
Ullo''"IVERSIDAD NACIONAL AU'.rONOMA 
DEMEXICO 

CAMPUSIZTACALA 

DESARROLLO. DE UN METODO PARA 
CUANTIFICAR EL CONSUMO DE CELULOSA POR 

CEPAS (C-) DE Pl~rotus ostTeatus (.Jacq. es Fr.) 
Kummer. 

T E s 1 s 
OUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

B I o 
p R E a 

L 

E 

o 
N T 

G o 
A 

MARIA GUADALUPE CAMACHO SANCHEZ 

MEXICO, D. F. 1aeijl-

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



o 

----·----- ___ ·:-

JURADO ASIGNADO PARA LA REVISIÓN DEL TRABAJO OE TESIS 

PRESIDENTE M en C. GUSTAVO VALENCIA DEL TORO 

VOCAL M en B- REBECA RAMÍREZ CARRILLO 

SECRETARIO BIÓL. !RENE FRUTIS MOLINA 

1o. SUPLENTE BIOL J. GERARDO ORTIZ MONTIEL 

2o. SUPLENTE BIÓL. ROCÍO VARGAS MARTfNEZ 

DIRECTORES DE TESIS: M en B. REBECA RAMIREZ CARRILLO 
Y Dr. HERMILO LEAL LARA. 

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA: 
DEPARTAMENTO DE ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA 

FACUL TAO DE QUIMICA, UNAM. 

SUSTENTANTE: 
MARIA GUADALUPE CAMACHO SÁNCHEZ 



AGRADECIMIENTOS. 

A LA M. en B. REBECA RAMIREZ CARRILLO 
Y AL DOCTOR HERMILO LEAL LARA 
POR TODO EL APOYO QUE ME 
BRINDARON DURANTE LA REALIZACIÓN 
DE ESTE TRABAJO. 

ASIMISMO AGRADEZCO A LOS MIEMBROS 
DEL JURADO POR LA REVISIÓN CRITICA 
QUE HICIERON DE ESTE TRABAJO. 

DEDICATORIA 

A REBE RAMIREZ C. 
GRACIAS. 

A JUANITA PASTRANA GUZMAN, TANIA JIMENEZ 
NAJERA Y MINERVA MORA CABRERA. 



DEDICATORIA 

A MIS PAPAS 

M. GUADALUPE Y REYES 

A MIS HERMANOS 

SALVADOR, MIGUEL Y DEYES 

A FRANCISCO SÁNCHEZ BERNAL 

A LA MEMORIA DE MAMA TO 

PORQUE SIEMPRE ESTARÁN EN MIS PENSAMIENTOS Y MI CORAZÓN, 
A TODOS USTEDES. 

LOS QUIERE. 

RÍO DE LOBOS. 



INDICE 

RESUMEN 

l. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

1.1 ALTERNATIVAS DE APROVECHAMIENTO PARA 

Pág. 
1 

LOS DESPERDICIOS. 2 
1.1.1 DESECHOS ANIMALES 3 
1.1.2 DESECHOS VEGETALES 3 

1.2 ESTRUCTURA FISICA y COMPOSICIÓN aulMICA DE LOS 
DESPERDICIOS VEGETALES. 4 

1.3 MÉTODOS PARA LA DELIGNIFICACIÓN DE LOS 
DESPERDICIOS LIGNOCELULÓSICOS. 9 

1.4 MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA DE Pleurorus oscreatus. 1 O 
1.5 ESTUDIOS REALIZADOS CON Pleurorus ostreuus. 14 
1.6 SISTEMA CELULOLITICO FUNGI 14 
1.7 OBJETIVO 16 

11. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 CEPAS FUNGICAS 17 
2.2 MEDIOS UTILIZADOS PARA EL DESARROLLO Y 

CARACTERIZACIÓN DE LAS CEPAS. 18 
2.2.1 MEDIO DE EXTRACTO DE MAL TA AGAR 18 

2.2.1.1 INOCULACIÓN DEL MEDIO 18 
2.2.2 MEDIO DE EXTRACTO DE MAL TA DEPROTEINADO 

(DPMA) 18 
2.2.3 MEDIO DE SALES MINERALES (PRIMERA CAPA) 19 
2.2.4 PRETRATAMIENTO DE LA CELULOSA POR EL 

MÉTODO WALSETH (CELULOSA 
MICROCRISTALINA Y CARBOXIMETIL CELULOSA) 20 
2.2.4.1 CELULOSA SUSPENDIDA EN 

AMORTIGUADOR DE ACETATO DE SODIO 20 
2.2.4.2 CELULOSA SUSPENDIDA EN PEPTONA 

AL 0.05 Y 0.1 % Y AGUA DESTILADA. 20 
2.3 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE LAS 

CEPAS DE Pleurotus ostreHus. EN PLACAS DE CRISTAL. 21 
2.3.1 PREPARACIÓN DE PLACAS DE 5X5 cm CON 

CELULOSA TRATADA POR EL MÉTODO WALSETH 21 
2.3.1.1 TINCIÓN DE LA CELULOSA 21 
2.3.1.2 EVALUACIÓN DE HALOS CON LA ENZIMA 

CELULOLITICA DE Trtchoderma sp 21 



· 2.3.2 PREPARACIÓN DE PLACAS Y SELECCIÓN DE LAS 
CONCENTRACIONES DE AGAR Y CELULOSA 22 
2.3.2.1 EVALUACIÓN DE HALOS CON 3 

CONCENTRACIONES DE LA ENZIMA 
CELULOLITICA DE Trlchoderm., sp. Y 
SELECCIÓN DEL TIEMPO DE INCUBACIÓN 22 

2.3.3 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA 
DE LAS CEPAS DE Pleurotus oscre.atus, EN 
UNIDADES DE ENZIMA. EN LA PLACA DE 17X17 
cm. 22 

2.3.4 EVALUACIÓN DE 5 CONCENTRACIONES DE 
GLUCOSA. UNA DE DPMA Y UNA DE TIAMINA. 
SOBRE EL DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS 
CEPAS DE Pleurocus ostreacus. EN CAJAS PETRI. 23 
2.3.4.1 EVALUACIÓN DEL DESARROLLO 

VEGETATIVO DE LAS CEPAS DE 
Pleurotus ostreatus, EN UN MEDIO DE 2 
CAPAS. EN CAJAS PETRI 23 

2.3.5 EVALUACIÓN DE LA CELULOSA DISUELTA EN 2 
CONCENTRACIONES DE PEPTONA Y AGUA 
DESTILADA. SOBRE EL DESARROLLO 
VEGETATIVO DE LA CEPA BX3 23 
2.3.5.1 SELECCIÓN DE LOS MEDIOS 

CONSIDERANDO LA VELOCIDAD DE 
DESARROLLO MICELIAL 25 

2.3.5.2 RESIEMBRA DE LAS CEPAS DE Pleurotus 
ostre.,tus EN EL MEDIO SELECCIONADO 26 

2.3.5.3 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD 
CELULOLITICA EN UNIDADES DE ENZIMA 
(U/I) DE LAS CEPAS DE Pleurotus 
ostre.atus. EN CAJAS PETRI y PLACAS DE 
CRISTAL 26 
2.3.5.3.1 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD 

CELULOLITICA EN UNIDADES 
DE ENZIMA (U/I) DE LAS CEPAS 
DE Pleurocus oscreacus. EN 
CAJAS PETRI CON CELOFÁN 27 

2.3.6 MONTAJE DE LA CURVA PATRÓN CON LA ENZIMA 
CELULOLITICA DE Asperaillus nl11er 27 



:=--,=-:,,.,..>=,-,,=-.o=o====-<=7~~~~~~~~~~~~~~~~-'NDICE 
111. DISENO EXPERIMENTAL 

3.1 EVALUACIÓN DE HALOS CON LA ENZIMA CELULOLITICA 
DE Trfchodenna sp. PARA LA SELECCIÓN DEL 
COLORANTE Y LA CELULOSA 28 

3.2 EVALUACIÓN DE HALOS CON 3 CONCENTRACIONES DE 
LA ENZIMA CELULOLITICA DE Trfchodernuo sp. PARA LA 
SELECCIÓN DE LAS CONCENTRACIONES DE AGAR. 
CELULOSA MICROCRISTALINA Y TIEMPO DE 
INCUBACIÓN 28 

3.3 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE LAS 
CEPAS DE Pl .. urorus osr<eJtrus. EN UNIDADES DE ENZIMA. 
EN LA PLACA 28 

3.4 EVALUACIÓN DEL DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS 
CEPAS DE Pl .. urorus os<r,.•<us Y SELECCIÓN DE LA 
CONCENTRACIÓN DE GLUCOSA. DPMA, Y TIAMINA 29 
3.4.1 EVALUACIÓN DEL DESARROLLO VEGETATIVO DE 

LAS CEPAS DE Pl .. uroms osrre.,rus, EN UN MEDIO 
DE 2 CAPAS 29 

3.5 EVALUACIÓN DE LA CELULOSA DISUELTA EN 2 
CONCENTRACIONES DE PEPTONA Y AGUA DESTILADA, 
SOBRE EL DESARROLLO VEGETATIVO DE LA CEPA BX3 29 
3.5.1 SELECCIÓN DE LOS MEDIOS CONSIDERANDO LA 

VELOCIDAD DE DESARROLLO MICELIAL 30 
3.6 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA EN 

UNIDADES DE ENZIMA (U/I) DE LAS CEPAS DE Pleurorus 
-tre.,rus. EN CAJAS PETRI Y PLACAS DE CRISTAL 30 
3.6. 1 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA EN 

UNIDADES DE ENZIMA (U/IJ DE LAS CEPAS DE 
Pleurotus osrre•tus. EN CAJAS PETRI CON 
CELOFÁN 31 

3.7 MONTA.JE DE LA CURVA PATRÓN CON LA ENZIMA 
CELULOLITICA DE Aspersfllus nlpr 31 

IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1 SELECCIÓN DEL COLORANTE Y LA CELULOSA 32 
4.2 SELECCIÓN DEL TIEMPO DE INCUBACIÓN Y DE LAS 

CONCENTRACIONES DE CELULOSA Y AGAR 
BACTERIOLÓGICO 34 

4.3 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA, EN 
UNIDADES DE ENZIMA DE LAS CEPAS DE Pleurocus 
OStre.lllUS 38 



4.4 EVALUACIÓN DE 5 CONCENTRACIONES DE GLUCOSA. 
UNA DE DPMA Y UNA DE TIAMINA. SOBRE EL 
DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS CEPAS DE Pleurotus 
oscreatus 39 
4.4.1 EVALUACIÓN DEL DESARROLLO VEGETATIVO DE 

LAS CEPAS DE Pleurotus os<r-tus, EN UN MEDIO 
DE 2 CAPAS. EN CAJAS PETRI 39 

4.5 EVALUACIÓN DE LA CELULOSA DI SU EL TA EN 2 
CONCENTRACIONES DE PEPTONA Y AGUA DESTILADA 39 
4.5.1 SELECCIÓN DE LOS MEDIOS CONSIDERANDO LA 

VELOCIDADA DE DESARROLLO MICELIAL 44 
4.6.1 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA 

EN UNIDADES DE ENZIMA DE LAS CEPAS DE 
Pleurotus ostreJ1tus EN CAJAS PETRl Y PLACAS 
DE CRISTAL 46 

4.6.2 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA 
EN UNIDADES DE ENZIMA DE LAS CEPAS DE 
Pleurotus ostre,.tus. EN CAJAS PETRI CON PAPEL 
CELOFAN 49 

V. CONCLUSIONES 

RECOMENDACIONES 

VI. REFERENCIAS 

50 

52 

53 



RESUMEN 

Pleurocus oscre•cus (Jacq. ex Fr.) Kummer. es un hongo comestible con el cual 
se puede lograr una delignificación selectiva de los desperdicios lignocelu16sicos. 
obteniendo cepas capaces de crecer en estos subproductos utilizando 
primordialmente la lignina y dejando como material remanente un sustrato 
celulóslco apto para la alimentación de rumiantes. Para ello se han producido 
mutantes acelulollticas, las cuales ya han sido mejoradas genéticamente. Las 
cepas seleccionadas deben presentar una baja degradación de celulosa 
(acelulolit1cas) y uno de los pnncipales problemas ha sido encontrar un método 
cuantitativo que permita evaluar en forma precisa y rápida el consumo de este 
polisacárido. Para evaluar la capacidad celulolitica de las cepas de Pleurocus 
ostre .. tus. en forma cuantitativa se modificó la metodología de Aguilar G. (1991): 
donde la medición de ta actividad celulolit1ca se realizó por medio de la formación 
de un halo en cajas petri y placas de cristal. con 0.12 cm de espesor de celulosa -
agar. Para esto fue necesario probar 85 medios diferentes, que permitieron 
encontrar las condiciones óptimas. De los 85 medios evaluados. 50 favorecieron 
el desarrollo vegetativo y en los 35 restantes no se observó_ El medio quedo 
constituido con agar bacteriológico al 1.51)/o. celulosa m1crocristallna disuelta en 
agua destilada al 0.3º/o. DPMA al 1º/o y deox1colato de sodio al O 04°/o, con un 
tiempo de incubación de 11 dlas. El medio elaborado en placas de cristal es una 
buena alternativa para evaluar distintas cepas. pero presenta la desventa1a de 
contaminación por mohos y bacterias. El halo fue observado solamente en cajas 
petri. La curva patrón se realizó con diferentes concentraciones de la enzima 
Aspe ... lllus nlaer. con un coeficiente de correlación de 0.996. Las 23 cepas 
evaluadas en el medio seleccionado desarrollaron micelio. Ninguna de las cepas 
previamente clasificada como celulolltica, así como las 2 cepas control (Mo. 24 y 
Mo. 36) formo halo, probablemente porque el desarrollo del micelio no permitió 
que se observará. La técnica montada permitió evaluar la capacidad celulolitica de 
tas cepas en unidades de enzima. 
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----------------------~NTRODUCCION V ANTECEDENTES 

1.1 ALTERNATIVAS DE 
DESPERDICIOS. 

APROVECHAMIENTO PARA LOS 

Uno de Jos principales problemas que t~1éx1co presenta, es el incremento de 
desechos sólidos organices e 1norgán1cos que se originan tanto efl lo~ nUc/eos 
domésticos (resrduos ;, . .irbanos: como en zcc:as agrorndus:r;ales y forestales 
(Madinave1t1a et al. 1980 Cru.;: et al 1930. Fernar-dez y Va!enzuela, 1980 
Martlnez eral. 1984 y t\..1ata y t~·1artinez. 19881 

Entre los usos tecrncamenr!? factibles que se han destinado a este tipo ae 
residuos tenemos 

• lnc1nerac1or Este proceso es raptdo pt:rm1te reducir en forma muy 
considerable er volumen de los desechos. genera t-nergra calorífica. desprende 
gases de la combust1on y existe una aesrrucc1ón total de Ja mo/écur;:i pof1rnér1ca 

