contenido de hexosas y pentosas,

Celulosa (15).

En el método de Klein-Weissman, las hexosas son oxldadas por el icldo sulfirico y dan origen
al formaldehido, el cual en presencia de dcldo cromotrdpico da una coloracion violeta
proporcional al contenido de hexosas. | a eficlencla del método analitico selecclonado y de los
factores que interfieren en of desarrolio del color fueron estudlados en un trabajo previo (1).
Considerando los resultados obtenldos en dicho estudio, las condiclones dptimas para fa
cuantificacion de hexosas son las siguientes:

o Tiempo de calentamlento: 50 minutos.
¢ Absorbancla mixima: 570 nm,
o Concentracion de &cido cromotréplco: 0.5 g en 205 ml de dcldo sulfarico,

Con las condiclones dptimas se realiza una curva estindar de glucosa en agua.( Tabia 3)

La cuantificacidn de celulosa se lieva a cabo de la sigulente manera: colocar | mi de la
solucldn problema en un tubo de ensaye y afiadir a continuaciin 5 mi de reactivo de Kleln-
Welssman. Tapar los tubos de ensaye y colocarios en un baflo de agua a temperatura de
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ebullicion durante 50 minutos. A continuacidn enfrlar los tubos inmedlatamente y leer a 570
nm contra un blanco de agua.

Para preparar el reactivo de Klein-Welssman, disolver 0.5 g de cldo cromotropico en 5 mi
de agua destilada y adiclonar 205 mi de dcldo sulfirico 15 M. Ef reactivo se debe preparar al
momento, de fos contrarfo se requlere guardario en refrigerackdn por un méximo de 2
semanas.

Hemicelulosa (21),

El método de Tracey se fundamenta en que al oxldarse las pentosas por acclon del dcldo
acético en presencla de anilina y oxigeno, se desarrolla un complejo colorido de color naranja.
Esta coloracion es proporcional a 1a cantidad de pentosas presentes en la muestra, De acuerdo
a los resultados obtenldos en un trabajo previo (1), las condlclones dptimas para la
cuantificacion de la pentosas son las sigulenes:

s Absorbancia méxima: 475 nm,
o Temperatura de reacclon: 30 + 2°C.
o Tiempo de reaccion: 24 horas,

Con estas condiclones realizar una curva estindar con soluciones de xiiosa en &cldo sulfirico
al 67%, debido a que la xilosa es el componente gue se encuentra en mayor proporcion en la
hemicelutosa. Para tievar a cabo esta determinacion, colocar 2 mi de 13 muestra en un tubo de
ensaye y adiclonar 6 mi del reactivo de Iracey. Defar fos tubos de ensaye en la oscuridad a
30°C ¢ 2°C durante 24 horas. A continuacton tomar las lecturas de las muestras 2 475 om
contra un blanco de dcldo sulfirico al 7%, Preparar el reactivo de Tracey mezclando en un
frasco de color ambar 100 ml de dcido acético glaclal, 5 ml de ldo oxdlico al 5%, 24 mide
agua destliada y 16mil de anifina Incolora, Ef reactivo no debe usarse despuds de una semana
de su preparacion
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RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 RESULTADOS

Pava el presente trabajo se contaban con cepas aceluloliticas del hongo comestible Pheurotus
ostreatus, que habian sido obtenidas previamente por mutacién quimica y mejoramiento
genétlco. Sin embargo, dichas cepas no hablan sldo evaiuadas en términos de su capacldad
real para consumir los componentes de algunos substratos Hignoceluldslcos.

