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RESUMEN

Pleurotus ostreacus (Jacq. ex Fr.) Kummer, es un hongo comestible con el cual
se puede lograr una delignificacidon selectiva de los desperdicios lignocelulésicos,
obteniendo cepas capaces de crecer en estos subproductos utilizando
primordiaimente la lignina y dejando como material remanente un sustrato
celuldsico apto para la alimentacién de rumiantes. Para ello se han producido
mutantes aceluloliticas, las cuales ya han sido mejoradas genéticamente. Las
cepas seleccionadas deben presentar una baja degradacion de celulosa
(acelulolitcas) y uno de los principales problemas ha sido encontrar un meétodo
cuantitativo que permita evaluar en forma precisa y rapida el consumo de este
polisacarido. Para evaluar la capacidad celulolitica de las cepas de Pleurotus
ostreatus. en forma cuantitativa se modificd 1a metodologia de Aguilar G. (1991);
donde la medicidn de ta actividad celulolitica se realizé por medio de la formacién
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 optimas. De los 85 medios evaluados. 50 favorecieron
el desarrollo vegetativo y en los 35 restantes no se observé. El medio quedo
constituido con agar bacterioldgico al 1.5%. celulosa microcristalina disuelta en
agua destilada al 0.3%. DPMA al 1% y deoxicolato de sodio al 0.04%, con un
tiempo de incubacién de 11 dias. El medio elaborado en placas de cristal es una
buena alternativa para evaluar distintas cepas. pero presenta la desventaja de
contaminacién por mohos y bacterias. £l halo fue observado solamente en cajas
petri. La curva patrén se realizd con diferentes concentraciones de !a enzima
Aspergillus niger. con un coeficiente de correlacién de 0.996. Las 23 cepas
evaluadas en el medio seleccionado desarrollaron micelio. Ninguna de las cepas
previamente clasificada como celulolitica, asi como las 2 cepas control (Mo. 24 y
Mo. 36) formo halo, probablemente porque el desarrollo del micelio no permitio
que se observara. La técnica montada permitié evaluar la capacidad celulolitica de
las cepas en unidades de enzima.
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INTRODUCCION ¥ ANTECEDENTES

1.1 ALTERNATIVAS DE APROVECHAMIENTO PARA LOS

DESPERDICIOS.

Uno de los principales problemas que México presenta, es el incremento de
desechos sdélidos organicos e inorganicos. que se ornginan tanto en los nacleos
domeésticos (residuos urbanos; como en zenras agromaustiriales v forestales
(Madinaveitia et al.. 1980 Cruz et al. 1930. Fernancez y Valenzuela, 1980
Martinez et al . 1884 y Mata y Martinez, 1888;

Entre los usos téecnicamente factibles gque se han destinado a este tipo age

residuos. tenemos

e |lncineracior Este proceso es rapido permite reducir en forma muy
cons:derable e volumen de los desechos. genera energia calorifica, desprende

gases de ia cOMbustoN y exisle una destruccidn total de la molécula poliménca

Relleno sanitano Los desechos son vertidos en terrenos baidios donde luego

son cubiertos con tierra
larga efectos

Tanto la incineracidon como el
nocivos al medio
e Purolisis Es un proceso endotérmico que se lleva a cabo calentanao a altas
temperaturas (350 a 1100 °C) y en ausencia c con poco oxigeno. matenales
los cuales

plastico. desechos celulosicos
resultando gases comec

relleno sanitario. causan a la

organicos como: madera. papel,
expernmentan rompimiento en su estructura quirnuca,
CO. CO; H; y CH, acertes y liquidos orfganicos como acetona y metanol. asi
como carbdn (Escobar y Muramatsu, 1992 y Cisneros. 1984

Un gran porcentaje de los desechos colectados, es matena organica
principatmente y en mayor proporcidn de ongen vegetal y en menor animal.
Existen ya propuestas para el aprovechamento de los desperdic;os organicos’

v fertthzantes) (Cruz et al.

e Proceso de compostec (regenerador de suelos

1980)

« Formulacién de compiementos alimenticios o como forrajes para animales

(Maginaverta etal 1980)

« En la fabricaciédn ge materiales de construccion. mezclandose plastico con
fibras. dando firmeza a los ladnllos (Escobar y Muramatsu, 1992)

« En la elaboracidn de pape! de baja calidad. fabricacidon de textiles. muebles,
combustibles. productos quimicos y producctén de proteina unicelular (Cruz et
al., 1980 De la Tcrre, 1981; Madmnavestia et al., 1980. Fernandez y Valenzueia,
1980 Belio y Ramos. 1853 y Philippidis et al . 1983)



Otra aiternativa para los desperdicios artmales y vegetales son utihizarlos como
composta y substratc en el cultivo de hongos comestibles (Martinez et al., 1984:
Martinez et al., 1993, Guzman, 1985, Guzman et al . 1993 y Mata y Maninez.

1988)
1.1.1 DESECHOS ANIMALES

En el cultivo de ciertcs hongos como es el caso del champifidn (Agaricus
bisporus) se ulithza estiércol de caballo. vaca gallina golio. cerdo {conccidos los
tres ultimos como galinaza. pc.amaza y cerdaza respectvamente) combinados
con sustratos hgnocelulplittcos como son pajas de trigo. cebada etc (Levanon.
et al 1584, Shandilya, 1978 y 1878 y Border 1953) y ademas se estan haciendo
pruebas con huesos mohdcs ornncipalmente de vacas agregandoselos a ta

cobertura (Comunicac:on parscnal )