• Relleno sanitario Los desechos son ·.1ertrdos en terrenos bald1os donde luego 
son cub1er1os con tierra 
Tanto la inc1nerac1ón como el relleno sanitario. causan a ta larga efectos 
nocivos ar medio 

• P1rólisis Es un proceso endotérm1co que se lleva a cabo calentanao a altas 
temperaturas (350 a 1100 ~e) y en ausenc1u o con poco oxigeno. materiales 
organices como· madera. papel. plástico. desechos celuJósrcos los cuales 
experimentan romp1m1en!o en su estructura quirrnca. resultando gases come 
CO. CO; H: y CH 4 . acertes y liquidas orgánicos como acetona y metanol. asi 
como carbón (Escobar y f .. 1uramatsu. 1 992 ·¡ C1sneros 1984, 

Un gran porcenta1e de los desechos cole.::tados. es materia orgánica 
prmc1pa!mente y en mayor proporción de origen vegetal y en menor animal 
Existen ya propuestas para el aprovechamrento de los desperd1C;OS orgánicos 

• Proceso de composteo (regenerador de suefos '/ fertilizantes) (Cruz et al . 
1980) 

• Formulación de complementos alimenticios o como forra1es para animales 
(Madinavema et ar 1980l 

• En la fabricación oe materrales de construcc1on. mezclandose plástico con 
fibras. dando firmeza a Jos ladrrllos <Escobar y Muramarsu. 1992) 

• En la elaboración de papel de ba1a calrdad. fabrrcac1ón de texti!es. muebles. 
combustibles. productos quimrcos y producción de proteina unicelular (Cruz et 
al., 1980. De la Torre. 1981, Madinave1t1a et al.. 1980: Fernández y Valenzuela. 
1980. Bello y Ramos. 1993 y PhJ/1pp1d1s et al 1993) 



Otra alternativa para los desperdicios anm1ales y vegetales son ut1J1zarlos como 
composta y substrato en el cultivo de hongos comestibles (Martinez et al., i984: 
Martinez et al. 1993. Guzmán. 1985. Guzman et al 1993 y Mata y Martínez. 
1988) 

1.1.1 DESECHOS ANIMALES 

En el cultivo de ciertos ho:-igos como es el caso del champ11"lón (Agaricus 
bisporusi se utrl1za estiércol de caballo. vaca gallina ~olla. cerdo (conoc1dos los 
tres ült1mos como ga1:1naza. pc .. innza ,. cerdaza rec:;pect1vamente) combinados 
con sustratos l1gnocelulnJ1•.icos cci•no son pa;as de t·~igo cebadZt etc iLevanon. 
et al 1984. Shandtlya. 1976 y 1978 y Border 1993J 'I adf?mas se estan haciendo 
pruebas con huesos molidcs r.nr:c1oalmen~e de vac<Js .:::igrE:gandoselos a la 
cobertur-a (Comun1cac1on p•..o> .. scnal J 

1.1.2 DESECHOS VEGETALES 

Volvariella volvacea, Pleurotus ostreatus, Auricularia fuscosuccinea, 
Lcnt1nus edades. Calvat1a spp. y Licoperdon spp. entre otros. son hongos 
comestibles que poseen una excelente capacidad para degradar sustratos 
lignocelulósrcos como son res•duos agricolas. industriales y maderables A los 
cuerpos fructife1os de estos hcmgos. se ies considera un alimento de buena 
calidad para consumo humano y animal. además de producir sustancias como 
hormonas y enzimas. y algunos de estos hongos poseen atributos medicinales El 
matenal remanente, despues del cuU1vo de los hongos puede usarse. para eJ;o se 
compostea y se le ad1c1onan materiales con alto contenrdo de nitrógeno. como son 
los desechos de animales Una vez degraoado dicho material se convierte en un 
excelente atiene organice que puede aplicarse d1rec:amente a los campos de 
cultivo. mejorando la estructura. la capacidad de retención oe agua y el 
intercambio cat1ón1co del suero y d1sm1nuyendo su erosión De esta forma el suelo 
aumenta su potencial para la producc1ón de otros cultivos agricolas Otra 
alternativa para el sustrato de desecho, es usarlo como fuente de al1mentac16n 
animal principalmente como forra1es para ganado (Chang, 1980; Lu. 1988 
Martlnez, et al 1984. Martinez y Larqué 1990, Man1nez. et al 1993. Mata y 
Martinez. 1988. Guzman. e! a! i993. Salmones. '1994. Sélnchez y Calvo. 1994 y 
Pena y Barba. 1994J. 



-----------------------lNTROOUCClóN Y ANTECEDENTES 

1.2 ESTRUCTURA FISICA Y COMPOSICIÓN OUIMICA DE LOS 
DESPERDICIOS VEGETALES. 

Los tejidos vegetales presentan una organización celular bastante uniforme 
Generalmente. fas membranas celulares de los vcgeta!es poseen una pared 
celular tfp1ca constiturda por tres panes fundarnentafes Ja sustancia intercelular o 
lámina media la membrana prrmana y la secundarra esta ült1ma compuesta por 
tres capas S1 rcapa externa;. S2 (capa central; y S3 1capa interna" •Figuras i "! -,.. 

1 2) 

La substancia intercelular se halla entre las membranas prrmanas de células 
contiguas. y mantiene unrdas las drst1ntas celufas que forman los te11dos es 
amorfa y opt1camente inactiva (1sótropa 1 Se cornpcne pr1nc1palmente de un 
compuesto péctrco que posiblemente esta combinado con calcio En ros teJidos 
letiosos se halla l1gn1ficado En ros te11dos adultos la sustancia intercelular es dificil 
de identificar En la lam1nr//a media se encuentran casi toda la l1gmna cuya 
proporción disminuye conforme se acerca al lúmen 

La membrana pnmarra o pared primaria es la prrmera pared celular verdadera 
que se desarrolla en una célula JOven En muchas células es la Un1ca pared que 
se desarrolla. ya que la laminilla media se considera sustancia intercelular y no 
una pared propiamente dicha Contiene celulosa. hemicelulosa y alguna pectina. 
puede lignificarse Debido a la presencia de celulosa la memt.•rana es anisótropa 
puesto que dicha membrana se forma antes de que la célula haya ae1adc de 
crecer. 

Como su nombre lo 1nd1ca la membrana secundana sigue a Ja orrrr.ar1a en orden 
de aparrc•ón Consta principalmente de celulcsa o de mezclas variables de 
celulosa y hem1celulosas. pero puede ser modificada por acumutac1on de !1gnina y 
otras substancias diversas Debido a 1a elevada proporción de celulosa. 1a 
membrana secundaria es fuertemente anisótropa. destaca su complejidad 
estructural y su ausencia de homogeneidad Por Jo general la capa 82 fcapa 
central} es la de mayor espesor comparada con !a pared pnrnarra. la larnin11!a 
media y las otras dos capas rs1 fcapa externa) y S3 [capa interna] J La pared 
secundaria contiene muy poca l1gnina A cada capa de la pared secundarra se 
adhieren la celulosa y cantidades mínimas de otros constituyentes formando 
estructuras longrtud1nales llamadas m1crofibnllas. dentro de cada una de las 
cuales se encuentran las móleculas lrneares de celulosa unidas latera:mente por 
puentes de hidrógeno y por fuerzas de Van der VVaals El espesor de las 
membranas celulares vana segt.in la edad y tipo de la célula 



----------------------------- ---- - -----
Los desperd1cros vegetales están compuestos princicalmente de 3 tipos de 
b1opo1imeros l1gnina (4-25º/=) hem1celulosa e 10-3Qº,:;; y celulosa < 35-SO~ó) 

conoc•dos como comple1os 1tgnocelu!os1ccs éstos son los constitu,.-entes mas 
1mponantes de los te11dos vegetales 

La l1gnina se encuentra asociada con la celulosa formando una barrera de drficd 
degradac1on Los desechos agr1co.as contienen alta$ proporciones de estos 
compleJOS. por ello a~ utllizarlos de 'Tlanera directa er-, la al1mentac16n animal no 
presentan un aumento stgnif"1cat11,10 er. Ja ganancia e~. peso por su ba1a 
d1gest1bd1dad ya que la J1gnma actua COrT'O barrer.:1 •rifranqL..eable para :a 
utl/lzac1ón de ta celulosa. compi..est:::> de 1mponanc1a e" ·a d eta ce cs. ar" .,,~'es 
(Guzman 1985j a la vez se co-is1aera a la l1gnir.a como una gran fuente Ce 
energ1a de ba1a d1sponibdioaa 

La flgrnna es una molécula po!tfe:iolica ::on estructura tr·o1mens1ona1 es un 
material amorfo. formado por mcnomeros aromatices v <lltamente ram;f1cado. esta 
formada a base de ta polrmer1zac1on de alcoholes oolrhdrox1c1namrcos Se Je 
encuentra depositada alrededor de la celL.;i-:;:sa dándole una gran resistencia a los 
tejidos •1egetales Por ello actua como barrera física y cuim1ca para evitar el 
ataque m1c{Ob1ano y la acc1:)n de fas e:'"IZ1mas celuloliti::as 1Qe ta Torre 1981) 

La llgn1na puede estar presente en !as 3 capas de la membrana 1a lámina media 
la pared primaria (membrana pnmana) y la pared secunoar1a (membrana 
secundaria) La llgn1ficac16n se 1n1c1a en ra membrana pnmana. en Ja porción 
adyacente a los engrosamrentos angulares de la lamina media. y luego se 
extiende a la capa intercelular y a la membrana cr1mana en general En la 
membrana secundaria fa l1gnrficac1ón q~eda muy por debaJO con respecto a la 
slntesis de celulosa y otros pclisacándos En los teJidos ler'"losos 1a lám!na media y 
la membrana primaria son más l1gnrf1cadas que la membrana secundarra 

La hem1celulosa es una mezcla comple¡a de polisacáridos conteniendo 
básicamente xilosa. galactosa. manosa. arabinosa y ácidos urónicos de glucosa y 
galactosa. A los enlaces entre ellos. se le considera menos resistente tanto a los 
tratamientos quimicos como físicos 

La celulosa es la macromolécula orgánica más abundante de la Tierra Se 
encuentra abundantemente en los vegetales como parte de su estructura basica y 
constituye la pared celular de éstos La molécula de celulosa es un homopollmero 
lineal formado por unidades de anhidro O- glucosa unidas por enlaces p (1-4) 
glucosid1cos, es un material cnstahno. rigrdo. La celulosa esta femadas por 
cadenas lineales hasta de 3000 unidades de glucosa (Figura 1 .2). estas cadenas 
se disponen ya sea al azar en la pared celular de la planta, constituyendo la 
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celulosa amaña. o bien agrupadas en m1crofibnllas. formando la celulosa 
cristalina, en esta las cadenas se mantienen unidas por enlaces de hidrógeno y 
fuerzas de Van der Waals. estas uniones 1mp1den el acceso de la enzima celulasa 
a la región central de las cadenas de celulosa (Deacon. 1988 y Coughlan, 1990) 
La celulosa además de ser el componente principal de los vegetales forma parte 
de algunos tnvertebrados como material extracelular 

La hidróhsis completa de la celulosa con ácidos concentrados produce únicamente 
O- glucosa. pero ta h1dr6hs1s parcial produce el d1sacár1do reductor celobaosa. cuyo 
enlace entre las unidades de O- glucosa es 1' ~ '1-4) (Lennmger. 1985) 

Las celulosas nativas presentan diferentes grados de cnstal1n1dad La hidrólisis 
enzimática de este pohsacando requiere de un comp1e10 enz1mát1co integrado por 
3 clases de enzimas. capaces de romper los enlaces gl1cosíd1cos n (1-4). 
conocidas como endoglucanasa. ex.oglucanasa y l" -gtuco51dasa {De la Torre. 
1981) Los rumiantes (vacas ove1as. cebras. 11rafas etc). pueden utilizar la 
celulosa como alimento. ya que las bacterias presentes en su rumen producen la 
enzima cetulasa. que h1drohza la celulosa a O-glucosa. sin embargo como ya se 
menciono su d1gest1b1hdad es ba¡a 

Aunque la celulosa posee elevada afinidad por el agua. es completamente 
insoluble en ella. Los denvados sustituidos de la celulosa se forman por 
reemplazo del hidrógeno de los grupos hidroxilos pnmanos y secundarios de la 
celulosa con los grupos reactivos tales como metil. etll h1drox1et1\. y cart>ox1metit 
La adición de estos grupos hace a la celulosa menos cnstahna y mas soluble en 
agua. en proporción al grado de sustitución y a la capacidad de solvatac16n de los 
grupos sust1tuyentes La celulosa m1crocnstahna, seca y blanca conocida con el 
nombre de Av1cel es soluble en bases diluidas e insoluble en ac1dos d1\u1dos 
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FIGURA 1 1 ESTRUCTURA DE LA. ~.·Er.19RANA EN LA FIBRA DEL ;.LGODÓN •,Al 
SEGMENTO TELESCOPIZAOO Y (8) SECCIÓN TRANSVERSAL DE LA FIBRA 
MOSTRA""lDO LA RELACIÓN ESP,.:.,CIAL DE LAS OiSTINTAS CAPAS Y LA 
ORIENTACIÓN DE LAS MlCROFIBRILLAS EN LAS MISMAS íC) LA MEMBR~NA 
PRIMARIA TIENE UNA ESTRUCTURA M!CROPlLAR P.ETICULAOA LA CAPA 
EXTERIOR DE LA MEr.1BRANA SECUNDARIA COMBINA LA ORIENTACIÓN 
RETICULADA CON LA PARALELA DE LAS MICROFIBRlLLAS Y LA PRIMERA 
CAPA CENTRAL DE LA MEr.rnRANA SECUNDARIA TIENEN UNA ESTRUCTURA 
MICROPIL.AR PREDOMINANTEMENTE PARALELA (ESAU 1985\ 
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ESQUEMA DE LA ESTRUCTURA OE LA MEMBRANA CELULAR LA f'"1BRA CA) TIENE 
UNA MEMBRANA SECUNOAPIA DE TRES CAPAS (0) EN UN FRAGME~'TO DE LA 
CAPA CENTRAL CE ESTA MEMBRANA (C) LAS MACROFlBRlLL.AS !EN BLANCO) 
CONSTAN OE NUMEROSAS MICROFIBRILLAS ;EN BLANCO) (0) DE CELULOSA 
ENTREMEZCLADAS CON MICROPOROSIOAOES fEN NEGRO) OUE CONTIENEN 
COMPUESTOS NO CELULOSICOS LAS MICROFIBRILLAS COMPUESTAS DE 
FIBRILLAS ELEMENTALES (MICEL.AS¡ ESTAN FORMADAS POR HA.CES DE 
MOLE.CUW-.5 DE CELULOSA. PARCIALMENTE DISPUESTAS EN RETICULOS 
TRIDIMENSIONALES ORDENADOS LAS MICEL.AS (El SON CRISTALINAS DEBIDO AL 
ESP.-.ClAOO REGULAR DE LOS RESTOS DE GLUCOSA <DOS UNIDADES DE 
CELULOSA) (F) ESTOS RESTOS ESTAN CONECTADOS POR ENLACES ll--1.4-
GLUCOSIDICOS 1005 RADICALES DE GLUCOSA) (G) (ESAU. 1985) 