Para determinar los patrones de consumo se utliizo como sustrato paja de trigo, Inoculada al
20% con Indculo de grano de trigo y se incubd durante 21 y 42 dlas. La cuantificacion del
consumo de los componentes del sustrato por los dicariotes acelufoliticos y fas cepas control
se llevd a cabo para cada tiempo de muestreo, toinando 3 bolsas. Cada bolsa se anallzé por
tripficado en términos de su contentdo de: cenizas, Hignina, celulosa y hemicelulosa,

CUANTIFICACION DE CELUNLOSA Y HEMICFLULOSA.,

Para la cuantificacién de celutosa y hemicelulosa fue necesarlo reallzar una curva estindar de
glucosa en agua y xilosa en icido suifirico, respectivamente. Ambas curvas siguleron la Ley de
Lamber & Bceer. La curva de glucosa en agua fue lineal hasta una concentracién de 30 mg/mi,
que correspondlo a una absorbancia de 0.95 (labla 3, Figura ). La curva de xliosa en &cido
sulfirico tamblén fue lineal para una concentracion de 50 pg/mi, con una absorbancla de
0.85 (Tabla 4, Figura 6),
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TABLA 3: CURVA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION DE HEXOSAS,
UTILIZANDO COMO REFERENCIA UNA SOLUCION DE GLUCOSA EN
AGUA (METODO MODIFICADO DE KLIEN WEISSMAN).

CONCENTRACION DE GLUCOSA | ABSORBANCIA
(mg/mi) (A = 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

Coeficlente de correlacidn = 0.99700

Pendlente = 3.2350

Intercepto = 0,00053
CQURAPARAHDSS

(Métoch db HeanW\bieanm)

o

0 a5 Q1 0¥ 02 a3 Q3
Quoartradién(nmghnf)
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TABLA 4: CURVA ESTANDAR PARA LA DETERMINACION DE PENTOSAS
UTILIZANDO COMO REFERENCIA UNA SOLUCION DE GLUCOSA EN
ACIDO SULFURICO AL 67% POR EL METODO DE TRACEY.

CONCENTRACION DE XILOSA | ABSORBANCIA
e pg/ml) (= 475 nm)

0 0.00

5 0.06

10 0.19

20 0.38

30 0.52

40 0.68

50 0.85
Coeflclente de correlacion = 0.998
Pendlente = 0.0178
intercepto = 0.0045

CURVACE FENTOSSS

(Método de Tracey)

BEEEREE.
Caxatradin(ugn)
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En la Tabla 5 se presenta la composicion de la paja de trigo en base seca a los 21 dlas de
Incubacidn. Para el sustrato control al tlempo cero las cenlzas fueron 6.719%, mientras que
para |5 cepas control, & comenldo aparente de cenizas a fos 21 dlas se Incrementd entre
7.48 y 9,28%. De lgual forma se observa un Incremento para todas las cepas acelulofiticas
desde 7.63 hasta 9.69%. La cantidad de lignina para el substrato al tlempo cero fue de
26.01%. Para las cepas control el contenldo aparente de lignina disminuyd ligeramente en un
rango de 23,43 3 24,68%,

Para las cepas aceluloliticas tamblén 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
52,119, De lgual forma las cepas aceluioliticas presentaron un Incremento relativo en la
cantidad de celulosa en un rango de 45.00 a 50.14%. El contenldo de hemicelulosa para e
substrato control al tlempo cero fue de 19,51, En las cepas control disminuyd la cantidad de
hemicelulosa a los 21 dias de 14.30 a 18.34%. En forma similar las cepas aceluloliticas
presentaron cantidades semejantes (13.76 a 19.02%).

En la Tabla 6 se presenta la composicion de la paja de trigo después de 42 dias de Incubacion
con las cepas control y aceluloliticas. El contenldo de cenlzas para las cepas control se
Increment ligeramente con respecto a los 21 dlas en un rango de 9.13 a 11.83%, Las cepas
aceluloliticas también presentaron incrementos semejantes 8.9 a (2.25%. La cantidad de
fignina para las cepas control sc mantuvo por abajo de la cantidad presente en el substrato al
tlempo cero, siendo para éstas entre 21.83 y 24.68%. En forma semejante las cepas
acelufoliticas tambkén presentaron un decremento en el contenido de lignina entre 18.44 y
22.859%, La cantidad de celulosa en las cepas control se Incrementd 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 55.179%%.
Para la hemicelulosa se presentd un ligero decremento con respecto a fos 21 dlas que va de
13.78 a 17.85%. Fn las cepas acelnloliticas 1a disminuclén fue semefante (14.08 a
17.98%) :