1.1.2 DESECHOS VEGETALES

Volvariella volvacea, Pleurotus ostreatus, Auricularia fuscosuccinea,
Lentinus edodes. Calvatia spp. y Licoperdon spp. entre otros. son hongos
comestbles Qque poseen una excelente capacidad para degradar sustratos
lignoceiuiosicos como son res:duos agricolas, industrniales y maderables A los
cuerpos fructiferos de estos hongos, se les considera un ahmento de buena
calidad para consumo humano y arumal, ademas de prcducir sustancias como
hormonas y enzimas. y algunos de estos hongos poseen atnputos medicinales. Eil
material rermanente, después del cultivo de los hongos puede usarse. para elio se
compostea y se le adictonan materiales con alto contentdo de nitrégeno. como son
los desechos de animales. Una vez degradado dicho material se convierte en un
excelente abono organico que puede aplicarse directamente a los campos de
cuitivo, mejorando la estructura. la capacidad de retencidn de agua y el
intercambio catidnico del suelo y disminuyendo su erosidén De esta forma el sueio
aumenta su potencial para la produccidn de otros cultivos agricolas. Otra
alternativa para el sustrato de desecho, es usarlo como fuente de alimentacién
animal principalmente como forrajes para ganado (Chang, 1980; Lu. 1988
Martinez, et al 1984, Martinez y Larquée 1990, Martinez. et al 1993. Mata y
Martinez, 1988, Guzman, et al 1393, Salmones. 19894, Sanchez y Calvo. 19394 vy

Pena y Barba, 1994).

w
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1.2 ESTRUCTURA FISICA Y COMPOSICION QUIMICA DE LOS
DESPERDICIOS VEGETALES.

Los tejidos vegetales presentan una organizacion celular bastante uniforme
Generaimente, ias membranas celulares de los vegeta'les poseen una pared
celular tipica constituida por tres partes fundamentales la sustancia intercelular o
lamina media. la membrana primana y la secundarna esta J4ltma compuesta por
tres capas. S1 (capa externa), S2 (capa centraly y S3 (capa interna ‘Figuras * 1 v

12)

La substancia intercelular se haila entre las membranas primanas de células
contguas. y mantiene unidas las drstintas celuias que forman los tendos es
amorfa y opticamente 1nactiva (isotropar Se compone principalmente de un
compuesto péctico que posiblermente esta combinado con calclo En los tejudos
lefosos se halla lignificado En jos tejdos adultos la sustancia intercelular es aificl
de identificar. En l(a laminilla media se encuentran casi toda la hgnmna. cuya
proporcion disminuye conforme se acerca al lumen

La membrana prnmaria o pared primana es la primera pared celular verdadera
que se desarrolla en una célula joven En muchas células es ia unica pared que
se desarrolia. ya que la laminilla media se considera sustancia intercelufar y no
una pared propiamente dicha. Contiene celulosa, hemicelulosa y alguna pectina.
puede lignificarse Debido a la presencia de celulosa la memkbtrrana es anisétropa
puesto que dicha membrana se forma antes de que la ceéluia haya aejadc de

Ccrecer.

Como su nombre {0 indica la membrana secundaria sigue a la primana en orden
de aparicidn Consta pnncipaimente de celulcsa o de mezcias variables de
celulosa y hemicelulosas, pero puede ser modificada por acumutacion de ignina y
otras substancias diversas. Debido a ia elevaca proporcidon de celulosa. ia
membrana secundaria es fuertemente anisdtropa. destaca su complejidad
estructural y su ausencia de homogeneidad Por lo general la capa S2 [capa
central] es la de mayor espesor comparada con la pared primana, la laminila
media y las otras dos capas (S1 [capa externa] y S3 [capa interna] ) La pared
secundaria contiene muy poca lignina. A cada capa de la pared secundaria se
adhieren la celulosa y cantudades minimas de otros constituyentes formando
estructuras longitudinales llamadas microfibrillas, dentro de cada una de las
cuales se encuentran |las mdéleculas lineares de ceiulosa unidas lateraimente por
puentes de hidrégeno y por fuerzas de Van der Waals. El espescor de las
membranas celulares vana segun la edad y tipo de la célula.



Los desperdicios vegetales estan compuestos prnncipaimente de 3 tipos de
biopoiimeres hgnina (4-25%:) hermucelulosa (10-30%; y celulosa (35-60%)
conocdos como complejos hgnocelulosiccs é€stos son los consttuyentes mas
mportantes de los tejdos vegetales

La agnina se encuentra asociada con la celulosa formando una barrera de dificit
degradacion Los desechos agrfico:as contienen altas proporciones de estos
complejos, por ello a! utihzarlos de manera directa e la allmentacidn animal no
presentan un aumento s:gnificativo en la ganancia en peso por su baja
digestibiidad. ya que l!a lignina actua como barrera nfrangueable para la
utihizacion de la celulosa. compuests de /mporancia en 'a digta ce cs an ma'es
(Guzman 1985; a la vez se consigera a la hgnina como una gran fuente de
energia de baja disponibihgdaa

La hgnina es una molécula polfendhca con estructura tr:imensionai. es un
matenal amorfo. formado por mcnomeros aromatccs v altamente ramificado. esta
formada a base de la polmerizacion de alcoholes poithigroxicinamicos Se le
encuentra depositada alrededor de la celuicsa dandole una gran res:stencia a los
tejidos vegetales Por ello actua come barrera fisica y guimica para evitar el
atague mic{obiano y la accion de las enzimas celuioliticas (De ta Torre. 1981

La lignina puede estar presente en las 3 capas de la membrana ia lamina media.
la pared primana (membrana prmana; y la pared secungana (membrana
secundana) La lignificacién se imicia en la membrana primaria, en ia porcion
adyacente a los engrosamientos angulares de la lamina media. y luego se
extiende a la capa intercelular y a la membrana porimana en general En la
membrana secundana la lignificacidon queda muy por debajo con respecto a la
sintesis de celulosa y otros pchsacandos En los tepdos lenosos ia lam:na meda y
ila membrana pnmaria son mas hignificadas que la membrana secundarta

La hemicelulosa es una mezcia compleja de polisacarndeos conteniendo
basicamente xilosa, galactosa, manosa,. arabinosa y acidos urdnicos de glucosa y
galactosa. A los enlaces entre ellos, se le considera menos resistente tanto a los
tratamientos quimicos como fisicos