1.3 MÉTODOS PARA LA DELIGNIFICACIÓN DE LOS 
DESPERDICIOS LIGNOCELULÓSICOS. 

La utihzac16n de los desperdicios vegetales reviste gran importancia debido al 
papel que JUegan las plantas como principales productores de b1omasa en el 
planeta (Leal. 1980b) Existen 3 métodos para deligmficar los desperdicios 
vegetales: tratamientos físicos como son moliendas, radiaciones, tratamientos 
qufm1cos con sustancias alc<ilinas (NH_,. NaOH. NH ... entre otros) o con ácidos 
fuertes o diluidos (HF. HCI. H~SO,) (Han y Calllhan. 1974 y BlazeJ y Kos1k. 1993). 
solos o en combmac1ones. es posible drsminu1r el contenido de llgnina de tos 
desperd1c1os l1gnocetul6s1cos causando aumento en la drgest1b1t1dad, pero 
presentando las s1gu1entes desventa1as no son económicos porque gastan 
mucha agua para sus lavados. alto consumo de energla, además de problemas 
de contaminación (BlazeJ y Kos1k, 1993) Otra alternativa para degradar a estos 
polisacaridos ocurre de forma natural por descompos1ci6n enzimática por ciertos 
microorganismo. entre ellos se incluyen bacterias aerobias (Cellulomonas sp, 
Cellvlbrlo sp, Mlcroblspora blspor~. etc) y anaerobias CAcetlvlbrlo 
cellulolyclcus, Baict.eroldes cellulosolvens, etc.) y los hongos que ocupan una 
gran variedad de hábitats (Coughlan. 1990 y Ahmedova, 1991 ) Estos hongos se 
han clasificado dentro de 3 categorlas Hongos de la pudrición blanda. hongos de 
la pudrición oscura y hongos de la pudrición blanca de acuerdo a su capacidad de 
degradación (Eriksson. 1988 y Ahmedova, 1991 ). 

Los hongos de la pudrición blanda pertenecen pnmord1almente a las clases de los 
Ascomyceces y Deuteromycetes. Son hongos celuloliticos poco especializados 
de los Géneros Chaietomium, Cer~tocyscts, Phl.-lophorai. etc., son activos sólo 
en la madera con un alto contenido de agua. degradan celulosü y hem1celulosa 
pero no lignina. y penetran en la capa 52 de las paredes donde producen 
cavidades romboides típicas La pudrición es limitada y está estrechamente 
relacionada con las h1fas. ya que las celulasas no se difunden libremente en la 
madera. quedando como resultado un desecho blando (madera), de ah! que se 
les llame hongos de la pudrición blanda. 

Dentro de los hongos de la pudrición oscura o café pertenecen a la clase de los 
Baaidiomycotea; por ejemplo: Plptoporus becullnus, Conlophorai pute.an.11, 
Lentlnus lepldeus, Lenzltes sepl.arla entre otros, pero al igual que los hongos de 
la pudrición blanda, degradan celulosa y hem1celulosa. y sólo causan ligeras 
alteraciones en la molécula de la lignina dejando una capa de color café (de ahl el 
nombre de pudrición café). Sin embargo, probablemente modifican la estructura 
de la lignina, al menos al grado de que ya no forma complejos quimicos con la 
celulosa. Estos hongos ocasionan una pudrición difusa y generalizada al crecer 
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principalmente en el lumen celular próximo a la capa S2 Estudios recientes han 
demostrado que degrndan la celulosa por procesos ox1dat1vos no enz1rnát1cos que 
implican la acción de iones H 20 2 y Fe·· 

Los hongos de la pudnc16n blanca o llgnicola. utilizan celulosa. hemicelulosa y 
hgn1na más o menos en forma simultanea. la madera adquiere una colorac16n 
clara durante la descompos1c1on Tienen varios patrones de colorac1ón de la 
madera. oero cuando están presentes en el lumen de la célula ocasionan una 
descomoos1c1on progrcsrv<l de ias capas de Ja pared que comienzan en ~a capa 
53 y luego se extienden hilc1a et ex1erior Dentro Ce este tipo de hongos. los 
Bas1d1om1cetos son sin luga• ;:1 dudas los rn;:ts ··!f1.:1entes (~n relación a su 
capacidad deltgnificante :;on c<ipaces de degradarla µarc1a1rnente tK1rk y Shinada, 
1985 Oeacon. 1988 y Coughlan 1990.> Especies del qt:!'nero Pleurocus. ofrecen 
muchas pos1b1l1dades oara del1gn1f1car los desectios a~v·co1as i tcrestalcs 't 
producir un alimento con alto contenido proteico 1Guzman 19851 

La especie mas conocida ae este genero es Pleurocus. oscre.a:cus, es un hongo 
saprob10 que crece naturalmente sob~e troncc·s de arooles rnuerlos y muy 
raramente sobre árboles 111vo-s (Guzman. 1977; Es capaz de degradar 
simultáneamente l1gnma. celulosa y hem1celulosa (Zacrazll. 1984) Posee una 
amplia gama de enzimas. celulasa (endoglucanasa. celob1osas 1 hern1celulasa 
(xilanasas) y l1gninasas (lacasas perox1dasas. llgninasas). las cuales tornan parte 
activa en la degradacron de Jos materiales 1ignocelulós1cos c.t' ... hmedo1Ja 1991 ! 
Pleurocus os.creac:us es uno de los 4 hongo mas importantes cultivados 
comercialmente a nivel mundial (Chang y Miles 1989) En nuestro pa1s representa 
una alternativa para satisfacer fa demanda de necesidades nutncionales dado su 
alto conten1ao proteico y ademas utilizando los residuos agro1ndustrrales que 
representan en algunos s1t1os serios oroblenias de contarn1nac1ó"l Sus 
esporoforos son co1nest1oles de olor y sa::ior ayradaole En ~ .. 1ex1co Pleurocu~ 
ostreac:us. se conoce con los s19urentes nombres comunes seta oreJ.:t dc:.: p~lu 
oreJa de izote. ore¡a blanca ~ongo de cazanua!e y hor.go de b3gazo cGuzrnán, 
1985. Martinez et al 1985i 

1 A MORFOLOGiA Y CICLO DE VIDA DE Pleurotus ostreatus. 

El cuerpo fructifero con forma irregular esta formado por el estípite (pie¡ pileo 
(sombrero) y por el h1men10 (laminas! 
El estlpite mide 20·30 X 10·20 mm. puede ser corto oblicuo excentnco lateral o 
en algunos casos ausente y su base puede ser pilosa. lisa. hurneaa o ligeramente 
viscosa de color blanco o amanilento. por lo general es concrescente 1todos nacen 
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de una base común) El pileo mide de 5 a 15 cm de diámetro. su forma puede ser 
espatulada. de concha (en forma de ostra). de abanico. convexa al pr1nc1p10. 
después lana. liso. o ligeramente deprimido. frecuentemente ondulada con el 
margen lobulado o agrietado. su color es variable (dependierdo de las 
condiciones del cultivo) negro violilceo. pardo cen.ciento ahumado, gris. gns­
azuloso. gns oscuro. cafe. café oscuro café-gnsélceo pero palidece al secarse. su 
textura puede ser hsn. a veces algo escamosa hacia el centro o base El h1menio 
(parte fértil del hongoJ s.e l::Jcal·;:::J deba10 de1 píleo ·1 esta formado por láminas 
estrechas éelgadns. aecurrentes. blancas o grisaceas con un ligero refleio rosado 
En ellas se producen 1~s t:'a$1d,cis 1cs cua;cs s-:.•n cst:- 1-!C~u:-as espec•a 11zadns que 
prodL,cer. esporas •ba5·:!1osporas1 Las esooras s-::;n i1sas. subcilindnca'S de 
forma ehpso1dal de 75-11 X 3-4 ~1. de color illa en :'T'.as.a (Kneger. i9037 Zadrazi! 
1974 Eger. 1978 Chang y Miles. 1989) 

Pleurotus ostreatus oertenece a la clase de los Bas1d1om1cetos definida 
generain-iente por formar 4 esporas sexuales. la esporulac16n de Pleurotus 
ost:re~tus produce esporas haploides con 4 tipos de compat1b11tdad. las cuales 
germinan para formar el m1cei•O rnonocar16t1co por medio de d1v1s1ones rn1tót1cas 
Este micelio puede permanecer en la fase vegetati'.Ja por tiempo indefinido. si se 
dan las cond1c1ones apropiadas de luz tempe~atura o humedad relativa del medio 
Para cambiar a la fase reproductl',,.a debe de haber apareamiento entre 
monocanott:!S cornpat1btes para formar m1cel10 d1can6t1co Este baio cond1c1ones 
adecuadas. se aglutina para dar origen a los primordios los cuales al 
desarrollarse forman el cuerpo fructífero CAlexopoulos. 1979. Chang y Miles. 
1969). 

El micelio de la mayoría de los bas1diom1ce~os pasa por 3 estados d1st1ntos de 
desarrollo pnmano. secundario y terciana para que el hongo complete su ciclo de 
vida El m1ceho primario generalmente se desarrolla a partir de la bas1d1ospora_ Al 
pnnc1p10 puede ser mult1nucleada ya que el núcleo o los núcleos de la 
bas1d1ospora se d1v1den muchas veces a medida que el tubo germinat1vo emerge 
de la espora ¡ comienza a crecer sin producir septas. La fase mult1nucleada es 
corta porque se forman tabiques que d1v1den al m1cet10 en células uninucleadas. El 
micelio secundario se origina del m1cel10 pnrnano Las células son tip1carnente 
binucleadas. El estado binucleado comienza cuando se fusionan los protoplastos 
de 2 células uninuc!eadas. sin que haya rne1os1s despues de 1a m1tos1s La célula 
bmucleada que asi se forma produce una ram1ficacion a la cual emigra el par 
nuclear. los 2 núcleos se dividen con¡ugadamente. y los núcleos hermanos se 
distribuyen en 2 células h1¡as para m1c1ar el m1ce110 b1nuclear El m1ce\10 terciario 
esta representado por los tepdos especializados que se originan para formar los 
espor6foros de los bas1d1om1cetos Los bas1d1om1cetos producen bas1d1os en 
cuerpos fructíferos altamente organizados de vanos tipos. El bas1d10 se angina 
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como célula terminal de una hifa binucleada y se encuentra separado de la misma 
por un tabique a cuyo lado generalmente se encuentra una flbula. Al principio el 
basidio es angosto y corto, pronto se agranda y se hace más ancha. En tanto 
tienen lugar estos cambios externos, dentro del basidio joven se fusionan los 
núcleos (Cariogamia) y el núcleo zigótico pronto sufre meiosis, dando lugar a 4 
núcleos haploides. Entre tanto emergen 4 esterigmas en el extremo del basidio y 
sus extremos se agrandan para formar los esbozos de las basidiosporas, los 4 
núcleos pasan a los jóvenes basidiosporas. que van a completar su desarrollo 
como células uninucleadas haploides (Figura 1. 3) (Eugenio y Anderson. 1968; 
Alexopoulos, 1979, Martlnez. et al. 1993 y Herrera y Ulloa, 1990). 
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FIGURA. 1.3: CICLO DE VIDA DEL HONGO COMESTIBLE 
Pleurotus ostreatus (RAMIREZ. 1989). 

FASE REPRODUCTIVA 

FASE VEGETATIVA 
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1.5 ESTUDIOS REALIZADOS CON Pleurotus ostreatus. 

Este hongo ha sido estudiado desde vanos aspectos: como su ciclo de vida. 
patrones de sexualidad (Herrera. 1990) compos1c1ón quim1ca. a1slam1ento de 
sustancias importantes como es el ergosterol (Trigos y Martlnez. 1992). 
Mejoramiento genético H1bridac16n o entrecruzamiento de cepas; (l'..1artinez. 
19B8b: Sobal y Manlnez. 1988: Alcántara. 1990. FaJardo. 1990. Padilla. 1990) 
fusión de protoplastos y ded1cariotización (obtención de neohaplontes). (Leal. 
1980a). además de la obtención de mutantes selectivas para degradar Ja llgnina 
(Ramirez. 1989L asi como el cultivo de este hongo en diversos sustratos, en 
donde la mayor parte de estas invest1gac1ones se han basado solo 
exclusivamente en la producción de esporóforos (Guzmán 1985: Morales. 1987: 
Martinez. et al.. 1985 y 1988a. Soto. et al 1989. R1nker. 1991 Brs"ko y Bday. 
1992: Ginterova. et al 1992: Guzmán. et al 1993. Pérez y Alfara. 1994 y 
Villaser'\or. et al. 1994). éstos sustratos se pueden clasificar en 6 categorias 

1) Pajas de· cártamo. cebada, sorgo. trigo. avena. centeno. am"1ranto. arroz y 
zacate en general. 

2) Rastrojos de: malz. miJo. garbanzo. fnJOI 
3) Pulpas de· café. cardamomo. cacao 
4) Bagazos de· car'\a de azúcar. citronela, maguey tequilero. mezcal. henequén, 

zanahoria. 
5) Forestales como: aserrín, viruta (pino, encino) madera de cazahuate. troncos, 

ramas. polocote (maleza) y hojarasca de parques y jardines. 
6) Otros: papel. alote y tamo de maiz. fibra de coco. lino acuático. hojas y tallos 

(car"\ones) de plátano. residuo de girasol. orégano. pencas de nopal. cáscara de 
cacahuate. desechos de la industria textil. lino y algodón y de la industria de 
extracción de aceites esenciales. (ho1as) zacate limón. canela y p1m1enta negra 

1.6 SISTEMA CELULOLfTICO FUNGf 

Los hongos celulnlít1cos (pudrición blanda. blanca y oscura) tiene la capacidad de 
b1odegradar la celulosa presente en los materrales vegetales 
Esta b1odegradac1ón requiere de un sistema de enzimas extracelulares 
denominadas celulasas o más precisamente como complejo celulasa. 
El comple¡o celulolit1co extracelular esta compuesto por 3 grupos de enzimas 
conocidas como ., 4-íi-0-glucano glucanohtdrolasa (endoglucanasa). 1 .4-p-0-
glucan celob1oh1drolasas (exoglucanasa) y P-0-glucoside glucoh1drolasa ( j"l­
glucosidasa) (Figura 1.4). 
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La endoglucanasa rompe las cadenas de celulosa para formar varias moléculas 
como el dimero celobiosa y el trímero celotnosa, fuego la r\-glucosidasa rompe a 
la celobiosa para formar glucosa. la cual e!:. asimilada por la célula Sin embargo la 
celulosa cristalina natural requiere una tercera enzima. la exo-t)-glucanasa, que 
separa unidades sucesivas de 2 azúcares (celob1osa) de los extremos de las 
cadenas de celulosa. es una enzima con fecuencaa mucho más restringida, ya que 
muchos hongos producen la endoenz1ma y la fi-glucos1dasa. pero muy pocos 
producen las exoenz1mas y por lo tanto son incapaces de degradar la celulosa 
cristalina. Tales hongos incluyen los generas Trichoderma spp., Ch.aecomium. y 
tos Basldlomycodna y Ascomycodn.a (Deacon. 1988. Enksson. 1978. Coughlan. 
1988 y 1990; Ph11tpp1d1s. 1993). 