En las Tablas 7 y 8 se presentan los camblos en composicion, en base constante de cenlzas,
de 13 paja de trigo a los 21 y 42 dlas de Incubacidn, Como se sabe durante el periodo de
Incubaclon, los diterentes componentes orgénicos del substrato se degradan a CO2 y agua, de
la cual parte se evapora y parte queda retenida en el sustrato, Sin embargo, el contenldo
absoluto de minerales se mantiene constante, pero no en términos de porcentaje en relacion
con los demis componentes, ya que al disminulr la cantidad de cada componente, e
porcentaje de cenlzas se verd incrementado,
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TABLA 5: COMPOSICION DE LA PAJA DE TRIGO DESPUES DE 21 DIAS DE

INCUBACION CON CEPAS SILVESTRES Y ACELULOLITICAS.

COMPOSICION (8/100 g PA)A SECA)
CARBOHIDRATOS
CEPAS CENIZAS | LIGNINA CELULOSA | HEMICELULOSA | TOTAL
CONTROLES '
Paia (1= 0) 46,7402 | 26,1303 | 38.740.0 19.5405 ?1.0
8x3 75403 | 23.74¢0.2 | 52.140.5 14.340.2 97.6
Mo. 24 8.740.3 | 23,4306 | 420407 10.020.1 92.1
56 HINixMo. 24 | 9.330.4 | 24.7403 | 41.640.5 10.340.5 939
DIC. (C:)
16x27 76406 | 23.540.2 “.110.5 16.4404 5.9
16 x 100 9.540.3 | 233305 | 45.141.0 | 167403 94.6
34 x 61 97206 | 22.141.0 | 50.140.9 13.6407 9%5.7
713x27 7.8630.3 | 23.840.1 | 45.0405 176301 4.2
84x27 9.340.4 | 16,6403 | 493411 | 19.0£00 %3
104x 61 8.2407 | 2463406 | 459304 147402 934
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TABLA & COMPOSICION DE LA PAJA DE TRIGO DESPUES DE 42 DIAS DE

INCUBACION CON CEPAS SILVESTRES Y ACELULOLITICAS.

COMPOSICION (/100 g PAJA SECA)

. CAONDRATOS |
CEPAS CENIZAS | LIGNINA | CELULOSA | HEMICELULOSA | TOTAL
CONTROLES
Paja(tm0) - 6,7402 { 26.1403 351100 19.540.5 91.0
8x3 9.1403 | 23.030.2 A 544206 13.830.2 100.3
Mo. 24 11,3403 | 20.640.2 | 46.0%0.9 16.520.1 97.7
56 HINixMo. 24 | 11,8405 | 247303 | 519406 12.840.2 106.2
RIC..C:)
16 x27 11.3406 | 21.3406 | 49.5:0.8 17.4403 99.5
16 x 100 12.241.0 | 20.140.9 | 48.44008 16.840.0 97.6
36x 61 11.740.2 | 22.430.1 { 552308 14.410.) 103.7
73x27 89404 | 19.1405 | 48,5406 17,1404 3.7
84x27 121403 | 18.430.3 | 49.130.7 18.040.4 9.6
104x 81 11,1109 | 228404 | 438104 14.130.1 96.1
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TABLA 7 : CAMBIO EN LA COMPOSICION EN BASE CONSTANTE DE LA PAJA
DE TRIGO A LOS 21 DIAS DE INCUBACION CON CEPAS SILVESTRES Y

ACELULOLITICAS.
____ COMPOSICION (g DE COMP./g DE CENIZAS)
CARBOHIDRATOS
CEPAS LIGNINA CELULOSA HEMICELULOSA
CONIROLES

PAJA(t=0) 3.88+0.05 5.7740.00 2.8940.06
8x3 3174003 ND 1.9140.03
Mo. 24 2.7040.07 4.8540.08 2.07 £0.01
S56HINI xMo. 24 | 2.6640.04 4.48 40,06 1.98 £0.05
16x27 3.08+0.02 ND 2.414£0.05
16 x 100 2.4540.07 4.7340.11 1,7540.04
36x61 2294013 5.1740.09 1.4240.07
73x27 3,06 +0.03 5.7940.07 2.2740.02
84 x27 1.9940.04 5.2840.11 2034001
104 x 61 2.9840.08 5.56 4$0.04 1.78 £0.03