La celuiosa es la macromolécula organica mas 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 celuiosa es un homopolimero
lineal formado por unidades de anhidro D- glucosa unidas por enlaces 3 (1-4)
glucosidicos, es un material cristalino, rigido. La celulosa esta fomadas por
cadenas lineales hasta de 3000 unidades de glucosa (Figura 1.2). estas cadenas
se disponen ya sea alazaren lapared celularde la planta, constituyendo la
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o bien agrupadas en microfibrilas, formando !a celulosa
cristalina, en esta las cadenas se mantienen unidas por enlaces de hidrégeno y
fuerzas de Van der Waals, estas uniones impiden el acceso de la enzima celulasa
a la region central de las cadenas de celuiosa (Deacon, 1988 y Coughtan, 1990)

La celulosa ademas de ser el componente principa! de los vegetales forma pane
de algunos invertebrados como matenal extracelular

celulosa amorfa,

La hidrélisis completa de la celulosa con acidos concentrados produce unicamente
D- glucosa. pero ta hidrélisis parcial produce el disacando reductor celobiosa, cuyo
enlace entre 1as unidades de D- glucosa es {1 (1-4) (Lenninger. 1985)

Las celulosas nauvas presentan diferentes grados de cnstalimdad La hidrdlisis
enzimatca de este polisacando requiere de un comple|o enzimanco integrado por
3 clases de enzimas., capaces de romper los enlaces ghcosidicos 3 (1-4),
conocidas como endoglucanasa. exoglucanasa y {3 -glucosidasa (De 1a Torre,
1981) Los rumiantes (vacas. ovejas. cebras. prafas. etc). pueden utiizar la
celulosa como alimento. ya que las bacternas presentes en su rumen producen la

enzima celulasa. qQue hidroliza la celulosa a D-glucosa. sin embargec como ya se
menciono su digestibidad es baja

Aunque la celulosa posee elevada afinidad por el agua. es completamente
insoluble en ella. Los derivados sustituidos de la celulosa se forman por
reemplazo del hidrogeno de ios grupos hidroxilos primanos y secundanos de la
celulosa con ios grupos reactivos tales como metil. etil. hidroxietil. y carboximetil
La adicidn de estos grupos hace a la celulosa menos cnstalina y mas soluble en
agua. en proporcién al grado de sustitucién y a |a capacidad de solvatacidn de los
grupos sustituyentes. La ceiulosa mucrocrnistalina, seca y blanca. conocida con el
nombre de Avicel es soluble en bases diluidas e insoluble en acideos diludos
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FIGURA 1 1 ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA EN LA FIBRA DEL ALGODON (A)
SEGMENTO TELESCOPIZADO ¥ (B). SECCION TRANSVERSAL DE LA FIBRA
MOSTRANDO (A RELACION ESPACIAL DE LAS DISTINTAS CAPAS Y tA
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EXTERIOR DE LA MEMNMBRANA SECUNDARIA COMBINA LA ORIENTACION
RETICULADA CON LA PARALELA DE LAS MICROFIBRILLAS Y LA PRIMERA
CAPA CENTRAL DE LA MEMBRANA SECUNDARIA TIENEN UNA ESTRUCTURA
MICROPILAR PREDOMNINANTEMENTE PARALELA (ESAU. 1985
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CAPA CENTRAL DE ESTA MEMBRANA (C) LAS MACROFIBRILLAS (EN BLANCO)

- CONSTAN DE NUMEROSAS MICROFIBRILLAS (EN BLANCO) (D) DE CELULOSA

ENTREMEZCLADAS CON MICROPOROSIDADES (EN NEGRO) QUE CONTIENEN

- COMPUESTOS NO CELULOSICOS. LAS MICROFIBRILLAS COMPUESTAS DE

FIBRILLAS ELEMENTALES (MICELAS) ESTAN FORMADAS POR HACES DE

MOLECULAS DE CELULOSA. PARCIALMENTE DISPUESTAS EN RETICULOS

TRIDIMENSIONALES ORDENADOS. LAS MICELAS (E) SON CRISTALINAS DEBIDO AL

ESPACIADO REGULAR DE LOS RESTOS DE GLUCOSA (DOS UNIDADES DE

CELULOSA) (F) ESTOS RESTOS ESTAN CONECTADOS POR ENLACES [-1.4-
GLUCOSIDICOS (DOS RADICALES DE GLUCOSA) (G) (ESAU. 1985)




1.3 METODOS PARA LA DELIGNIFICACION DE LOS
DESPERDICIOS LIGNOCELULOSICOS.

La utilizacién de los desperdicios vegetales reviste gran importancia debido a!
papel que juegan las plantas como pnncipales productores de biomasa en el
planeta (Leal. 198B0b) Existen 3 métodos para delignificar los desperdicios
vegetales: tratamientos fisicos como son moliendas, radiaciones, tratamientos
quimicos con sustancias alcahknas (NH,, NaOH. NH, entre otros) o con acidos
fuertes o diluidos (HF., HCI, H,SO,) (Han y Callihan, 1974 y Blaze; y Kosik, 1993),
solos o en combinaciones, es posible disminuir el contenido de lignina de los
desperdicios lignoceluldsicos causande aumente en la digestbilidad., pero
presentando las siguientes desventajas no son econétmicos porque gastan
mucha agua para sus lavados. alto consumo de energia, ademas de problemas
de contaminacién (Blaze) y Kosik, 1993). Otra alternativa para degradar a estos
polisacaridos ocurre de forma natural por descomposicibn enzimatica por ciertos
microorganismo, entre ellos se incluyen bactenas aerobias (Cellulomonas sp,
Cellvibrio sp, WMicrobispora bispora, etc) y anaerobias (Acetlvibrio
cellulolyticus, Bacteroldes cellulosolvens, etc.) y fos hongos que ocupan una
gran variedad de habitats (Coughlan, 1990 y Ahmedova, 1991 ) Estos hongos se
han clasificado dentro de 3 categorias: Hongos de |la pudricién blanda, hongos de
la pudricidn oscura y hongos de la pudricion blanca de acuerdo a su capacidad de
degradacion (Eriksson, 1988 y Ahmedova, 1991).