DEGRADACIÓN ENZIMÁTICA 

Celulosa 

ce1orosa 

exo-p-i .4-glueanasa 
endo-p-1 ,4-glucanasa 

1 ¡!-0-glucosidasa 

Glucosa 

FIGURA 1.4: COMPLEJO CELULASA (DEACON, 1988). 
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1.7 OBJETIVO. 

Este trabajo esta enmarcado dentro de un proyecto global, donde se han 
producido mutantes acelulollt1cas del hongo comestible Pleurocu• ostreaicus, con 
la finalidad de lograr una dellgn1ficac16n selectiva de los desperdicios 
lignocelul6s1cos. obteniendo cepas capaces de crecer en estos subproductos 
utilizando primordialmente la lign1na y dejando como material remanente un 
sustrato celulósico apto para la alimentación de rumiantes. Para esto las mutantes 
acelulollticas. han sido mejoradas genéticamente (Ramlrez. 1989; Alcantarál, 1990 
y Padilla, 1990). Las cepas seleccionadas deben presentar un consumo muy bajo 
de celulosa (acelulollticas). Uno de los principales problemas ha sido encontrar un 
método cuantitativo que permita evaluar en forma precisa y répida el consumo de 
este polisacárido (Fajardo. 1990). Por lo anterior en el objetivo de este trabajo se 
planteo el montaje de una técnica que permita evaluar ta capacidad celulolit1ca de 
diferentes cepas hlbndas de Pleurotus ostreatus de manera cuantitativa. 
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--------------------------MATERIALES V METODOS 

2.1 CEPAS FUNGJCAS. 

Las cepas evaluadas de Pleurocus oscre.11cus son hlbridos. que se encuentran 
depositadas en el cepano del Departamento de Alimentos y Biotecnologfa de la 
Facultad de Oulm1ca de la UNAM. Las cepas fueron conservadas por resiembras 
periódicas en un medio de extracto de malta agar (Cuadro 2.1 ). 

CUADRO 2.1: ORIGEN Y CAPACIDAD PARA CONSUMIR CELULOSA DE LAS 
CEPAS DE Pteuroc:us ostre.11eus. 

Cepas Consumo Origen 
de celulosa 

p 214 C-
p 215 e-
p 216 e-
P217 C- Cepas dicariotícas de Pleurocus oscreac:us 
p 218 e- provenientes de Ja cruza entre la mutante 
p 219 c- (C·) 56 H1N1 y et monocariote silvestre 
p 220 C- Mo.24. 
P221 e-
p 222 C-
p 223 C-
p 813 C- Cepas dicarioticas de Pleurocus osc:reacus 
p 816 C- provenientes de la cruza entre la mutante 

(C-l 9 H4N2 v el monoariote silvestre Mo.36 
P404 C+ 
P406 C+ 
P409 C+ Cepas monocarioticas silvestres (C+) de 
p 411 C+ Pleurorus osrreatus 
P412 C+ 
P417 C+ 
P407" C+ Monocanote silvestre 

(Mo. 24) 
P408" C+ Monocariote silvestre 

(Mo. 36) 
p 14" C+ Hlbrido dicariote obtenido por el Dr. Leal. 
(8x3) 
IAP" C+ Cepa comercial 
PIS" C+ Cepa comercial 

e- acelulolftica C+ celulolitica '"' cepas control 
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2.2 MEDIOS UTILIZADOS PARA EL DESARROLLO y 
CARACTERIZACIÓN DE LAS CEPAS 

2.2.1 MEDIO DE EXTRACTO DE MALTAAGAR. 

Para preparar 500 mi de medio de extracto de malta agar. se pesó 10 g (2%>) de 
agar bacteriol6g1co y 7 5 g {1 5°/o) de extracto de malta y se colocó en un matraz 
Erlenmeyer de un htro de capacidad Se ad1c1ono 500 mi de agua destilada 
gradualmente procurando disohter los reacti...,os. se tapo con hule espuma y papel 
alumin10, y se dejo reposar durante 20 minutos Posteriormente, se esterilizo en 
autoclave a 121•c y 15 libras de presión durante 30 minutos A contmuac16n se 
vacio 20 mi del med10 estén\ en ca1as petn de plástico de 9 cm de diámetro. Una 
vez solidificado el medio se guardaron las ca1as petn en bolsas de pohetileno. con 
el medio invertido, para evitar contarn1naciones. asi como. condensación de agua 
y deshidratación del medio. En esta posición el medio se incubo a 28ºC y después 
de 3 dlas se revisaron y desecharon aquellas que presentaron crecimiento alguno 
de bacterias y/o mohos. 

2.2.1.1 INOCULACIÓN DEL MEDIO. 

En ª' medio libre de cualquier contaminación se procedió a su inoculación con las 
cepas (Tabla 2.1). Para ello con la ayuda de un asa de siembra previamente 
esterilizada al mechero. se cortaron fragmentos aproximadamente de 0.5 X 0.5 
cm de lado de agar con micelio del perímetro de una colonia en crecimiento. En 
condiciones estériles se transfirieron 4 inoculas de la m1srna cepa a una caja petri 
con medio de extracto de malta. y se incubo a 28ºC. Después de 3 dias se 
revisaron y eliminaron aquellas que presentaron contaminac16n Todas las cajas 
que presentaron crecimiento normal se incubaron nuevamente ba10 las mismas 
condiciones. hasta que el desarrollo vegetativo invadió totalmente la caja (7 a 1 O 
dlas). 

2.2.2 MEDIO DE EXTRACTO DE MALTA DEPROTEINADO CDPMA). 

Para preparar una solución concentrada de extracto de malta deproteinado Se 
pesaron 10 g de extracto de malta y se disolvieron en 1000 mi de agua destilada. 
se midió el pH de la solución y se elevo 1. 5 unidades con una solución de NaOH 
1N. ajustándose a un pH de 7.3 :r 0.1. Después se adiciono 0.7 g de CaCl2 .•2H2 0 
y se esterilizo en autoclave a 121•c y 15 libras de presión durante 20 minutos. 
Una vez frie se filtro para eliminar las proteinas. con lo cual se obtuvo un medio de 
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baja concentración de nitrógeno. Finalmente se esterilizó nuevamente durante 10 
minutos para evitar que se contaminara hasta su uso 

2.2.3 MEDIO DE SALES MINERALES (PRIMERA CAPA) 

Para preparar un litro de la solución de sales minerales se disolvieron en 500 mi 
de agua destilada. las siguientes sales en et orden 1nd1cado (Cuadro 2 2). 

CUADRO 2.2: ELABORACIÓN DE LA SOLUCIÓN DE SALES 
MINERALES. 

Sales Cantidad 
mrnerales (g) 

NH,H2 PO, 4.0000 
K,HPO, 0.2000 
KH 2 PO, 0.8000 
ZnS0.•7H,;-0 0.0044 
MnS0,•4H2 0 0.0050 
CuS0,•5H2 0 

1 

0.0010 
FeNH 4 CeH5 01 o 0050 
CaCl2 0.0200 
MgS0,•7H2 0 0.8900 

Las últimas 2 sales se disolvieron por separado e integraron al volumen total de 1 
litro. 

Para preparar el medio se ajusto el pH de la solución de sales a 4.5 y se 
adidonaron 20 g de agar bacteriológico por cada litro de medio. Después de 
disolver el medio, se dejo reposar durante 20 minutos y estenlizo en autoclave a 
121•c y 15 libras de presión durante 15 minutos. A continuación se vacfo 10 mi 
del medio en cada caja petri desechable. Cuando solidificaron se guardaron en 
bolsas e incubaron como se menciono anteriormente. 
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2.2.4 PRETRATAMIENTO DE LA CELULOSA POR EL MÉTODO 
WALSETH (CELULOSA MICROCRISTALINA Y 
CARBOXIMETIL CELULOSA). 

Con este método la celuh:>sa se somete a un tratamiento ác1ao para que ésta se 
pueda hidratar y obtener una s:.Jspens1on homogénea 

Para preparar celulosa por 01 metodo \~Jai~eth r 1952: 4 e -:le celulosa 
m1crocristaltna o carooxrmetd ce:ulosa y 5 i r-i: Ge a e.do L:isforicc se- de¡aron ent'r,¿¡r 
en el congelador durant·~ 30 mi:¡utos Pos.~er1crrr.ente se ni~.z:c!aron gradualmente, 
con la ayuda de un agitador p·~c;ueñas cantidades d~ ce!u:osa ·'!· ácido fvsfór:co en 
un vaso de prcc1pitod-:Js co:oc;tdO •"!n ut~ b~no ce h1;:-!o para obtene:-- una mezc!a 
homogénea libre de grur.~o~. E~t<l opecacion ::;e c.ont1r.uo has?~ que ~od;i l<i 
celulosa se mcorporo en una mezcla homogene.:i CO:"\ e: acido La rr:e~cla se de10 
enfriar por 2 horas y desoL~·..:s se 11cúo c~:m 500 rr:; de agua destdaCa y se filtro al 
vacio para eliminar el exceso de acido El prec1p1tado obten~::o de !a celulosa se 
desprendió con una espatula y se lavo 7 vecl!s mas de la rn1smn mar.era 
Después del Ultimo lavado. se colocó en 500 fT"I de solución de carbonato de 
sodio al 1e10 y se dejó reoosar por 12 horas, para net...:trahzar el e)(ceso de acidez. 
A contmuac1ón se lavó 3 veces mas con agua destilada de 1gua1 forma 

2.2.4.1 CELULOSA SUSPENDIDA 
ACETATO DE SODIO. 

EN AMORTIGUADOR DE 

A la celulosa tratada por el método \/Valseth se le determinó la humedad y se 
suspendió en 100 mi de amortrguador ce acetatos de sodio O 1 t-.. 1 pH 5 Una vez 
que se conoc16 la humedad se le ad1c1on6 la cantidad necesaria de amortiguador 
para obtener una solución de celulosa al 1 e,:, 

2.2.4.2 CELULOSA SUSPENDIDA EN PEPTONA AL 0.05 Y 0.1'% Y 
AGUA DESTILADA 

Para obtener una solución homogénea la celulosa se disolvió en 100 mi de 
peptona al 0.05, 0.1°/a, o agua destilada. para esto se le determinó la humedad al 
precipitado y se le adicionó la cantidad necesaria para obtener la solución al 1 % 
de celulosa 
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2.3 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE LAS 
CEPAS DE Pleurotus oscreatus. EN PLACAS DE CRISTAL. 

Para evaluar la capacidad celulolít1ca en fcrrna cuantitativa de las diferentes cepas 
por medio de halos fue necesario probar diferentes variables que perm1t1eran 
encontrar las cond1c1ones óptimas para el ob1et1vo principal 

2.3. 1 PREPARACIÓN DE PLACAS DE 5X5 cm CON CELULOSA 
TRATADA POR EL METODO WALSETH 

Para preparar la placa. se peso O 35 g de agar bactenológico y se disolv16 en 33 
ml de amortiguador de acetatos O 1 M pH 5 O Esta mezcla se calentó hasta la 
completa disoluc16n del agar Una vez disuelto el agar se adiciono 2 mi de la 
solución de celulosa (tratada por el metodo VValseth) al 1°10, se ag•tó y vertió 2 mi 
de esta solución en una placa de cristal de 5X5 cm de lado y se deJó solid1ficar. 

2.3. 1. 1 TINCIÓN DE LA CELULOSA 

Para ter\lr ta celulosa se utihzaron los siguientes colorantes· 

Comerciales marca Mariposa 
Café 
Negro 
Violeta. 

• Culmicamente puros 
Azul brillante de remazol 
Ro10 de rutenio 

Las placas con la celulosa solidificada. se tineron con una solución al 0.05°/o de 
cada uno de los colorantes durante 30 minutos. de1andose sumergidas en un 
recipiente con suficiente soluc16n del colorante. posteriormente se lavaron hasta 
que el agua del lavado se observó incolora. 

2.3. 1 .2 EVALUACIÓN DE HALOS CON LA ENZIMA CELULOLITICA 
DE Trichoderma sp. 

A cada placa se le realizó un pozo con una punta Gilson de 0.9 cm de diámetro. y 
se inoculó con 40 ~ti de una enzima concentrada de Trlchoderma. sp. Se 
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evaluaron 3 diferentes tiempos de incubación ( 1. 3 y 5 horas), a 2s•c. con sus 
respectivos tnpl1cados. 

2.3.2 PREPARACIÓN DE PLACAS Y SELECCIÓN DE LAS 
CONCENTRACIONES DE AGAR Y CELULOSA. 

'Jna vez eiegi=a la me!or celu\os3 l el co\crante:. se procedieron a preparar placas 
de cristal de "17X"l7 crr. de lado 

Se probar~n .::-: cor::entrac1or-.E:"s d€! ago.r :: ~5. O 37S y O 5 g) y cada una se 
disolv1eoon po~ .::zi:~r.:;:iri1~nto en 5 concentrc:-ic1ones de ce!..;1csa. tratada por el 
método V/a!seth 1,0--:. O 2. Q::;. OA "I C 5 r-.'OJ Pa~a completar el ·.10'.u:":1en total se 
ad1c1onaror 3~ .5. 28 24 5. 2 1. y 17 5 ml de 3mort1guaoco ce acetatos 
respectivamen:e Un<l .... ez que so;:d1flc.::.ron se t1f'.ercn dura:-.tc 2:) minutos y se 
en1uagaron con agua El espesor de cad;:i p'.Ll::.a fue de O 12 cm .::on un vc!umen 
de 35 mi. 

2.3.2.1 EVALUACIÓN DE HALOS CON 3 CONCENTRACIONES DE 
LA ENZIMA CELULOLiTICA DE Trlchoderma sp. Y 
SELECCIÓN DEL TIEMPO DE INCUBACIÓN. 