ND: No determinado
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TABLA 8: CAMBIO EN LA COMPOSICION EN BASE CONSTANTE DE LA PAJA DE
TRIGO A LOS 42 DIAS DE INCUBACION CON CEPAS SILVESTRES Y
ACELULOLITICAS,

~ COMPOSICION (g DE COMP./g DE CENIZAS)
CARBOHIDRATOS
CEPAS LIGNINA CELULOSA HEMICELULOSA
CONTROLES
PAJA(t=0) 3.884£0.05 5.77 £0.00 2.8910.06
8x3 2.5140.03 5.9640.07 1.5140.02
Mo. 24 1.9240.02 4.23+0.08 1.45£0.01
56HINI xMo. 24 | 2.0740.03 4.3940.05 1.5140.02
DIC. (C-)

16x27 1.894£0.06 4.39$0.07 1.56£0.02
16 x 100 1.6440.2/ 3.9540.07 1.3740.00
36x6l 1.9240.0! 4.7240.10 1.2340.01
73x27 2.15$0.06 5.4540.07 1.931001
84 x27 1.5240.03 4,0540.06 1.4940.03
104 x 61 2.0540.05 4.3940.04 1.26400|

13



Con respecto a la cantidad de lignina en base a cenlzas para d sustrato control al tempo cero
fue de 3.88, para las cepas control se presentd una disminucidn con respecto a ésta y va de
2.66 a 3.17, Las cepas aceluloliticas presentan una disminucion semefante entre 1.99 y
3.08. La cantidad de celulosa en base a cenlzas constantes para el substrato control & tlempo
cero fue de 5,77, las cepas control presentaron una ligera disminucion que va de 4.48 hasta
4.85 y las cepas aceluloliticas presentaron una cantidad semejante al substrato control al
tiempo cero (4.73 2 5.79). La cantldad de hemicelulosa en la misma base constante para ef
susbtrato control al tiempo cero fue de 2.89, las cepas control mostraron una ligera
disminucidn de 1.91 a 2,07, de la mlsma forma las cepas aceluloliticas tamblén presentaron
una disminucidn, que va de 1,42 hasta 2.41,

En la Tabla B se presentan los camblos en la composicidn de la paja de trigo a los 42 dias de
Incubacldn considerando fas cenlzas constantes. La cantidad de lignlna del sustrato control
con respecto a las cepas control presento una disminucion que va de 1.92 a 2,51, para las
cepas aceluloliticas tamblén se observé una disminucion semejante de 1.52 a 2.15. Para la
celulosa 1as cepas control casl se mantlenen en & mismo rango con respecto al sustrato
control y van de 4.23 a 5.96. De Igual forma las cepas aceluloliticas, presentan una cantidad
semejante a las cepas control, que va desde 3.95 hasta 5.45. Con respecto a la cantidad de
hemicelulosa las cepas control presentaron una pérdida con respecto al sustrato control, que
vade 1,45 a 1.51. Para las cepas aceluloliticas la disminucion fue similar, de 1.23 a 1.93.

La pérdida de los componentes de la paja de trigo paralos 21 y 42 dias de Incubacldn se

calculd considerando la cantidad de cada componente en base a cenlzas de acuerdo a la
sigulente formula;

g Componente {t=0) g Componente (t=t)

Pérdida = _ gcenlzas gcenlas X (00
g Componente (t=0)
g cenlzas

En la Tabla 9 se presenta la pérdida de cada componente expresada en porclento para los 21
dias de incubacion. 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 48.639%. La pérdida de celulosa en las
cepas control vario entre 16,02 y 22,3696, Las cepas aceluloliticas perdleron entre 1.17% y
18.02%. Para la hemlcelulosa las cepas control presentaron una pérdida de 28.26% a
34.02%, mientras que las cepas acelulofiticas perdleron de 16.49% a 50,86%,
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TABLA 9: PERDIDA DE LIGNINA Y CARBOHIDRATOS DE LA PAJA DE TRIGO
DESPUES DE 21 DIAS DE INCUBACION CON CEPAS SILVESTRES Y