Los hongos de la pudricidn blanda pertenecen prmordialmente a las clases de ios
Ascomycetes y Deuteromycetes. Son hongos cetuloliticos poco especializados
de los Géneros Chaetomium, Ceratocystis, Phlalophora, etc., son activos sdle
en la madera con un alto contenido de agua. degradan celulosa y hemicelulosa
pero no lignina., y penetran en la capa S2 de las paredes donde producen
cavidades romboides tipicas. ta pudricidn es limitada y esta estrechamente
relacionada con las hifas, ya que las celulasas no se difunden libremente en ia
madera, quedando como resultado un desecho blando (madera), de ahl que se
les llame hongos de la pudricion blanda.

Dentro de los hongos de la pudriciédn oscura o café pertenecen a la clase de los
Basidiomycetes. por ejemplo: Plptoporus betullnus, Coniophora puteana,
Lentinus lepideus, Lenzites sepilaria entre otros, pero al igual que los hongos de
la pudricién btanda, degradan celulosa y hemicelulosa, y séto causan ligeras
alteraciones en la moiécula de {a lignina dejando una capa de color café (de ahl el
nombre de pudricidon 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 pudricidn difusa y generalizada al crecer
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principalmente en el lumen celular proximo a la capa S2. Estudios recientes han
demostrado que degradan la celulosa por procesos oxidativos No enzimaticos que
implican la accion de iones H,0,y Fe™~

Los hongos de la pudricidn blanca o hgnicola. utihizan celulosa. hemiceluiosa y
hgrnina mas o menos en forma simuitanea. la madera adquere una coloracidn
clara durante la descomposicion Tienen varnos patrones de coloracidn de la
madera, pero cuando estan presentes en el lumen de la cétlula ocasionan una
descomposicion progresiva de ias capas de 1a pared gue comienzan en !a capa
83 y luego se extienden hacia el extenor Dentro ce este tipo de hongos: los
Bas:idiomicetos son sin lugar a duaas los mas sofizientes en relacion a su
capacidad dehgnificante son capaces de degracar!ia parciaimente (Kirk y Shinaca,
1885, Deacon. 18988 y Coughlan 1990; Especies del genero Pleurotus ofrecen
muchas posibilhidaces para delignificar ios desechos agrcotas y torestaies y
producir un ahmento con alto conteni@do proteico 1Guzman. 1985,

La especie mas conocida de este genero es Pleurotus ostreatus, es un hongo

saproblo que crece naturalmente sobre troncos de arpboles Mmuertos y muy
raramente sobre arboles wvives (Guzman., 1877) Es capaz de degradar
simultaneamente lignina. celulosa y henucelulosa (Zacrazil, 1984) Posee una
amplia gama de enzimas: celulasa (endoglucanasa. celoblosas) henuceiulasa
(xilanasas) y hgninasas (lacasas. peroxidasas. hgrnasas). ias cuales toman parte
activa en ia degradacion de los matenales ignoceluldsicos (Ahmedova 1991
Pleurotus ostreatus es uno de los 4 hongo mas importantes cultivados
comercialtmente a ruvel mundial (Chang y Miles 1989) En nuestro pais representa
una alternativa para satisfacer la demanda de necesidades nutricionales dado su
alto contemdo proteico y ademas utlkzando los resicduos agroindustriaies que
representan en algunos sihos sertos problemas de contaminacion Sus
esporoforos son comestolies de olor y sabor agradavle En Meéxico Pleurotus
ostreatus se conoce con los siguientes nombres comunes seta. orea oo palo
oreja de izote. oreja blanca hongo de carahuate y horngo de tagazo (Guzman,
1985 Maninez et al 1985,

1.4 MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA DE Pleurotus ostreatus.

El cuerpo fructifero con forma irregular esta formado por el estipite (pie) pileo
{sombrero) y par el himenio (lamnas)

E! estipite mide 20-30 X 10-20 mm. puede ser corto oblicuo. excéntrico lateral o
en algunos casos ausente y su base puede ser pilcsa. isa. humeda o higeramente
viscosa de color blanco © amarnilento. por Io general es concrescente (todos nacen

1o



de una base comun) El pileo mide de 5 a 15 cm de didmetro. su forma puede ser
espatulada. de concha (en forma de osira). de
después lana. liso. o ligeramente deprmide.
margen lobulado o agrietado. su color
condiciones del cultivo)

abanico, convexa al principio.
frecuentemente ondulada con el
es variable (dependierdo de las
negro. violdceo. pardo cemciento ahumado. gns. gns-
azuloso. grnis oscuro, cafe, café oscuro. cafe-grisaceo pero palidece al secarse, su
textura puede ser lisa. a veces algo escamcsa hacia el centro o base. El himenic
(parte fértl del hongo; se locabza debajo de! pilec y estd formado por laminas
estrechas celgadas. gecurrentes, blancas o grisaceas con un ligero reflejo rosado
En ellas se producen ios casidios ucturas especaiizadas que
producen esporas ibas 2iosporas: Las esporas son usas subciindnicas de
forma elipsoidal de 7 5 -11 X 34 . de color ila en masa (Kneger, 1987 Zadraz
1974 Eger. 1978: Chang y Mies. 1589)

ics cuaies son estru

Pleurotus ostreatus pertenece a la clase de los Basidiomicetos definda
generaimente por formar 4 esporas sexuales, la esporulacion de Pleurotus
ostreatus produce esporas haploides con 4 tipos de compatubilidad. las cuales
germinan para formar el miceio monocandtico por medio de divisiones mitoticas
Este miceho puede permanecer en !a fase vegetativa por tiempo indefinido. si se
dan las condiciones apropiadas de luz. temperatura o humedad relativa del medio
Para cambiar a la fase reproductiva debe de haber apareamiento entre
monocariotes compatibles para formar micelio dicandtico Este bajo condiciones
adecuadas. se aglutina para dar ongen a los primordios. les cuales al

desarrollarse forman el cuerpo fructifero (Alexopoulos, 1679, Chang y Miles.
1989).