A cada placa se le d1y1d16 1mag1n<:J.namente en 3 secciones horizontales y 2 
verticales igualmente espaciadas y en el centro de cada cuadrante se le realizó un 
pozo con una punta Gdson de O 9 cm de dsametro Cada con'.:entrac1ón de la 
enzima de Trichode1TI'la sp <10·· 10 = y 10·~). se 1ncculo en 2 pozos con 40 ul 
haciéndose 2 réplicas para cada t1err.pos de mcubac16n (1 2. 3. 4. 7 8 10. 11 13 
y 14 dlas). Las placas fueron incubadas a 2e~c dentro de bande1as selladas para 
evitar su desh1drataC'.On y prop•c1ar un ambiente humedo 

2.3.3 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD CELULOLÍTICA DE LAS 
CEPAS DE Pleurotus ostreatus. EN UNIDADES DE ENZIMA. 
EN LA PLACA DE 17X17 cm. 

Con las variables anteriores. una vez que se encontraron las me1ores condiciones 
para detectar la formación de halo. se procedió a evaluar las cepas oe Pleurotus 
oscreatus sobre el medio elegido Para esto la placa se d1vid16 imaginariamente en 
3 secciones honzontales y 2 •.1ert1cales igualmente espaciadas y cada cuadrante 
se inoculo con circules cortados con una punta G1lson estéril de 0.9 cm de 
diámetro de agar con micelio proveniente del perlmetro de una colonia en 
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crecimiento en agar extracto de malta. Se incubo el tiempo elegido a 2s·c. 
realizéndose 5 repeticiones por cepa (BX3. PB13, P221. P222. P223. Mo 24). 

2.3.4 EVALUACIÓN DE 5 CONCENTRACIONES DE GLUCOSA, 
UNA DE DPMA Y UNA DE TIAMINA. SOBRE EL 
DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS CEPAS DE Pleurotus 
oscreatus. EN CAJAS PETRI. 

Se sustituyo la placa de cristal de 17X17 cm. por caJaS petn de 9 cm de d1ametro 
Para esto el volumen total de la ca1a petn fue de 7 mi. para igualar et espesor de 
la placa. El medio se preparó en tubos de ensaye con O 075 g de agar 
bacteriol691co disuelto en 3.15 mi del amortiguador de acetatos al doble de su 
concentrac16n normal. 3 15 mi de DPMA al 1 ~'o y O 7 mi de ta celulosa 
selecc1onada. Se probó 5 concentrac1ones de glucosa (0.05. 0.1. 0.5. 1.0 y 2.0°/o) 
para cada medio con y sin tiamina. con 5 repeticiones Posteriormente los tubos 
se esterilizaron por 15 minutos a 12i·c y 15 libras de presión, vaciándose solo 
una parte de tubos (50º/o) en cajas petri Cuando se probo la t1amtna. el otro 50º/o 
de los tubos preparados. se dejaron enfriar después de esterilizar y antes de que 
solidificaran se les agrego io µI de solución de t1amina al 0.01 mg %1 a cada tubo. 
en cond1c1ones asépticas. Finalmente se agitaron los tubos para homogeneizar el 
medio con un vortex y se vaciaron cada tubo sobre cajas petr1. El medio fue 
inoculado con las cepas control. Mo 36. BX3 y Mo 24 y se incubaron a 28ºC. el 
tiempo elegido 
2.3.4.1 EVALUACIÓN DEL DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS 

CEPAS DE Pleurotus ostreatus. EN UN MEDIO DE 2 
CAPAS, EN CAJAS PETRI. 

El medio se elaboró como se menciono en la sección anterior (2.3 4). solo que 
cada tubo se vació sobre las ca1as petra que contenian el medio de sales 
minerales (primera capa). El medio fue inot.:ulado e incubado de igual forma. 

2.3.5 EVALUACIÓN DE LA CELULOSA DISUELTA EN 2 
CONCENTRACIONES DE PEPTONA Y AGUA DESTILADA. 
SOBRE EL DESARROLLO VEGETATIVO DE LA CEPA 8X3. 

La celulosa microcristalina se disolvió en peptona al O.OS y 0.1°/o y agua destilada. 
Los medios que a continuación se presentan se elaboraron en tubos de ensaye y 
se vaciaron en cajas petri (con un espesor de 0.12 cm y un volumen de 7 mi). 
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Cada medio se inoculó con la cepa control BX3, e incubo por 4, 7 y 11 dlas a 28 
•c. haciéndose 3 repeticiones por cada tiempo (Cuadro 2.3 y 2.4). La 

• concentración de agar bacteriológico para todos los casos fue de 1 .5º/o (0.0759). 

Los med\os con celulosa disuelta en peptona a\ 0.1 º/o se prepararon de igual 
fonna que la peptona al 0.05°/o (Cuadro 2 3). 

CUADRO 2.3: PREPARACIÓN DE MEDIOS CON CELULOSA 
DISUELTA EN PEPTONA AL 0.05%. 

Concentraciones de celulosa 
disuelta en peptona al 0.05°/o 

0.05 % 
(0.35 mi) 

0.1 % 
(0.7 mi) 

0.3% 
(2.1 mi) 

0.5% 
(3.5 mi) 

0.7% 
(4.9 mi) 

,,- = PRESENCIA 
".•AUSENCIA 

No. de 
tratamiento 

1/A 
2/B 
3/C 
4/0 
5/A 
6/B 
7/C 
8/0 
9/A 
10/B 
11/C 
1210 
13/A 
14/B 
15/C 
16/0 
17/A 
18/B 
19/C 
20/0 

24 

Peptona al OPMA al Glucosa 
o 05% (mi) 1°/o (m1) al 0.05º/o 

3.32 3.32 ., 
6.65 ., 
3.32 3.32 
6.65 
3.15 3.15 ., 
6.30 ., 
3.15 3.15 
6.30 
2.45 2.45 ., 
4.90 ., 
245 2.45 
4.90 
1.75 1.75 1 ., 
3.5 1 ., 
1.75 1.75 ' 
3.5 
1.05 1.05 ., 
2.10 ., 
1.05 1.05 
2.10 
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CUADRO 2.4: 

Variab1es 
evaluadas 

DPMA al "1ºA, (mi) 
Glucosa al 0.05°/o 
No. de tratamiento 

,,. = PRESENCIA 
i = AUSENCIA 

PREPARACIÓN DE MEDIOS CON CELULOSA 
DISUELTA EN AGUA DESTILADA. 

Celulosa disuelta en agua destilada (º/o) 

1 i 
\ 

0.05 0.1 03 0.5 0.7 
0.35 mi 0.7ml 1 2 1 mi 3 5ml 4 9ml 

6641664 63163 1 49 149 1 35 1 3 5 : 2 1 1 2 1 ,,. 1 ,,. 1 ,,. 1 ,,. 1 1 
,,. 

1 
1/A 1 2/C I 3/A 1 4/C 1 5/A 6/C 7/A 1 BIC 1 9/A 1 10/C 

2.3.5.1 SELECCIÓN DE LOS MEDIOS CONSIDERANDO LA 
VELOCIDAD DE DESARROLLO MICELIAL. 

Después de haber observado el desarrollo vegetativo de la cepa 8X3. en los 
diferentes medios probados. se escog16 al azar 3 medios para cada tipo de 
desarrollo; rápido, intermedio y lento. Antes de evaluar los medios elegidos. las 
cepas control PIS. IAP. 8X3, Mo. 24 y Mo. 36, fueron maculadas en cada uno de 
los medios (Cuadro 2.5). incubándose a 28 ºC. hasta que llenaron la caja. para 
ser inoculados en los medios con deoxicolato de sodio. 

Los medios (Cuadro 2.5) se prepararon en tubos de ensaye. se esterilizaron por 
15 minutos a 121·c y 15 libras de presión. posteriormente se deJaron enfriar sin 
dejar que solidificara el medio y se le agrego 50 µ\ de solución de deoxicolato de 
sodjo al 0.04% a cada medio, en condiciones asépticas. Finalmente se agitaron 
los tubos para homogeneizar el medio con un vortex y se vac16 cada tubo sobre 
una caja petn. Los medios fueron inoculados con las cepas previamente crecidas 
en el mismo medio sin deoxicolato y se incubaron a 28"C durante 7 dlas. 
haciéndose 5 repeticiones. 



CUADRO 2.5: EVALUACIÓN DE LA FORMACIÓN DE HALO 
DE LAS CEPAS CONTROL DE Pleurotus ostreatus 
EN LOS 9 MEDIOS SELECCIONADOS. 

Tipo de desarrollo 
rapado 1 intermedio 1 lento 

Variables Celulosa m1crocnstahna (º/o) 

evaluadas O. 1 i O. 1 i o , 1 0.3 1 o, 1 0.3 1 0.3 ! 0.5 
Medio de suspensión de la celulosa 

P2 1 P2 1 A 1 P2 1 A 1 
DPMA 1% ..,. 

1 
..,. ! ..,. 1 ./ 1 ..,. 

1 
Glucosa 0.05°/o 1 

..,. 1 1 ..,. 1 ./ 1 1 

P1 =CELULOSA DISUELTA EN PEPTONA AL O 05% 
P2 =CELULOSA DISUELTA EN PEPTONA AL 0.1% 
A = CELULOSA DISUELTA EN AGUA DESTILADA. 
_,. = PRESENCIA 
.·. =AUSENCIA 

A 1 P1 1 P1 ..,. 1 1 ..,. 
1 ..,. 1 ..,. 

1 0.7 

1 P1 
1 ' 
1 ./ 

2.3.5.2 RESIEMBRA DE LAS CEPAS DE Pleurotus oscr-cus EN 
EL MEDIO SELECCIONADO. 

Para preparar 100 mi del medio seleccionado. se peso 1. 1 g de agar 
bacteriológico (1.5°/a) , y se disolvió por calentamiento en 70 mi de OPMA al 1°/o, 
posteriormente se le agrego 30 mi de celulosa microcristalina al 0.3°/o disuelta en 
agua destilada y se esterilizo. durante 15 minutos a 121•c y 15 libras de presión. 
Después se vacio 7 mi del medio en cajas petri. Cuando las cajas solidificaron se 
inocularon con las cepas a evaluar su capacidad celulol1tica (Cuadro 2.1). 
haciéndose 3 repeticiones por cepa. Se incubaron a 28ºC hasta que llenaron la. 
caja. (7 a 10 dlas). 

2.3.5.3 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA EN 
UNIDADES DE ENZIMA (U/I) DE LAS CEPAS DE 
Pleurocus oscreacus, EN CAJAS PETRI Y PLACAS DE 
CRISTAL. 

El medio se preparo de la forma anteriormente mencionada (2.3.5.2), solo que en 
tubos de ensaye (7 mi) y matraces Erlenmeyer (35 mi). Con la finalidad que 
después de esterHizar y dejar enfriar los medios agregarles 50 y 250 µ1 de 
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deoxicolato de sodio al 0.04o/o para ser vaciados en cajas petri y placas de cristal 
de 17X17 cm respectivamente. Cuando las cajas petri solidificaron se inocularon 
con todas las cepas anteriormente mencionadas (2.3.9.1) y las placas fueron 
inoculadas con 3 cepas control 8X3. IAP. PIS y 4 (C-) P 214, P 217, P 220 y P 
221, haciéndose 5 repeticiones por cepa e incubándose por 11 dias. después se 
tineron con el colorante violeta. 

2.3.5.3.1 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA EN 
UNIDADES DE ENZIMA (U/I) DE LAS CEPAS DE 
Pleurocus osne.uus. EN CAJAS PETRI CON CELOFÁN. 

El medio se preparo como en la sección (2.3.5.2) en caja petri, y después que 
solidifico el medio se le colocó un circulo de celofán estéril de 9 cm de diámetro, 
posteriormente se inoculo con 3 cepas control IAP, PIS. 8X3 y 5 (C~) P 813, P 217, 
P 218, P 220 y P 221, haciéndose 5 repeticiones por cepa Se incubaron como en 
el caso anterior. Después del tiempo de incubación se quito el celofán con el 
micelio de cada cepa. 

2.3.6 MONTAJE DE LA CURVA PATRÓN CON LA ENZIMA 
CELULOLITICA DE Asperslllus nlser. 

Se elaboró el medio( sección 2.3.5.2) y se vacfo en cajas petri y placas de cristal 
de 17X17 cm. se les hicieron pozos con una punta Gilson estéril, y se inocularon 
con 40 µI de las siguientes concentraciones de Asperslllus ni..,. (20. 40, 60, 80, 
100. 200. 300, 400. 500. 600, 700, 800, 900, 1000 y 1170 Ull), haciéndose 5 
repeticiones e incubándose por 11 dfas a 28 •c. 
Después del tiempo de incubación se hicieron mediciones del diámetro de los 
halos. 
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---------------------------DISEf".'.10 EXPERIMENTAL 

3.1 EVALUACIÓN DE HALOS CON LA ENZIMA CELULOLITICA 
DE Trichodenna sp. PARA LA SELECCIÓN DEL COLORANTE 
Y LA CELULOSA . 

Para evaluar la actividad de la celulasa en unidad de enzima. se midieron los 
halos formados en las placas después de cada tiempo de mcubac16n. A los 
resultados obtenidos se les realizó un análisis de varianza y de tendencias y se 
probó que se cumpliera ta homogeneidad de L:i varianza por medio de las pruebas 
de Hartley y Bartlett 

El entena que se tomó para seleccionar el colorante. fue que la placa una vez 
tenida presentara una colorac16n homogénea. que perm1t1era percibir con facilidad 
y en forma nlt1da el diámetro del halo formado Para la celulosa fue que se 
formara un mayor halo al incrementarse et tiempo de incubación 

3.2 EVALUACIÓN DE HALOS CON 3 CONCENTRACIONES DE LA 
ENZIMA CELULOLITICA DE Trichodenna sp. PARA LA 
SELECCIÓN DE LAS CONCENTRACIONES DE AGAR. 
CELULOSA MICROCRISTALINA Y TIEMPO DE INCUBACIÓN. 

Para evaluar la actividad de la celulasa en unidades de enzima. se midieron los 
halos formados en las placas después de cada tiempo de incubación. 
A los resultados obtenidos se les realizó un análisis de varianza en bloques y se 
probó que se cumpliera la homogeneidad de la varianza por medio de la prueba 
de Hartley y de Bartlett. Cuando el análisis de vananza indica diferencia 
significativa o altamente significativa entre las variables estudiadas se realizaron 
pruebas de rango múltiple (Prueba de Ouncan. LSO. Scheffe. Tukey, Tukey­
modificado), para seleccionar las mejores condiciones. 

3.3 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE LAS 
CEPAS DE Pleurocus ostreaitus, EN UNIDADES DE ENZIMA. 
EN LA PLACA. 