ACELULOLITICAS.
PERDIDA DE LOS COMPONENTES (%)
CARBOHIDRATOS
CEPAS ~ LIGNINA CELULOSA HEMICELULOSA
CONTROLES
Bx3 18.3040.68 N.D. 34.0240.96
M4 30.3341.81 16,024 1.47 28.264+0.46
56HiINI xMo.24 | 31.3641.08 22.36 $0.94 31.6041.65
pIC. (C)
16x27 20701059 | ND. | 16492175
16 x 100 36.8541.82 18.0241.87 39.3841.23
36x61 41.1143.86 10.3741.62 50.8642.54
73x27 21,0540.65 1.1740.14 21,6040.55
84x27 48.6340.97 8.5541.95 29.6040.35
104x61 23.2842.14 3.6040.76 38.4040.88

ND: No determinado
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TABLA 10: PERDIDA DE LIGNINA Y CARBOHIDRATOS DE LA PA)A DE
TRIGO DESPUES DE 42 DIAS DE INCUBACION CON CEPAS

SILVESTRES Y ACELULOLITICAS,

PERDIDA DE LOS COMPONENTES (%)

CARBOHIDRATOS
CEPAS LIGNINA CELULOSA | HEMICELULOSA
CONTROLES
8x3 33.2240.85 N.D. 47.7540.65
Mo. 24 50.4340.54 | 26.6541.31 49.7140.17
56HINi xMo. 24 | 46.2240.79 | 23.9740.91 47.6740.71
C-
p,"f;'(;'} 51.2041.51 | 23.8641.24 46.1440.81
16 x 100 57.7342.55 | 31.5241.24 52.6040.00
16 x61 50.51$0.36 | 18.2231.16 57.6240.42
73x27 44.5641.60 | 55141.20 33.2940.29
84x27 60.7410.83 | 29.7541.04 48.5640.96
104 x 61 47.0841.16 | 23.9940.63 56.2940.49

ND: No determinado
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en la Tabla 10 se muestra la pérdida de cada componente en porclento a los 42 dias de
Incubacidn, La pérdida de lignina para las cepas control varid desde 33.22% hasta 50.43%.
Para las cepas aceluloliticas 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
aceluloliticas 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 aplicd un andlisls de varlanza para determinar sl existia una
diferencla significativa entre los sustratos ( P=999%) debido al desarrolio de cepas con
diferentes caracteristicas (cepas control o progenitoras y cepas aceluloliticas). En los casos
donde se presentd una diferencia significativa o aftamente significativa en o andlisls de
varlanza, se aplico la prueba de rango multiple de Duncan para clasificar a las cepas de
acuerdo a su capacidad para consumir el sustrato. Finaimente se apiicé una prueba de "t" de
Student para determinar si existia diferencla entre el porcentale de degradacion de cada cepas
alos 21 y 42 dias de Incubaclén,

En la Tabla {1 se presenta el anilisls estadistico para ef consumo de lignina para las cepas
control y aceluloliticas. £l andlisls de varlanza Indicd que existla diferencla altamente
significativa en el consumo de lignina entre las dlferentes cepas evaluadas para los dos tiempos
de Incubacién. Al aplicar 1a prueba de rango multiple de Duncan para los 21| dias de
Incubacidn, se observa que cada cepa presenta diferente capacldad para consumir lignina. 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 ef dicarfote
84 x 27 con 49%, seguldo de las cepas 36 x 61 y 16 x 100, en un rango de 37 a 41,y
coi un consumo menor, los controles 56h1nl-MO, 24, y Mo. 24, con un rango de 30-
J1%, y las cepas que tuvieron menor degradacion fueron los dicariotes 104 x 61; y la 16 x
27, con uh consumo que va desde 23% hasta 2 1%; la de menor consumo fue ¢ control 8 x
3, con 18%. A los 42 dias de Incubaclon las cepas que mayor consumo de lignina tuvieron,
fueron el dicarlote 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
104x61, 56HINI-Mo,24, y la 73 x 27, con una cantidad descendente de 47% a 44%; y
la cepa que menos Hignina cosumld fue el control 8 x 3, con aproximadamente 35%. La
prueba "T" se uso para comprobar sl habla aumento en la degradacion de lignina entre los 21
y 42 dias de Incubacion para cada cepa y los resuitados de estas pruebas arrojaron que habla
diferenclas altamente significativas en cada una de las cepas mayor de 99%como se muestra
en tabla, ‘