El micelio de Ia mayoria de los basidiomicetos pasa por 3 estados distintos de
desarrollo pnmarno. secundano y terciano. para que ei hongo complete su ciclo de
vida El micelio pnmarno generaimente se desarrolla a partir de la basidiospora. Al
principio puede ser muttinucleada ya que el nucleo o los nucleos de la
basidiospora se dividen muchas veces a medida que el tubo germinativo emerge
de la espora y comienza a crecer sin producir septas. La fase muttnucieada es
corta porque se forman tabiques que dividen al micelio en ceéluias uninucieadas. El
micelo secundano se orngina del micelio grimarno. Las células son tipicamente
binucleadas. El estado binucleado comienza cuando se fusionan los protoplastos
de 2 células uninucleadas. sin que haya meiosis después de la mitosis. La celula
binucleada gque asi se forma produce una ramificacién a ia cual emigra e! par
nuclear, los 2 nucleos se dividen conjugadamente, y los nucleos hermanos se
distribuyen en 2 células hijas para imiciar el miceho binuclear El! micelo terciario
esta representado por los tejidos especializados que se onginan para formar los
esporoforos de los basidiomicelos. Los basidiomicetos producen basidios en
cuerpos fructiferos altamente organizados de vanos tipos. El basidio se ongina
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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 mas ancho. En tanto
tienen lugar estos cambios externos, dentro del basidio joven se fusionan los
nacleos (Cariogamia) y el nidcleo zigdtico pronto sufre meiosis, dando lugar a 4
nacleos 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
nacleos pasan a los jovenes basidiosporas, que van a completar su desarrollo
como células uninucleadas haploides (Figura 1.3) (Eugenio y Anderson, 1968;
Alexopoulos, 1979, Martinez, et al. 1993 y Herrera y Ulloa, 1990).



FIGURA. 1.3 CICLO DE VIDA DEL HONGO COMESTIBLE
Pleurotus ostreatus (RAMIREZ, 1989).
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1.5 ESTUDIOS REALIZADOS CON Pleurotus ostreatus.

Este hongo ha sido estudiado desde varios aspectos. como su ciclo de vida.
patrones de sexualidad (Herrera. 1990) composicidn quimica. aislamiento de
sustancias importantes como es el ergosterol (Trigos y Marinez. 1992),
Mejoramiento genético: Hibridacion o entrecruzamiento de cepas: (Martinez.
1988b: Sobal y Martinez, 1888. Alcantara, 1990. Fajardo, 1980, Padilla. 1990)
fusibn de protoplastos y dedicariotizacidon (obtencién de neohaplontes). (Leal.
1980a). ademas de ia obtencion de mutantes seiectivas para degradar la lignina
(Ramirez, 1989), asi como el cultivo de este hongo en diversos sustratos, en
donde la mayor parte de estas investigaciones se han basado solo
exclusivamente en la produccién de espordforos (Guzman. 1985; Morales. 1987,
Martinez, et al.. 1985 y 1988a. Soto. et al. 1989. Rinker. 1951: Bis'ko y Bilay.
1892; Ginterova, et ai. 1992; Guzman, et al 1993, Pérez y Alfaro. 1994 y
Villasenor, et al. 1994), éstos sustratos se pueden clasificar en 6 categorias’

1) Pajas de: cartamo, cebada. sorgo. trigo, avena, centeno. amaranto, arroz y
zacate en general.

2) Rastrojos de: maiz, mijo. garbanzo. frjol

3) Pulpas de' café, cardamomo, cacao

4) Bagazos ce: cana de azucar, citronela, maguey tequilero, mezcal, henequén,
zanahoria.

5) Forestales como: aserrin, viruta (pino, encino) madera de cazahuate. troncos,
ramas. polocote (maleza) y hojarasca de parques y jardines,

6) Otros: pape!, olote y tamo de maiz. fibra de coco, lirio acuatico. hojas y tallos
(canones) de platanoc, residuo de girasol, orégano. pencas de nopal. cascara de
cacahuate. desechos de la industria textil: lino y algodédn y de la industria de
extraccion de aceites esenciales: (hojas) zacate limdn. canela y pimienta negra.

1.6 SISTEMA CELULOLITICO FUNGI

Los hongos celuloliticos (pudriciéon blanda, blanca y oscura) tiene la capacidad de
biodegradar la celulosa presente en |10s materiales vegetales

Esta biodegradacion requiere de un sistema de enzimas extracelulares
denominadas celulasas o mas precisamente como complejo celulasa.

El complejo celulalitico extracelular esta compuesto por 3 grupos de enzimas
conocidas como 1 4--D-glucano glucanohidrolasa (endogiucanasa), 1.4-(3-D-
glucan celobiohidrolasas (exoglucanasa) y {-D-glucoside glucohidrolasa ( f3-
glucosidasa) (Figura 1.4).



La endoglucanasa rompe las cadenas de celulosa para formar varias moléculas
como el dimero celobiosa y el rimero celotriosa, luego la fi-glucosidasa rompe a
fa celobiosa para formar glucosa, la cual es asimilada por ia célula. Sin embargo la
celulosa cristalina naturail requiere una tercera enzima, la exo-p-glucanasa, que
separa unidades sucesivas de 2 azucares (celobiosa) de los extremos de las
cadenas de celulosa. es una enzima con fecuencia mucho mas restringida, ya que
muchos hongos producen la endoenzima y ia f3-glucosidasa. pero muy pocos
producen las exoenzimas y por 1o tanto son incapaces de degradar la celulosa
cristalina. Tales hongos incluyen los géneros Trichoderma spp., Chaetcomium. y
los Basidiomycotina y Ascomycotina (Deacon. 1988, Enksson, 1978. Coughlan,
1988 y 1990; Philippidis. 1993).