Para evaluar la actividad celulolltica para cada cepa. se midieron los halos 
formados en las placas después del tiempo de incubación. Los halos obtenidos se 
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extrapolaron en la curva patrón. para determinar las unidades de enzima que 
produce cada cepa 

3.4 EVALUACIÓN DEL DESARROLLO VEGETATIVO 
CEPAS DE Pleurocus onreacus Y SELECCIÓN 
CONCENTRACIÓN DE GLUCOSA. DPMA Y TIAMINA. 

DE LAS 
DE LA 

Para evaluar el desarrollo vegetativo en cada cepa. se midieron los diámetros de 
los micelios formados en ras ca1as petn después del tiempo de incubación. A los 
resultados obtenidos se les re.:ir1zó un análisis de varianza para un d1seflo factorial 
en bloques y se probó que se cumpliera la homogeneidad de la varianza por 
medio de las pruebas de Hartley y Bartley Cuando el análisis 1nd1ca diferencias 
significativas entre las variables estudiadas se realizaron pruebas de rango 
múltiple (Prueba de Duncan. LSD. Scheffe. Tukey. Tukey-mod1ficado), para 
seleccionar las mejores condrc1ones 

3.4.1 EVALUACIÓN DEL DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS 
CEPAS DE Pleurocus oscreacus. EN UN MEDIO DE 2 
CAPAS. 

Para evaluar el desarrollo vegetativo en cada cepa. se midieron los diámetros de 
los micelios forniados en las cajas petri después del tiempo de incubación. A los 
resultados obtenidos se les realizó un análisis de vananza para un d1sef'lo faetona! 
en bloques y se probó que se cumpliera la homogeneidad de la varianza por 
medio de las pruebas de Hartley y Bartley. Cuando el análisis !:idica diferencias 
significativas entre las variables estudiadas se realizaron pruebas de rango 
múltiple (Prueba de Duncan. LSD. Scheffe. Tukey, Tukey-mod1ficado). para 
seleccionar las mejores condiciones 

3.5 EVALUACIÓN DE LA CELULOSA DISUELTA EN 2 
CONCENTRACIONES DE PEPTONA Y AGUA DESTILADA. 
SOBRE EL DESARROLLO VEGETATIVO DE LA CEPA 8X3. 

El número de parámetros evaluados son 20 para cada celulosa disuelta en 
peptona al O 05 y O 1°/o y 10 para la celulosa disuelta en agua Para evaluar el 
desarrollo vegetativo de la cepa BX3 en los 50 medios probados. se midieron los 
diámetros de los micelios después de cada tiempo de incubación. 

Las variables que se analizaron fueron los medios de suspensión de la celulosa 
(agua destilada. peptona al O.OS y 0.1 º/o), las diferentes concentraciones de la 
celulosa (O.OS, 0.1. 0.3. 0.5 y O. 7%) y los tratamientos (A. B. C y D). Los 
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tratamientos con la misma letra se consideraron en un mismo grupo Es decir los 
tratamientos 1A. SA. 9A. 13A Y 17A (para celulosa disuelta en peptona al O 05 y 
0.1%) y 1A. 3A. SA. 7A Y 9A (para celulosa disuelta en agua): se consideraron 
dentro del mismo grupo porque todos tenían en su formulac16n ta presencia de 
OPMA y glucosa. en el grupo B se eva!Ua la presencia de glucosa. en el C la 
presencia de DPr..1.A y en el D la ausencia de ambos (glucosa y DPMAJ 

A los resultados obtenidos se les realizo una anáhs1s de varianza para un d1ser"\o 
faetona! en bloques. para ver s1 existía el efecto de 1nteracc1án entre las variables 
y cuando el anál1s1s 1nd1có diferencia s1gn1ficat1va o altamente s1gn1ficat1va entre 
las variables estudiadas se realizaron pruebas de rango mUlt1ple (Prueba de 
Ouncan. LSD. Schette. Tukey. Tukey-mod1ficadoJ. para seleccionar las meJores 
cond1c1ones Posteriormente con este analls1s se realizo una clas1ficac1ón de los 
medios (lento. intermedio y rápido) de acuerdo a su velocidad de desarrollo 
vegetativo 

3.5.1 SELECCIÓN DE LOS MEDIOS CONSIDERANDO LA 
VELOCIDAD DE DESARROLLO MICELIAL. 

Los medios fueron clasificados y posteriormente se escogió al azar 3 medios para 
cada tipo de desarrollo. Para evaluar el desarrollo vegetativo en cada cepa, se 
midieron los diámetros de los m1cel1os formados en las cajas petn después del 
tiempo de incubación. 

El criterio que se tomo para seleccionar el medio fue que no solo la cepa 
desarrollara micelio. si no que además formara halo 

3.6 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA EN 
UNIDADES DE ENZIMA (Ufl) DE LAS CEPAS DE Pleurocus 
oscreacus. EN CAJAS PETRI Y PLACAS DE CRISTAL 

Para evaluar la actividad de la celulasa. se midieron los halos formados en las 
cajas petri y las placas después del tiempo de incubación. A los resultados 
obtenidos se extrapolaron en la curva patrón, para conocer las unidades de 
enzima que produce cada cepa. 
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3.6.1 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD CELULOLÍTICA EN 
UNIDADES DE ENZIMA (U/I) DE LAS CEPAS DE Pleurocus 
oscr-cus, EN CAJAS PETRI CON CELOFÁN. 

A los resultados obtenidos se les midió el diámetro de los halos formados y éstos 
fueron extrapolados en la curva patrón. para conocer las unidades de enzima, que 
produce cada cepa. 

3.7 MONTAJE DE LA CURVA PATRÓN CON LA ENZIMA 
CELULOLITICA DE Asperslllus nlser. 

Se midieron los halos formados por cada concentración de ta celulasa. con los 
resultados obtenidos se elaboro una curva patrón y se extrapolo el diámetro de las 
cepas para cuantificar las unidades de enzima que produce cada cepa. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 



---------------------------"ESUL. TACOS V OISCUSION 

Et objetivo principal de este trabajo fue desanoUar un método para cuantificar el 
consumo de celulosa por cepas de Pleurotus ostreatus. 
Las celulosas que se eligieron fueron a partir de trabajos pre'.lios donde evaluaron 
1a celulosa proveniente de varias fuentes como: algodón, panal desechable, 
ademas de celutosa microcnsta1ina y carbox.imet1I celulosa. Et cnterio para 
seleccionar ta celulosa fue la formaciOn de halo en el medio de prueba. Las 
resultados indicaron que las 2 Ultimas celulosas fueron las únicas que formaron 
halo (Ram\rez. comunicación personal). Por ello para alcanzar el objetwo inicial de 
la presente mvestigac16n se evaluó el efecto de formación de1 halo en celulosa 
microcristaHna y cart>ox1metil ce\u1osa. 

4.1 SELECCIÓN DEL COLORANTE Y LA CELULOSA. 

Para montar un método que permita cuantificar el consumo de celulosa por 
diferentes cepas de Pleurotus oscreacus. se tomo en cuenta una referencia 
donde se e"lalüo la degradación de pectinas, con enzimas pectinoliUcas (Aguilar. 
1991). Dicho método se modifico para "ler si se podla adaptar para e"laluar la 
actividad celulolltica de las cepas aceluloliticas de Pleurocus oscreiacus. 

Al evaluar la actividad de la enz•ma de Trlchodenna sp. en las placas de cristal, 
éstas presentaron un halo difuso el cual no es fácil distinguir. Por ello se probaron 
difef"entes colorantes para tenir la celulosa, con la fmalidad de percibir en forma 
nitida el di3metro del ha1o forniado. Se probaron 3 diferentes colorantes 
comerciales considerando que ta mayoria de los materiales tel'\idos en las 
industrias textiles (algodón y lino, entre otros). estan compuestos pnncipalmente 
de celulosa. alcanzando en algunos casos hasta el 90 º/o de este po1isac3rida. De 
manera simultánea se probaron 2 colorantes quim1camente puras. ocupados en 
trabajos similares. ta' es el caso del azul brillante de remazol, el cual ha sido 
utilizado para tef\ir celulosa en media liquido con el fin de evaluar el consuma de 
celulosa en forma cualitativa (Fajardo, i990) (cuadro 4.i). 

De los cinco colorantes probados: café, "lioleta. negro, azul brillante de remazol y 
rojo de rutenio. el colorante violeta fue el que presento una tinci6n más 
homogénea y estable, permitiendo detectar con mayor facilidad el halo formado 
por el consumo de celulosa de \a enzima. 



CUADRO 4.1: SELECCIÓN DEL COLORANTE PARA LA 

Colorante 

Azul brillante 
de remazol 
Café 
Nea ro 
ROJO de 
rutenio 
Violeta 

T: Traslúcida 

DETECCIÓN DEL HALO FORMADO POR LA 
CELULASA DE Trichodenn~ sp 

Celulosa m1crocnstal1na Carbox1met1I celulosa 

¡ Tinc1ón i 
Forma 

Halo , T1nc16n 
j Detección l ! Forma 

Halo 

T ¡ No T No 
T 1 1 No T No 
T 1 1 No T 1 No 
o D 

i 
o D 

1 
Si 

o D 1 Si o D Si 

O: Opaca l. Irregular D:Definido 

A los resultados obtenidos para las 2 celulosas. se les realizó un análisis de 
varianza con la finalidad de observar si existla diferencia significativa entre ellas y 
sus tiempos de incubación (Cuadro 4.2). 

Comparando las das celulosas no existe diferencias significativas; por lo que se 
decidió analizarlas en sus tiempos de incubación. Para el primer tiempo de 
incubación no hubo diferencias significativas. es decir el diámetro de los halos fue 
igual en ambas celulosas. En el segundo tiempo si existió diferencia significativa 
entre los halos. siendo mayor para la celulosa microcristalina. Finalmente para el 
tercer tiempo, la diferencia fue altamente s1gnificat1va, siendo nuevamente mayor 
el halo para la celulosa microcristalina. Además como se tomaron tiempos 
igualmente espaciados se aplicó un análisis de tendencias para conocer si existfa 
un efecto lineal o cuadrático en la formación del halo a medida que se incrementa 
el tiempo de incubación Los resultados del análisis de tendencia nos predice un 
efecto lineal (altamente significativo). Es decir a medida que se aumenta el tiempo 
de incubación se incrementa el diámetro del halo en el medio de celulosa. 
independientemente del tipo de celulosa (Celulosa microcristalina y carboximetil 
celulosa). Las repeticiones no presentaron diferencias significativas. lo que indica 
que el número de repeticiones realizadas fue suficiente. Por lo anterior expuesto 
se decidió utilizar la celulosa microcristalina para las siguientes pruebas 
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CUADR04.2: HALOS FORMADOS POR LA CELULASA DE 
Trichodenn.a sp. EN AGAR SOBRE DOS TIPO DE 
CELULOSA. A DIFERENTES TIEMPOS DE 
INCUBACIÓN. 

Tiempo de 
incubación 
(horas) 

3 
5 

Diámetro de halos (mm) 
;; ~ cr 

Celulosa 
microcristalina 

3.5::o 0.9 
5.6"' 0.6 
6 4 = 0.5 

Carboximetil celulosa 

3.2 = 0.4 
5.0 = 0.6 
5.8 = 0.4 

4.2 SELECCIÓN DEL TIEMPO DE INCUBACIÓN Y DE LAS 
CONCENTRACIONES DE CELULOSA Y AGAR 
BACTERIOLÓGICO. 

Los resultados anteriores indicaron que Ja mejor celulosa fue la microcristalina y el 
colorante violeta, por lo cual se procedió a probar en éstos. diferentes 
concentraciones de: celulosa y agar. asl como diferentes tiempos de incubación 
para encontrar las condiciones óptimas para detectar el mayor halo en las placas 
de cristal. 

Se probaron 1 O tiempos de incubación, debido a que no se conocfa el diámetro 
máximo de la enzima en los medios probados y ademas considerándose que el 
medio sobre Ja placa sufre deshidratación a tiempos de incubación largos 

Por otra parte la concentración de agar es importante, ya que la falta de 
consistencia en las placas no permite obtener un registro de los halos. En placas 
con baja concentración de agar. generalmente durante su tinción éstas se 
rompfan. por fo tanto se probaron 3 concentraciones de agar bacteriológico 
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También se evaluaron 5 concentraciones de celulosa (tratada por el método 
Walseth). para encontrar la concentración óptima en donde la celulosa estuviera 
presente de una forma más disponible. y desarrollara el mayor halo debido al 
consumo de este polisacárido por la enzima 

Para evaluar el efecto de dichas variables se aplicó un diseno factorial en bloques 
encontrándose diferencias significativas para cada una de las variables 

Posteriormente se les aplicaron las pruebas de rango mült1ole. para deterniinar las 
concentraciones de celulosa. agar y trempo de 1ncubac16n óptimos. 

Con los resultados obtenidos se observó que al ir incrementándose el tiempo de 
incubación en dias. el diámetro del halo fue aumentando. excepto para los dlas 3, 
4 y 7 donde no hubo incremento s1gn1ficat1vo: siendo el diámetro del halo igual 
para estos 3 tiempos Posteriormente para el dfa 14 el diámetro fue menor que 
para los días B. 11 y 13, esto es debido a que la placa se deshidrató antes de que 
el halo alcanzará su máximo diámetro. 

Los tiempos de incubación de 11 y 13 días son considerados iguales. ya que no 
hubo diferencias s1gnificai1vas entre los diámetro de sus halos (Cuadro 4.3). Por 
elfo. se decidió dejar incubar por 11 dlas las siguientes pruebas experimentales. 
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CUADRO 4.3: 

Tiempos de 1 
incubación \ 

( dlas) 
¡ 

1 1 
2 1 
3 1 
4 1 
7 1 

14 1 
10 1 
8 

11 1 
13 1 

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACIÓN SOBRE 
EL HALO PRODUCIDO POR LA CELULASA DE 
Trichodenna sp. 

Diámetro de halos 
1 

Clasificación de acuerdo a la 1 
(mm) Prueba de Duncan 
i =O' 1 i 

3. 1 = 2.3 1 a 1 i 1 1 
4.4 = 2.B ! b 1 1 1 

5.B = 3.7 1 1 1 c i 
5.9 = 4.0 1 1 l c 1 1 
5.9 = 4.6 1 1 1 c i 1 
7.0 = 4.3 1 1 1 1 d 1 1 
7. 1 = 4.6 1 1 1 1 d 1 1 
7.6 = 5.1 1 1 ; 1 1 e 1 
7.8 = 5.3 1 ! 1 1 l e 1 f 
B.O = 4.8 1 1 : 1 1 1 f 

• Letras diferentes indican que existe diferencias significativas entre los tiempos 
de incubación para un nivel de sigmficancia del 0.05º/o. La DMSH fue de 0.366 

A pesar de que el análisis estadlst1co indicó que el mayor halo se obtenla a una 
concentración del 1°/o de agar, se decidió elegir el 1.5°.k, ya que el diámetro del 
halo es igual al del 2°/o. Además al elaborar las placas éstas resisten ta 
manipulación durante el lavado y tinción, permitiendo su fijación sobre acetatos 
(Cuadro 4.4) 
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CUADRO 4.4· EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN 
SOBRE LA FORMACIÓN DE HALO 
CELULASA DE Trfchodenna sp. 