En la Tabla 12 se presenta el andlisls estadistico para el cosumo de celulosa por las cepas
control y aceluloliticas. Fi anlists de varlanza nos da una diferencla altamente significativa para
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el consumo de celulosa entre las diferentes cepas evaluads peira los dos tlempos de
incubacldn. Al aplicar la prueba de rango mltiple de Duncan praBos 21 dias de Incubaclén,
se observa que cada una de las cepas presenta diferente capacldid psira consumir celulosa, de
acuerdo a esta prucba, las cepas se ordenaron de menor a miyoss pérdida de celulosa con
letras diferentes de acuerdo ai alfabeto. Las cepas de mayor «nsiamo de celulosa fueron el
control S6HIN1-Mo.24, con (22% aprox.); seguldo de los dicauintes y cepas control en
forma descendente de consumo, ast fa cepa 16 x 100; Mo.24;36 xél;y B4 x27;enun
rango de (18% a 9%); y la cepas que menor consumo de cel:uosa tuvieron fueron los
dicarlotes 16 x27; 104 x61;y 73 x 27 con una cantidad queva e (4% 3 19%). A los 42
dias de Incubacion,se siguld el mismo procedimiento del caso amlerlor para ef andllsls de
varlanza respectivo y sigulendo el mismo orden y 1a cepa que mas celulosa degradd fue el
dicarlote 16 x 100, con (32% aprox.); segulda de los dicariotes y controles como slgue, 84
x27; MO.24 ; 104 x61 ; 56HINI-MO.24;y 16 x 27, con urrango de degradacion de
{30% a 24%); y las cepas de menor consumo fueron fos dicarlotes J6x 61;y 73 x 27 con
{189 hasta 5,519). La prueba "T" se utilizd con la finalidad, de comparar el aumento en la
degradaclon de celulosa entre los 21 y 42 dias de Incubacidn para cada cepa y se observd
una diferencla muy significativa para cada una de las cepas y quees mayor de (P=99%).

En la Tabla 13 se presenta el andlisis estadistico para el consumo d-¢ hemiceiulosa, tanto para
las cepas control como para las cepas aceluloliticas, Tambiln em este caso el anillsls de
varlanza indlcd una dlferencia altamente significativa, en ei consiumo de hemlicelulosatodo
entre las cepas evaluadas a los dos tiempos de Incubacldn, wanado se aplicé (a prueba de
Duncan a los 21 dlas de Incubacion se observo,que en el caso de- |a Hemicelulosa las cepas
tlenen dlferente capacidad de consumo entonces las cepas se ordenaron de menor a mayor
pérdida de Hemicelilosa, con letras diferentes de acuerdo al dfabesto, entonces asl, las cepas
que mas hemilcelulosa consumleron fueron la 36 x 61 con un wonsimo de (51%), seguldo de
los dicariotes |6 x 100y 104 x 61 con un rango de consumo que va de (39% a 38%), y
luego con un consunto descendente los controles y dicariotes cormeo sigue, B x 3; 56H IMI x
Mo.24; 84 x 27; y Mo.24, con un consumo desde (34% hassa28% ); y las de menor
consumo fueron las cepas 73 x 27; y 16 x 27, con (22% a 18% 3,