DEGRADACION ENZIMATICA.
Celuosa

exo-fi-1.4-glucanasa
endo-B-1.4-glucanasa

CeloTiosa

p-D-glucosidasa

Glucosa

FIGURA 1.4: COMPLEJO CELULASA (DEACON, 1988).




INTRODUCCION ¥ ANTECEDENTES

1.7 OBJETIVO.

Este trabajo esta enmarcado dentro de un proyecto global, donde se han
producido mutantes aceluloliticas del hongo comestible Pleurotus ostreatus, con
la finalidad de lograr una delignificacién selectiva de los desperdicios
lignocelulésicos, obteniendo cepas capaces de crecer en estos subproductos
utilizando primordialmente la lignina y dejando como material remanente un
sustrato celuldsico apto para la alimentacion de rumiantes. Para esto las mutantes
aceluloliticas, han sido mejoradas genéticamente (Ramirez, 1989: Alcantara, 1990
y Padilla, 1990). Las cepas seleccionadas deben presentar un consumo muy bajo
de celulosa (aceluloliticas). Uno de los principales problemas ha sido encontrar un
método cuantitativo que permita evaluar en forma precisa y rapida el consumo de
este polisacarido (Fajardo. 1990). Por 1o anterior en el objetivo de este trabajo se
planteo el montaje de una técnica que permita evaluar la capacidad celulolitica de
diferentes cepas hibrndas de Pleurotus ostreatus de manera cuantitativa.
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2.1 CEPAS FUNGICAS.

Las cepas evaluadas de Pleurocus ostreatus son hibridos, que se encuentran
depositadas en el cepario del Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la
Facultad de Quiruca de la UNAM. Las cepas fueron conservadas por resiembras
periddicas en un medio de extracto de malta agar (Cuadro 2.1).

CUADRO 2.1: ORIGEN Y CAPACIDAD PARA CONSUMIR CELULOSA DE LAS
CEPAS DE Pleurotus ostreatus.

Cepas Consumo Origen
de celulosa
P 214 C-
P 215 C-
P 216 C-
P 217 C- Cepas dicarioticas de Pleurotus ostreatus
P 218 C- provenientes de la cruza entre la mutante
P 21g C- (C-) 56 H1N1 y el monocariote silvestre
P 220 C- Mo.24.
P 221 C-
P 222 C-
P 223 C-
P 813 C- Cepas dicarioticas de Pleurotus ostreatus
P 816 C- provenientes de la cruza entre la mutante
(C-) 9 H4N2 y el monoariote silvestre Mo.36
P 404 C+
P 406 C+
P 409 C+ Cepas monocarioticas silvestres (C+) de
P411 C+ Pleurotus ostreatus.
P 412 C+
P 417 C+
P 407" C+ Monocariote silvestre
(Mo. 24)
P 408" C+ Monocariote silvestre
{Mo. 36)
P 14~ C+ Hibrido dicariote obtenido por el Dr. Leal.
(8x3)
1AP* C+ Cepa comercial
P18 C+ Cepa comercial

C- acelulolitica C+ celulolitica * cepas control



2.2 MEDIOS UTILIZADOS PARA EL

DESARROLLO Y
CARACTERIZACION DE LAS CEPAS.

2.2.1 MEDIO DE EXTRACTO DE MALTA AGAR.

Para preparar 500 mi de meadio de extracto de malta agar, se pesd 10 g (2%) de
agar bacterioldégico y 7.5 g {1 5%) de extracto de malta y se colocd en un matraz
Erlenmeyer de un utro de capacidad. Se adwiciono 500 m! de agua destilada
gradualmente procurando disolver los reactivos. se tapo con hule espuma y papel
aluminio, y se dejo reposar durante 20 minutos Postenormente, se esterilizo en
autoctave a 121°C y 15 libras de presidén durante 30 minutos A continuacién se
vacio 20 mi del medio estén! en cajas petn de plastico de 9 cm de diametro. Una
vez solidificado el medio se guardaron las cajas petn en bolsas de polietileno, con
el medio invertido, para evitar contaminaciones, asi como, condensacién de agua
y deshidratacién del medio. En esta posicidn el medio se incubo a 28°C y después

de 3 dias se revisaron y desecharon aquellas que presentaron crecimiento alguno
de bacterias y/o mohos.

2.2.1.1 INOCULACION DEL MEDIO.

En el medio libre de cualquier contaminacién se procedid a su inoculacién 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 perimetro de una colonia en crecimiento. En
condiciones esteériles se transfirieron 4 inoculos de la misma cepa a una caja petri
con medio de extracto de malta. y se incubo a 28°C. Después de 3 dias se
revisaron y eliminaron aquellas que presentaron contaminacion. Todas las cajas
que presentarcn crecimiento normal se incubaron nuevamente bajo las mismas
condiciones. hasta que el desarrollo vegetativo invadid totaimente la caja (7 a 10
dias).

2.2.2 MEDIO DE EXTRACTO DE MALTA DEPROTEINADO (DPMA).

Para preparar una solucién concentrada de extracto de malta deproteinado. Se
pesaron 10 g de extracto de maita y se disolvieron en 1000 mi de agua destilada,
se midiod el pH de la solucién y se elevo 1.5 unidades con una solucidn de NaOH
1N. sjusténdose a un pH de 7.3 = 0.1. Después se adiciono 0.7 g de CaCl;.«2H,0
y se esterilizo en autoclave a 121°C y 15 libras de presidn durante 20 minutos.
Una vez frio se filtro para eliminar las proteinas. con lo cual se obtuvo un medio de
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baja concentracidn de nitrégeno. Finalmente se esternlizé 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 !a solucidn de sales minerales se disolvieron en 500 m!

de agua destilada, las siguientes sales en el orden indicado (Cuadro 2 2).