DE AGAR 
POR LA 

1 

1 Concentración de agar ! Diámetro de halos Clas1ficaci6n de I 
bactenol6g1co / (mm) acuerdo a la 

(%) 1 X::: CT Prueba de Ouncan ~ 

2.0 1 6.2 = 44 a ' ~ 
1.5 ' 

6, = 4.5 a 1 _J 
1.0 , 6.5 "' 4.6 ¡ " ' 

• Letras dfferentes indican que existe diferencias significativas entre las 
concentraciones de agar bacteno/ógico para un nivel de s1gn1ficanc1a del 0.05°/o. 
La OMSH fue de O. 148 

Los resultados indican que a medida que va disminuyendo la concentrac16n de 
celulosa m1crocristalina en el medio. se incrementa el diámetro del halo; esto es 
debido a que es más fácil para la celuJasa degradar la celulosa mientras su 
concentración es baja. Por lo tanto se eligió la concentrac16n de O. 1% de celulosa 
microcristalina. para las siguientes pruebas (Cuadro 4.5) 

Las repeticiones no presentaron diferencias significativas. lo que indica que el 
número de repeticiones realizadas fue suficiente. 
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CUADR04.5: EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE CELULOSA 
MICROCRISTALINA SOBRE LA FORMACIÓN DE 
HALO POR LA CELULASA DE Trichodenn"' sp. 

1 1 
Concentracrón de Diámetro de halos 1 Clasificación de 

celulosa microcristal1na 1 (mm) 1 acuerdo a fa 
(%1) / i ~ CJ j Prueba de Cunean ! i 
0.5 : 5 2 = 42 ¡ a 1 1 

04 ' 5.3 = 4 1 / a i i 1 
03 64= 4.8 ! 1 b 1 : 

02 66= 44 1 1 e 1 
0.1 / 77= 4.5 ' 1 ! 1 d 

• Letras diferentes indican que existen d1ferenc1as s1gmficat1vas entre las 
concentraciones de celulosa para un nivel de s1gnificancra del O 05%. La DMSH 
fue de 0.233 

4.3 EVALUACIÓN DE LA 
UNIDADES DE ENZIMA 
oscreacus. 

CAPACIDAD CELULOLITICA. EN 
DE LAS CEPAS DE Pleurocus 

En resumen los resultados experimentales indicaron que el mejor tiempo de 
incubación fue 11 dias, las mejores concentraciones de agar y de celulosa 
microcristatina (disuelta en amortiguador de acetatos) fueron 1.5 y 0.1 º/o 
respectivamente. Con estas variables. se procedió a elaborar placas de 17X17 cm 
de lado, donde se evaluó las unidades de enzima producidas por las cepas de 
Pfaurotus ostreatus, no obteniéndose resultado alguno. El inoculo de cada cepa 
no presentó desarrollo vegetativo. 
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4.4. EVALUACIÓN DE 5 CONCENTRACIONES DE GLUCOSA, 
UNA DE DPMA Y UNA DE TIAMINA. SOBRE EL DESARROLLO 
VEGETATIVO DE LAS CEPAS DE Pleurotus ostreacus. 

AJ utilizar el medio de celulosa m1crocristar1na drsuelta en amon:1guador de 
acetatos. éste no perm1t10 el desarrollo vegetativo de las cepas Posrblemente la 
falta de desarrollo en el medio fue ocasionado por una dcf1c1enc1a de nutrientes. 
por Jo anterior se decidió utilizar como con1p/emenro 5 concentrac1ones de glucosa 
como fuente alterna de carbono además de extracto de mana deprote1nado 
(OPMA), el cuaf proporciona n1trogeno. carooh1dratos solubles y v1tam1nas. y la 
ausencia y presencia de t1amina. como precursor de crec1rn1ento Sin embargo. de 
nuevo las cepas no presentaron desarrollo vegetativo 

4.4.1 EVALUACIÓN DEL DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS 
CEPAS DE Pleurotus oscreatus. EN UN MEDIO DE 2 CAPAS, 
EN CAJAS PETRI. 

Ramirez (1989). ut1f1zó un medio compuesto de 2 capas para evaluar el consumo 
de celulosa de manera cualitativa. En este medio formado por dos capas se 
aprecia la formación del halo Considerando este hecho. se evaluaron 
nuevamente los medios anteriores Pruebas postenores 1nd1caron que el 
incremento de nutrientes nuevamente no perm1tia el desarrollo mrcellal y la 
formación de halo. por lo que se dec1d1ó sustituir el amortiguador de acetatos ya 
que posiblemente no solo servia para amortiguar el pH del medio. sino que estaba 
inhibiendo el desarrollo vegetativo de las cepas de Pleurocus onreacus 

4.5 EVALUACIÓN DE LA CELULOSA OISUEL TA EN 2 
CONCENTRACIONES DE PEPTONA Y AGUA DESTILADA. 

Se decidió sustituir el amortiguador de acetatos por agua destilada. considerando 
que ésta no proporcionan nutrientes al medio sino con la finalidad de suspender la 
celulosa microcr1stal1na Ademas se evaluaron 2 concentraciones de peptona 0.05 
y O. 1 % como fuente de nitrógeno orgánico para observar si se propiciaba el 
desarrollo vegetativo (Fa1ardo. 1990) De manera simultánea se probaron 
nuevamente 5 concentraciones de celulosa para cada una de las variables 
indicadas previamente, asf como Ja ad1c1ón y ausencia de DPMA y glucosa 
(Cuadros 2.3 y 2.4). 
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Para las primeras evaluaciones sólo se probó la cepa control o dicariote BX3. ya 
que se conoce que es una cepa con crecimiento vigoroso, gran capacidad para 
formar primordios. permite una degradación selectiva de la lignina y además a 
partir de sus 2 componentes neohaplontes se obtuvieron las mutantes 
aceluloliticas que dieron origen a una serie de dicariotes (C-) (Leal. 1974 )_ 

Los resultados experimentales obtenidos de las vanables se interpretaron por 
medio de un análisis de varianza factorial en bloques. Dicho análisis indico que 
existlan diferencias significativas para las interacciones dobles entre las variables 
y no hubo diferencia significativa para la triple mteracc16n_ Posteriormente. se 
aplicaron las pruebas de rango múltiple para seleccionar las me1ores condiciones 
(Cuadros 3.6, 3.7 y 3.8). 

La prueba de Ouncan indica que el desarrollo vegetatJVa más rápido se obtienen 
utilizando tanto celulosa disuelta en agua como en peptona al 0.1 o/o. con las 
concentraciones mas bajas de celulosa (0.05 y 0.1°/o). asl como para la celulosa al 
0.3% disuelta en agua destilada. Los medios que dieron un desarrollo vegetativo 
intermedio fueron utilizando peptona al 0.1°/o con celulosa al 0.7. 0.5 y 0.3 º/o~ la 
peptona al 0.05º/o con celulosa al 0.05°/o y celulosa al 0.5°/o en agua. El desarrollo 
mas lento se presento con las máximas concentraciones de celulosa 0.5 y 0.7°/o 
disueltas en peptona al 0.05º/o y celulosa al 0.7%, en agua destilada. 
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CUADRO 4.6: EFECTO DE LAS INTERACCIONES ENTRE LAS 5 
CONCENTRACIONES DE CELULOSA 
MICROCRISTALINA Y LAS 2 CONCENTRACIONES 
DE PEPTONA Y AGUA DESTILADA SOBRE EL 
DESARROLLO VEGETATIVO DE LA CEPA 8x3. 

Medio de Concentraciones de la celulosa microcristalina (%) 
suspensión X::: o 

de la celulosa 
0.05 0.1 0.3 0.5 0.7 

Peptona 54±15 e 49:::15 b 46::12 ¡ b 33:::9.6 a 32:::6.6 a 
0.05% 

Peptona 65:::6.8 d 65:9.4 d 54::3.91 e 55±11 e 52±7.5 e 
0.1 o/o 
Agua 66±9.1 d 70::4.2 d 67::3.51 d 53±11 e 29:33 a 

destil•da 

• Letras diferentes indican que existen diferenci•s significativas entre los 
diámetros de los halos (mm) para las interacciones de celulosa microcristalina por 
los medios de suspensión de ta celulosa para un nivel de significancia del O.OSo/o. 

De los cuatro tratamientos los que dieron un desarrollo vegetativo nt.pido fueron 
con celulosa disuelta en peptona al O. 1°/o con los tratamientos A. C. y O. asl como 
para celulosa disuelta en agua destilada con el tratamiento A. Un desarrollo 
intermedio se presentó con celulosa disuelta en peptona al 0.1 º/o con los 
tratamientos B y O, celulosa en peptona al 0.05º/o o en agua con el tratamiento C. 
El desarrollo más lento se obtuvo con celulosa disuelta en peptona al O.OSo/o con 
el tratamiento B. 
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CUADRO 4.6: EFECTO DE LAS INTERACCIONES ENTRE LAS 5 
CONCENTRACIONES DE CELULOSA 
MICROCRISTALINA Y LAS 2 CONCENTRACIONES 
DE PEPTONA Y AGUA DESTILADA SOBRE EL 
DESARROLLO VEGETATIVO DE LA CEPA 8x3. 

Medio de Concentraciones de la celulosa microcristalina (%) 
suspensión X:: a 

de la celulosa 
0.05 0.1 0.3 0.5 0.7 

Peptona 54±15 e 49±15 b 46±121 b 33:9.6 a 32:6.6 a 
0.05°/o 

Peptona 65±6.8 d 65±9.4 d 54±3.91 e 55±11 e 52±7.5 e 
0.1°/o 
Agua 66±9.1 d 70±4.2 d 67±3.51 d 53±11 e 29:33 • 

destilede 

• Letras diferentes indican que existen diferencias significativas entre lo• 
diémetros de los halos (mm) para las interacciones de celulosa microcristalina por 
k>s medios de suspensión de la celulosa para un nivel de significancia del 0.05º/o. 

De los cuatro tratamientos los que dieron un desarrollo vegetativo r8pido fueron 
con celulosa disuelta en peptona al 0.1 o/o con Jos tratamientos A. c. y D. asl como 
para celulosa disuelta en agua destilada con el tratamiento A. Un desarrollo 
intermedio se presentó con celulosa disuelta en peptona al 0.1 o/o con los 
tratamientos B y D. celulosa en peptona al 0.05º/o o en agua con el tratamiento C. 
El desarrollo mas lento se obtuvo con celulosa disuelta en peptona al 0.05º/o con 
el tratamiento B. 
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--------------------------><ESUL T.AOOS Y OISCUSION 

CUADRO 4.7: 

Medio de 
suspensión de 

la celulosa 
Peptona 0.05o/o 

Peptona O .1 º/a 

Agua destilada 

EFECTO DE LAS INTERACCIONES ENTRE LOS 
4 TRATAMIENTOS Y LAS 2 CONCENTRACIONES 
DE PEPTONA AGUA DESTILADA SOBRE EL 
DESARROLLO VEGETATIVO DE LA CEPA 8X3. 

Tratamientos 
A B e D 

i.:::a 
44=2.0 b 31:3.1 a 49:8.B e 45~1. b 

4 
60:9.8 e 50:6.2 e 64:5 5 e 57o!o1. d 

o 
61o!o7.6 e - 51:28 e - -

• Letras minúsculas diferentes indican que existen d1ferenc1as sign1ficat1vas entre 
los diámetros de los halos (mm) para tas interacciones de tratamientos por los 
medios de suspensión de la celulosa para un nivel de significanc1a del 0.05°/o. 

Al estudiar et efecto de los cuatro tratamientos y 5 concentraciones de celulosa 
microcristalina el mayor desarrollo vegetativo se obtuvo utiliZando celulosa al 0.05 
con los tratamientos A. e y D; celulosa al 0.1 con los tratamientos A y C y 0.3ºh 
con el tratamiento C . Un desarrollo intermedio fue con celulosa al 0.0So/o con el 
tratamiento B; celulosa al O. '1º/o con el tratamiento 8 y O: celulosa al 0.3°/o con los 
tratamientos A, B y D: celulosa al 0.5°/o con los tratamientos A, C y D y celulosa al 
0.7% con los tratamientos A y B. Un desarrollo lento se obtiene utilizando celulosa 
al 0.5 con los tratamientos By C y celulosa al 0.7°/o con el tratamiento D. 
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CUADRO 4.8: 

1 
Tratamientos 1 

A 
B 
e 
o 

EFECTO DE LAS INTERACCIONES ENTRE . LOS 
4 TRATAMIENTOS Y LAS 5 CONCENTRACIONES 
DE CELULOSA MICROCRISTALINA 

Concentraciones de celulosa m1crocnstal1na (º/~) 

o 05 o, 03 1 o 5 ' 0.7 
~ 1 

X.=.a 
62: 5 1 h 1 68ot.8 1 h 1 57ot.7 1 f 1 45ot.22 ! e 1 43ot.18 1 b 
43:16 b i39ot.18¡ b 1 42:14 \ b 1 37:2 1 a : 42:14 i b 
67=.7 1 h 1 65:7 1 h 1 60ot.9 1 h 1 51:12 1 e 1 33:36 1 a 
66:2 : h 1 58:7 1 g 1 47:11 1 d 440:019 : e ' 38o:o4 \ a 

1 

• Letras diferentes indican que existen diferencias s1gniflcat1vas entre los 
di8metros de los halos {mm) para las mteracc1ones de celulosa m1crocnstalina por 
tratamientos para un nivel de s1gniftcanc1a del O 05~'=-

Por otra pane se probaron 3 tiempos de mcubac16n (4, 7 'f 1 i días) ya que se 
desconoc\a la velocidad de crecimiento de la cepa 8X3 en estos medios 
evaluados. Los resultados obtenidos se analizaron conslderando solo los 
diámetros del micelio a 7 dlas de incubación. ya que a 4 dlas el m1ce\io empezaba 
a desarrollarse y a 11 d\as la mayoría de \os medios ya habían \\en ad o la caja 
petri. 

E1 tiempo de incubación para las siguientes pruebas fue el que anteriormente se 
hab\a elegido (1 i días ya que a mayor tiempo e\ medio se deshidrata en las 
placas). 