Tamblén a los 42 dlas de Incubaclon se aplico el andflsis de valaima y la prueba de Duncan,
observandose diferencias altamente significativas y tamblin su camacldad de degradacion es
diferente, y entonces las cepas que mayor degradacion de hemkehmisa tuvieron a este tlempo
fueron; el dicarfote 36 x 61 con (58% aprox.); seguldo de los dicarlotes y control sigulente,
104 x 61; 16 x 100; Mo.24; y 84 x 27; con un rango de corwumo de (56% a 48% );
despues vienen los controles, 8 x 3; S6HIN{-Mo.24, con (47.75% a 47.67%) y con
menor consuino los dicariotes 16 x 27 y 73 x 27 con (46% a 13%). Ahora en este caso
también se aplicd |a prueba "T"para comparar el aumento enl degradacion de Hemicelulosa
entre los 21 y 42 dfas de Incubacidn y se observaron diferenchs mllamente significativas, para
una probabilidad que vaya hasta el 99%, como se indica en latabla,
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TABLA | 1: ANALISIS ESTADISTICO DEL CONSUMO DE LIGNINA POR LAS CEPAS
CONTROL Y LOS DICARIOTES ACELULOLITICOS,

PRUEBAS RESULTADOS
_ESTADISTICAS |
ANALISIS DE DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA
VARIANZA (P=999%) EN CADA TIEMPO DE INCUBACION
.. 2IDiAs 1 42DlAS
8x3 a 8x3 a
16x27 ab 73 x 27 b
PRUEBA DE 73x27 ab 56H INXMO24 b
DUNCAN 104 x61 b 104x61 <
Mo. 24 C Mo. 24 d
56HINIxMu.24 | ¢ 36 x 61 d
16x 100 d 16 x 27 d
16x 61 e 16 x 100 e
84x27 f 84x27 f
Bx3 Mayor (P=99%)
Mo. (P=99%)24 Mayor (P=99%)
56 HiNi x Mo, 24 Mayor (P=99%)
PRUEBA 16x27 Mayor (P=99%)
"™ 73x27 Mayor (P=99%)
84 x27 Mayor (P=99%)
36x6i Mayor (P=99%)
104 x 61 Mayor (P=99%)
16 x 100 Mayor (P=99%)

Andlisis de varlanza: Este andilsls indicé que existla una diferencla altamente
significativa entre los substratos, debldo al desarrolio micelar de las diferentes cepas.
Prucba de Duncan: Las cepas se ordenan de menor a mayor pérdida de acuerdo
a su medla (x). Letras diferentes para un mismo tiempo Indican diferenclas
significativas entre fas cepas (P=99%).
Prueba "T": Esta prueba se utlllzé para comparar ¢l aumento en la degradacién de
lignina entre los 21 y 42 dias de Incubacion para cada cepa,

39



TABLA 12: ANALISIS ESTADISTICO DEL CONSUMO DE CELULOSA POR LAS CEPAS
CONTROL Y LOS DICARIOTES ACELULOLITICOS.

PRUEBAS RESULTADOS
ESTADISTICAS :
ANALISIS DE DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA
VARIANZA (P=99%) EN CADA TIEMPO DE INCUBACION
| DIAS 42 DiAS
73x27 a 8x3 a
104x6| b 73x 27 b
PRUEBA DE 16x27 c 36x 61 <
DUNCAN B4x27 d 104 x 61 d
J6x 61 e 16x 27 d
Mo. 24 f 56HINixMo.24 d
16x 100 8 Mo. 24 e
8x3 h 84 x 27 f
56HINxMo. 24 i 16 x 100 g
8x3 Mayor (P=99%)
Mo, 24 Mayor (P=99%)
56 HiNi x Mo, 24 Mayor (P=99%)
PRUEBA 16x27 Mayor (P=99%)
T 73x 27 Mayor (P=99%)
84 x27 Mayor (P=99%)
J6xé61 Mayor (P=99%)
04 x6l Mayor (P=99%)
16 x 100 Mayor (P=99%)
Anblisis de varlanza: Este andlisls Indico que existia una diferencla altamente
significativa entre los substratos, debldo al desarrolio 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 tlempo Indican diferenclas
significativas entre las cepas (P=99%).
Prueba "T": Esta prucba se uthizd para comparar ¢l aumento en la degradacién de
celulosa entre los 21 y 42 dlas de Incubacion para cada cepa.
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TABLA 13: ANALISIS ESTADISTICO DEL CONSUMO DE HEMICELULOSA POR LAS
CEPAS CONTROL Y L.OS DICARIOTES ACELULOLI-TICOS.