CUADRO 2.2: ELABORACION DE LA SOLUCION DE SALES

MINERALES.
Sales Cantidad
minerales [{-}]
NH H,PO, 4.0000
K.HPO, 0.2000
KH;PO, 0.8000
ZNSO,e7H,O 0.0044
MNSO «4H,0 0.0050
CuSO, +5H,;0 0.0010
FeNH,CgsH, O, 0.0050
CacCl, 0.0200
MgSO,e7H,O 0.89G0

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

Para preparar el medio se ajusto el pH de la solucidén de sales a 4.5 y se
adicionaron 20 g de agar bacteriolégico por cada litro de medio. Después de
disolver el medio, se dejo reposar durante 20 minutos y esterilizo en autoclave a
121°C y 15 libras de presién durante 15 minutos. A continuacién se vacio 10 mi
del! medio en cada caja petri desechable. Cuando solidificaron se guardaron en
bolsas e incubaron como se menciono anteriormente.



2.2.4 PRETRATAMIENTO DE LA CELULOSA POR EL METODO
WALSETH (CELULOSA MICROCRISTALINA Y
CARBOXIMETIL CELULOSA).

Con este método la celulosa se somete a un tratamiento dcido para que esta se
pueda hidratar y obtener una suspension homogénea

Para preparar celulosa por o! metodo VWalseth (1852 4 ¢ de celulosa
microcristalina o carboximetid ceiulosa y £1 mi ce acido fosforice se dejaron eninar
en el congelador cdurant2 20 minutos Postencrmente se mezclaron gradualmente,
con la ayuda de un agitador peguenas cantidades de celuiosa y acido fosfdrico en
un vaso de precipitados colacaZo en un £ano ce hielo para obtener una mezcla
homogenea libre de grumos ©sta operacion se continud hasta que !oda ia
celulosa se incorporo en una mezcla homogénea con e acido La mezcla se dejo
enfriar por 2 horas y despues se ilcuo con 500 mi de agua destitacda y se filtro al
vacio para eliminar el exceso de acido El precipitadce obten:zo de la celulosa se
desprendié con una espatula y se lavo 2 veces mas de la musma manera
Después del aitimo lavado, se coloco en 500 mi de solucién de carbonato de
sodio al 1% y se dejo reposar por 12 horas, para neutralizar el exceso de acidez.
A continuacion se lavd 3 veces mas con agua destilada de igual forma

2.2.4.1 CELULOSA SUSPENDIDA EN AMORTIGUADOR DE
ACETATO DE SODIO.

A la celulosa tratada por el meétodo Walseth se le deterrmind la humedad y se
suspendio en 100 ml de amortiguador ce acetatos de sodio 0.1 M pH 5 Una vez
que se conocid la humedad se le adiciond la cantidad necesaria de amortiguador
para obtener una solucidn de celulosa ai 1 5

2.2.4.2 CELULOSA SUSPENDIDA EN PEPTONA AL 0.05 Y 0.19% Y
AGUA DESTILADA

Para obtener una solucidn homogénea la celulosa se disolvic en 100 ml de
peptona al 0.05, 0.1%, o agua destilada. para esto se le determiné la humedad al
precipitado y se le adiciond la cantidad necesaria para obtener la solucidén al 1%
de celulosa
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2.3 EVALUACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE LAS
CEPAS DE Pleurotus ostreatus, EN PLACAS DE CRISTAL.

Para evaluar la capacidad celulolitica en fcrma cuantitativa de las diferentes cepas

por medio de halos fue necesarno probar diferentes variables que permitieran
encontrar ias condiciones Optimas para el objetivo principal.

2.3.1 PREPARACION DE PLACAS DE 5X5 cm CON CELULOSA

TRATADA POR EL METODO WALSETH

Para preparar la placa. se peso 0 35 g de agar bacteriolégico y se disolvidé en 33
m] de amortiguador de acetatos 0.1 M pH 50 Esta mezcla se calentd hasta la
completa disoiucidén del agar. Una vez disuelto el agar se adiciond 2 ml de ia
solucidn de celulosa (tratada por el metodo Walseth) al 1%, se agitd y vertié 2 mi
de esta solucidén en una placa de cnstal de 5X5 cm de lado y se de)d solidificar.

2.3.1.1 TINCION DE LA CELULOSA

Para tenir la celulosa se utihzaron l0s sigurentes colorantes®

e Comerciales marca Mariposa
Cafeé
Negro
Violeta.

e Quimicamente puros
Azul brilante de remazo!
Rojo de rutenio

Las placas con la celulosa solidificada, se tineron con una solucidn al 0.05% de
cada uno de los colorantes durante 30 minutos. dejandose sumergidas en un

recipiente con suficiente solucién del colorante. posteriormente se lavaron hasta
qgue el agua del lavado se observo incolora.

2.3.1.2 EVALUACION DE HALOS CON LA ENZIMA CELULOLITICA
DE Trichoderma sp.

A cada placa se le realizé un pozo con una punta Gilson de 0.9 cm de didmetro, y
se inoculd con 40 ul de una enzima concentrada de Trichoderma sp. Se



evaluaron 3 diferentes tiempos de incubacion (1, 3 vy 5 horas), a 28°C, con sus
respectivos tnplicados.

2.3.2 PREPARACION DE PLACAS Y SELECCION DE LAS
CONCENTRACIONES DE AGAR Y CELULOSA.

Una vez eiegi2a la meor celulosa y el colerante, se procedieron a preparar placas
de cnstal de 17X17 cm de iadc

agar . 225 0375 y 05 g) y cada una se

Se probaron : cormcentrac:ones de
disolvieran por caws mizntio en S concentraciones de celuicsa, tratada por el
) umen otal se

método Valseth (0 2.83 04y CS %y Para completar el vo!
adicionaron 1.5, 28 2453 21, y 175 mi de amorhguadcer de  acetates
que soldificaron se tifiercn durante 20 minutos y se

respectvamente. Una vez
enjuagaron con agua El espescr de cada placa fue de Q.12 ¢m con un volumen
de 35 mil.

2.3.2.1 EVALUACION DE HALOS CON 3 CONCENTRACIONES DE
LA ENZIMA CELULOLITICA DE Trichoderma sp. Y
SELECCION DEL TIEMPO DE INCUBACION.