Al comparar estos resultados con los expenmentos antenores donde se evaluaron 
concentraciones de celulosa inoculadas con la enzima se observa que. tanto e\ 
mayor halo. como el mayor desarrollo mice\1al se obtienen en concentraciones 
bajas de celulosa 
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-------------------------~ESUL TADOS Y OISCUSION 

4.5.1 SELECCIÓN DE LOS MEDIOS CONSIDERANDO LA 
VELOCIDAD DE DESARROLLO MICELIAL. 

Una vez que la cepa 8x3 presentó desarrorto m1cellal se procedió a elegir 
aleatoriamente 3 medios en donde su desarrollo tuera rápido. intermedio y lento. 
con el objeto de no solo elegir aquel donde haya desarrollo, sino además se 
obseive la formación de halo en ef medio. Para e/fo se adicionó deox1cofato de 
sodio, para inhibir el crecimiento micer1al y forzar a la cepa a que secrete las 
enzimas al medio para conocer su actividad enzimática en unidades de enzima 

En esta prueba se evaluaron todas fas cepas control BX3. t..10 24 Mo 36, JAP y 
PIS porque se deseaba encontrar aclaramiento del medio de celulosa en la 
periferia del 1noculo después de los 11 dias de incubación y así descartar la 
pasibilidad de que las cepas control hayan perdido esta caracterist1ca con el 
transcurso del tiempo o por las numerosas resiembras que han tenido 

En Jos medios que contenlan celulosa suspendida en peptona al O 05 y O 1 °/a 
donde hubo desarrollo lento y rápido respectivamente. no se observó formación 
de halo. posiblemente porque ra cepas se encontraban en un medro con 
suficientes nutrientes para seguir creciendo y por ello no atacaron a la celulosa. 
Por otro lado las cepas al haberse inoculado en los medios donde la celulosa se 
hallaba suspendida en agua y con menos nutrientes disponibles. formaron halo. 

CUADR04.9: EVALUACIÓN DE LAS CEPAS CONTROL EN LOS 
3 MEDIOS SELECCIONADOS. EN LA FORMACIÓN 
DE HALO Y DESARROLLO MICELIAL. 

Cepas control 
Diámetro del halo I micelio 

Medios (mm) 
;¡ = <7 

IAP PIS 1 8X3 1 Mo. 24 1 Mo. 36 
O.O 9.5c:o1.3 

1 
o.o ! O.O 

1 
DO 

4.0 c:o0.9 2 3= o. 7 3.0 =2.B 2.0c:o1.1 3.0c:o1 o 
2 7.4:00.6 9.6c:o0.8 

! 
o.o 

1 
O.O DO 

1.0:03.3 2.4=2.5 3 5=1.3 2.0=1 .6 2.0=2.3 
3 6.8±1 .9 10.3:::1.9 2.6o:2.0 

1 
O.O o.o 

1 .6±0.5 2.3=0.5 9.7=2.6 4.0o:o1.8 3.0o:o2. 1 

44 



En los 3 medios probados con celulosa disuelta en agua destilada solo algunas 
cepas formaron halo Para el medio 1 que contenia 1 5°/o agar bacteriológico. 
0.1º/o de celulosa m1crocnstal1na suspendida en agua destilada. 1°,0 de DPMA y 
0.05~'º de glucosa. de las 5 cepas control que se probaron solo la cepa PIB 
presento formación de halo ?ara el medio 2 que contenía 1.5~-':i agar 
bacteriológico O 1 e10 de celulosa suspendida en agua destilada y 1 º/o de DPl\.1A 
las cepas IAP y PIS presen!aror. halo Por Ultimo el medio 3 que contenia i 5°/o 
agar bacterlológ1co. O 3%, de celulosa m1crocnstahna suspendida en agua 
destilada y DPMA al 1 ~/::.. perm1t10 aetectar con mayor facilidad el halo formado y 
correlacionar con las unidades de enzima producida para las cepas 8X3. l.AP y 
PIS. Por tal motivo se elig10 el medio en donde la mayoria de las cepas formaron 
halo. Este medio quedo constituido de la siguiente manera para caja petri y placa 
de cristal (Cuadro 4. 10) 

CUADRO 4.1 O: COMPONENTES DEL MEDIO SELECCIONADO. 

Comoonentes Ca1~:~~~:,,~~r~ cm¡ P~~:;~~~~::,at 
Celulosa m1crocnstal1na 

1 suspendida en agua destilada al 2.1 1 10 5 
0.3%(ml) i 

Agar bactenol6a1co al 1.5% Ca) 1 0.075 1 0.375 
DPMA al 1 º/o (mi) 1 49 1 24.5 

Deox1colato de sodio al O 05° ... o (a) o 0035 ! o 0175 
Volumen total (mi) 1 7 1 35 1 

Espesor (cm) o 12 ¡ 

Con el medio seleccionado se realizó la curva patrón. para extrapolar el diámetro 
del halo de las cepas evaluadas y as! obtener la cantidad de enzima secretada 
por cada cepa (Cuadro 4.11) 

La curva patrón se elaboró a partir de los resultados obtenidos en ca1as petri de 
los diámetros de los halos formados por las diferentes concentraciones de la 
enzima. En placas de cnstal no hubo formación de halos debido a problemas de 
contaminación. 



--------------------------><ESUL TA DOS Y OISCUSION 

CUADR04.11· ELABORACIÓN DE LA CURVA PATRÓN CON LA 
ENZIMA CELULASA DE Asper¡rlllus nlaer. 

Concentración de la enzima 
(U/I) 
700 
800 
900 
1000 
1170 

Coefi:::1ente de correlac16n 0.978 
Pendiente 0.006 
Intercepto. 4.146 

Diámetro del halo l! 
(cm) 

o 00 1 
1 00 
1 20 1 
2 03 
2.98 

Con las concentraciones de la enzima (20. 40, 60, 80, 1 00, 200. 300. 400, 500, 
600 y 700 ) no se observó formación de halo. El coeficiente de correlac16n fue 
significativo. 

4.6.1 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA EN 
UNIDADES DE ENZIMA DE LAS CEPAS DE Pleurocus 
oscre41cus EN CAJAS PETRI Y PLACAS DE CRISTAL. 

Se evaluaron las cepas de Pleurotus ostre.11tus sobre el medio seleccionado, 
tanto en placas de cristal como en caJas petn. de las cepas inoculadas en placas 
algunas desarrollaron micelio. pero no halo y otras sufrieron contaminación. 
Algunas de las cepas inoculadas en cajas petri formaron halo y sus diámetros 
obtenidos de los halos se extrapolaron con la curva patrón obteniéndose los 
siguientes resultados (Cuadro 4.12). 

Las cepas de la P214 a la P223 son clasificadas como aceluloliticas (C~). Las 
cepas P 215. P216. P 218 y P 221 en todas sus repeticiones hubo formación de 
h•lo después de su micelio, en cambia en las cepas P 214. P217, P219, P 220 y 
P222 solo en algunas repeticiones se apreció la formación de un halo muy 
pequeno. En todas estas cepas el crecimiento del micelio fue rápido y en algunas 
ocasiones este ocultó el halo como probablemente paso con la cepa P 223, en el 
cual no se aprecio halo alguno en ninguna de sus repeticiones. 
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Los monocariotes silvestres P 404, P 406. P 409. P 411. P 412 y P 417 
caractenzadas como celulollticas. presentaron un crecimiento micelial rápido pero 
en ninguna de sus repet1c1ones hubo formación de halo 

Las cepas P 813 y P 816 son d1cariotes (C-) acelulollticas. Estas 2 cepas 
presentaron formación de halo en más de la mrtad de sus repeticiones 

Las cepas control de tipo monoeanótico Mo. 24 y Mo. 36 no presentaron halo, en 
ninguna de sus repeticiones; en cambio las cepas dicanóticas IAP. PIS y 8X3 
formaron un halo muy pequeno en casi todas sus repeticiones. 
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CUADRO 4.12: COMPARACIÓN DE LA CAPACIDAD PARA 

Cepas 

p 214 
p 215 
p 216 
p 217 
p 218 
p 219 
P220 
p 221 
p 222 
p 223 
P404 
P406 
P409 
p 411 
P412 
p 417 

Mo. 24 
Mo. 36 
p 813 
p 816 
8X3 
PIS 
IAP 

CONSUMIR CELULOSA DE DIFERENTES CEPAS 
DE Pleurotus ostreatus EN FORMA CUALITATIVA 
Y CUANTITATIVA. 

Clasificación 
cualitativa previa Evaluación 

cuantttativa 
Halo Halo U/1 

C- C+ 1 1169.57 
C- C+ 1 1104.08 
C- C+ 1 1048.94 
C- C+ 1069.61 
C- C• 1 1345.33 
C- C+ 1061.00 
C- C+ 1 1117.87 
C- C+ l 1252 28 
C- 1 C+ 1000.69 

1 C- C- 1 O.O 
C+ C- O.O 
C+ C- o.o 
C+ C- ºº C+ C- O.O 
C+ ! C- 00 
C+ C- O.O 
C+ C- O.O 

1 C+ C- o.o 
C- C+ 824.06 
C- C+ 1017.92 
C+ C+ 874.89 
C+ C+ 883.51 
C+ C+ 897.29 

Todas las cepas clasificadas previamente como acelulolfticas producen más 
unidades de enzima que las cepas control, excepto la cepa P 813 que produce 
menos a los control y la P223 que no formo halo. 
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--------------------------RESULTADOS V OISCUSION 

En trabaJO anteriores cepas de P. ostre~tus fueron mutadas y me1oradas 
genéticamente para producir cepas aceluloliticas que permitan una delignificaci6n 
selectiva de los sustratos hgnocelulósicos Para evaluar su capacidad celulollt1ca. 
se les probo en diferentes medios (agar-papel filtro con diferentes suplementos y 
carbox1metil celulosa con extracto de malta)_ Bajo esta cond1c1ones las cepas son 
clasificadas como celulolit1cas (C+) cuando presentan ...,:1110 y consumen celulosa y 
acelulolft1cas (C-) cuando no presentan halo y consumF.1n menos celulosa que las 
cepas control. por lo que producen una delignificac16n selectiva (Ramirez. 1989 y 
Fajardo. 1990) Considerando estos criterios los resultados que se obtuvieron 
fueron que las cepas (C-) evaluadas formaron halo y consumieron más celulosa 
que las cepas (C+). De las cepas (C+) solo formaron halo 3 de las control 8X3. 
IAP, y PIS. Es posible que la ausencia de formación de halo en las cepas (C+) 
probadas. se deba a que quizá el micelio ocultaba el halo y no a la falta de 
consumo de celulosa. Las cepas (C-) algunas presentaron halo pero no en todas 
sus repeticiones. además en algunos casos la formación de halo era muy 
pequeno. por lo tanto se considera que el halo estaba siendo ocultado por el 
micelio. 

Por lo expuesto anteriorniente se volvieron a clasificar las cepas evaluadas. ya 
que se consideró que con esta técnica montada se cuantificaron las unidades de 
enzima que producen y no solo la formación del halo como las clasificaciones 
cualitativas anteriores. 

4.6.2 EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA EN 
UNIDADES DE ENZIMA DE LAS CEPAS DE Pleurocus 
onreacus, EN CAJAS PETRI CON PAPEL CELOFÁN. 

Para comprobar que el micelio no estaba ocultando el halo formado. se colocó 
una pelicula de celofán en el medio y se probaron 7 cepas que hablan formado 
halo (para asegurarse que si hubiera formación de halo) Las cepas después de 
los 11 días de incubación habian crecido favorablemente y al eliminar el papel 
celofán con el micelio. no se observó halo. Posiblemente el celofán no sir.-16 como 
una membrana permeable para dejar pasar los nutrientes. sino por su 
composición éste fue utilizado como nutriente, por lo que fue descartado. 

f.:..);~ 
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V. CONCLUSIONES 



Ce las dos cefufqsas probadas se obser.to que la celulosa microcristalina es ta 
más adecuada para detectar la formación de halo. ya que al irse incrementando 
el tiempo de incubación se percibe con mayor facilidad el mayor halo. 

De los 5 colorantes probados el más adecuado para tenir a fa celulosa en fornla 
homogénea en la placa de cnstal. fue el colorante violeta marca comercial. sin 
embargo la celulosa elaborará en ca1as pe1n no se tirio 

Bajo las cond1c1ones estudiadas. el amortiguador de acetatos en cualquier medio, 
sin importar la presencra o ausencia de otros nutrientes como DPMA y glucosa, no 
permite que el mrceho se desarrolle y forme halo. 

La concentración óptima de agar bacteriológico para dar resistencia al medio es 
de 1.5°/o ya que con esta concentración Ja placa no se rompe y se puede transferir 
sobre acetatos. para así obtener un registro de los halos 

El tiempo adecuado de incubación para detectar el mayor halo es 11 dfas, ya que 
a mayor tiempo se deshidrata el medio en las placas 

El mejor vehfculo para suspender la celulosa m1crocristalina es agua destilada. ya 
que además de favorecer el crecimiento miceliaJ de las cepas. permitió distinguir 
con mayor facilidad la formación de ros halos. debido al consumo de celulosa. 

De los 85 medios evaluados. 50 favorecieron el desarrollo vegetativo y en los 
35 restantes no se pudo observar. 
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El medio seleccionado para cuantificar las unidades de enzima de las. cepas de 
Pleurotus ostreatus~ quedo constituido de 1a siguiente manera por caja petri. 

Componentes Caja petri de 9 cm de diémetro 

Celulosa microcnstalína suspend;da 
en agua destilada al 0.3% (mi) 2.1 

Agar bacteriol691co al 1 .5% {g) 0.075 

DPMA al 1 % {mi) 4.9 

Deoxicolato de sodio al 0.05% (g) 0.0035 

Volumen total {mi) 7 

Espesor (cm) 0.12 

E\ medio elaborado en placas de crista\ es una buena altemativa para evaluar 
vatios inoculo• de distintas cepas en periodos de incubación cortos. en este caso 
con Pleurocua oscr .. cus. se presentó el problema de competencia con otros 
mieroorgantsmos por el sustrato (contaminación aerea por mohos y bacterias) 
debido a que e1 tiempo de incubación es muy largo. El hato fue observado 
solamente en cajas petri. 

Todas las cepas estudiadas en este trabajo hablan sido clasificadas con un. 
método cualitativo. ta técnica que se monto. nos permitió evaluar\as 
cuantitatlvamente. Las cepas fueron reclasificadas. ya que probablemente con el 
transcurso del tiempo y después de numerosas resiembras, probab1emente han 
perdido ciertas caracteristicas. 

La técnica montada permitió eva1uar la capacidad celu1oUtica de las cepas de 
Pleurocus ostreacu1 en unidades de enzima. 
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RECOMENDACIONES. 

La técnica montada permitió cuantificar las unidades de enzima que produce cada 
cepa evaluada. sin embargo fattarla por realizar el culttvo de estas cepas y 
evaluar en los sustratos delignlficados el consumo de sus componentes (celulosa 
y lignina) por medio de un análJaia qulmlco. Conociendo la cantidad de celulosa 
degradada se podrla correlacionar el consumo de celulosa con la capacidad 
celulolltica en unidades de enzima. 
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