PRUE
ESTADITICAS RESULTADOS
ANALISIS DE DIFERENCIA ALTAMENTE SIGNIFICATIVA
VARIANZA (P=99%) EN CADA TIEMPO DE INCUBACION
21 DIAS 42 DIAS
16x27 a 73x27 a
73x27 b 16x27 b
PRUEBA DE Mo, 24 c 56HiNIxM0.24 | ¢
DUNCAN 84x27 d 8x3 <
56HiNixMo.24 e 84x27 d
8x3 f Mo. 24 e
104 x 61 8 16x 100 f
16 x 100 '] 104 x61 g
36x61 h 36x61 h
8x3 Mayor (P=99%)
Mo. 24 Mayor (P=99%)
56 HiNi x Mo. 24 Mayor (P=99%)
PRUEBA 16x27 Mayor (P=99%)
e 73x27 Mayor (P=99%)
84x27 Mayor (P=99%)
J6x61 Mayor (P=99%)
104 x61 Mayor (P=99%)
16 x 100 Mayor (P=99%)
Andllsls de varanza: Este andlisis Indlcd que existia una diferencla altamente
significativa entre los substratos, debido al desarrolio micellar de las diferentes cepas.
Prueba de Duncan: Las cepas se ordenan de menor a mayor pérdida de acuerdo
a su medla (x). Letras diferentes para un mismo tiempo Indican diferenclas
significativas entre las cepas (P=99%).
Prueba "T": Esta prueba se utllizé para comparar ¢ aumento en la degradacion de
hemicelulosa entre los 21 y 42 dlas de incubacion para cada cepa.
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CAPiTULO V
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(OMCLUSIONES

E presente trabajo se lejibueyy con ceepas acetutoliticas del hongo Pleurotus ostreatus que
previamente se obtuvierojimrmutach  quinica y mejoramiento genético. Este experimento
se reallzé para determinajiia, qeldal e estas cepas, para degradar los componentes de la

paja de trigo, a los 21 |liAlis dt lcubacion; como resultado se flegd a fas sigulentes
conclusiones.

Como resuitado de loijipmnys de degridacion de los componentesdel sustrato, por el

desarrollo micellar de | femaente weps, se obtuvieron cepas con las sigulentes
caracteristicas:

a).- Las cepas (73 x 27; )il \.|) depacdaron menor cantidad de celulosa que los controles,
pero simultaneamente dejil=ig jual cirwidad de lignina que dichos controles.

b). Las cepas (104 x 61}l ) dyracian lgual cantidad de celulosa que los controles, y al
mismo tiempo Igual cantl/iM ; ygnin g e los controles.

c).- Las cepas (84 x 27; 120 (0) dyr-adan mis celulosa y Hignina que los controles x 100).

Para los objetivos de esijhfjjap, 1 ceemas de mayor Interés son las que degradan menor

cantldad de celulosa quliicgzirols, peo simultaneamente degradan Igual cantidad de
lignina (73 x 27; 36 x 4|

Como resultado final defjjmvpajo, el proceso de mutacién y mejoramlento genético, nos
permitlo obtener y seleciiyi,ypas leauaadis en su capacidad para consumlir celulosa, como
las cepas (73 x 27; 104 iy 6 x 277 B4x 27; 36 x61).

El andllsls estadistlco, puliji-Whtecr «diferenclas altamente significatlvas en los patrones de
degradaclon del sustratayly. . afiferncees cepas probadas.

Finalmente con este mlﬁn-rmos fx gyosie obtener cepas aceluloliticas que permitan un
aprovechamlento Integrifhm.cy destcraos agricolas, Es declr, por un lado producir hongos
comestibles para la alinklimydt hunarna y por otro lado obtener un sustrato residual apto

para la alimentaclon diyimeyies ican ato contenldo de celulosa y bajo contenldo de
lignina),
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