A cada

placa se le dwvidid imaginanamente en 3 seccicnes honzontales y 2
verticales igualmente espaciacdas y en el centro de cada cuadrante se le realizo un
pozo con una punta Gilson de O 9 cm de dxametro Cada concentracion de la
enzima de Trichoderma sp (10 .10 y 107,
haciéndose 2 réplicas para cada ttempos de tncubacion (1 2, 3.4. 7. 8. 10. 11, 13
y 14 dias). Las placas fueron mcubadas a 28°C dentro de bandejas seiladas para
evitar su deshidratac:on y prop:ciar un ambiente humedo

se incculo en 2 pozos con 40 ul

2.3.3 EVALUACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE LAS

CEPAS DE Pleurotus ostreatus, EN UNIDADES DE ENZIMA,
EN LA PLACA DE 17X17 cm.

Con las variables anteriores, una vez gque se encontraron las mejores condiciones
para detectar la formacién de halo, se procedid a evaluar las cepas ge Pleurotus
ostreatus sobre el medio elegido. Para esto la placa se dividié imaginariamente en
3 secciones horizontales y 2 verticales igualmente espaciadas y cada cuadrante
se inoculo con circulos cortados con una punta Gilson estéril de 0.9 c¢cm de

diametro de agar con micelio proveniente del perimetro de una colonia en

)
X
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crecimiento en agar extracto de maita. Se incubo el tiempo etegido a 28°C,
realizandose 5 repeticiones por cepa (8X3. P813, P221. P222. P223, Mo 24).

2.3.4 EVALUACION DE 5 CONCENTRACIONES DE GLUCOSA,
UNA DE DPMA Y UNA DE TIAMINA, SOBRE EL
DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS CEPAS DE Pleurotus
ostreatus, EN CAJAS PETRIL.

Se sustituyo la placa de cristal de 17X17 cm. por cajas petn de 9 cm de diametro
Para esto el voiumen total de la caja petn fue de 7 mi, para igualar el espesor de
la placa. El medio se preparé en tubos de ensaye. con 0075 g de agar
bacterioidgico disuelto en 3.15 mi del amontiguador de acetatos al doble de su
concentracidn normai, 3.15 ml de DPMA al 1% y 07 mi de !a celulosa
seleccionada. Se probd 5 concentraciones de glucosa (0.05. 0.1, 0.5, 1.0y 2.0%)
para cada medio con y sin tiamina, con 5 repeticiones Posternormente los tubos
se esterilizaron por 15 minutos a 121°C y 15 tibras de presidn, vaciandose solo
una parte de tubos (50%) en cajas petri. Cuando se probo ia tiamina. el otro 50%
de los tubos preparados. se dejaron enfriar después de esterilizar y antes de que
solidificaran se les agrego 10 ul de solucién de tiamina al 0.01 mg % a cada tubo.
en condiciones asépticas. Finalmente se agitaron los tubos para homogeneizar el
medio con un vorex y se vaciaron cada tubo sobre cajas petri. El medio fue
inoculado con las cepas control, Mo. 36, 8X3 y Mo. 24 y se incubaron a 28°C, el
tiempo elegido

2.3.4.1 EVALUACION DEL DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS

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

El medio se elabord como se menciono en la seccidn anterior (2.3 4), solo que
cada tubo se vacid sobre las cajas petri que contenian el medio de sales
minerales (primera capa). El medio fue inoculado e incubado de 1gual forma.

235 EVALUACION DE tA CELULOSA DISUELTA EN 2

CONCENTRACIONES DE PEPTONA Y AGUA DESTILADA,
SOBRE EL DESARROLLO VEGETATIVO DE LA CEPA 8X3.

La celulosa microcristalina se disolvié en peptona al 0.05 y 0.1% y agua destilada.
Los medios que a continuacién 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 ml).



Cada medio se inoculd con la cepa control 8X3, e incubo por 4, 7 y 11 dias a 28
*C. haciéndose 3

repeticiones por cada tiempo (Cuadro 2.3 y 2.4). La
+ concentracién de agar bacterioldgico para todos los casos fue de 1.5% (0.0759g).

Los medios con celulosa disuelta en peptona at 0.1% se prepararon de igual
forma que la peptona al 0.05% (Cuadro 2.3).
CUADRO 2.3:

PREPARACION DE MEDIOS CON CELULOSA
DISUELTA EN PEPTONA AL 0.05%.

Concentraciones de celulosa No. de Peptona al | DPMA al! Glucosa
disuelta en peptona al 0.05% | tratamiento | 0.05% (ml) 1% {(ml) al 0.05%
1 A i 3.32 [ 332 1 1z
0.05 % | 2/8 | 6.65 | 1 2
{0.35 mi) [ 3/C 1 332 . 332 |
B! 4/D | 6.65 T - 1
{ SIA | 3.15 1 335 1| v
0.1 % { 6/8 1 6.30 1 T v
(0.7 ml) 7iC T 315 1 335 |
8/D 1 6.30 | | -
N 1 2.45 1 245 | 7
0.3 % i0/8_ | 490 1 1 v
(2.1 mh) { 11/C 1 2 45 | 245 |
| 12/D | 4.90 T 1
1 13/A 1 1.75 1 175 v
0.5 % { 1ams 1 3.5 1 | 2
(3.5 ml) { A5/1C | 1475 1 175
{ 16/D | 35 { = 1
T 17/A I 1.05 | 105 |  ~
0.7 % { 18/8 | 210 ! 1 7
(4.9 mY) { 19/C 1 105 | 105 1
| 20/ 1 2.10 1 1
v = PRESENCIA

. = AUSENCIA
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PREPARACION DE MEDIOS CON CELULOSA
DISUELTA EN AGUA DESTILADA.

CUADRO 2.4:

\ Celulosa disuelta en agua destilada (%)
Variables
evaluadas ‘ i
0.05 0.1 0.3 ' 0.5 0.7
0.35 ml 07m ! 21mi_. 35m | 49ml
DPMA al 1% (m|)1664|664L63T63 1 49 1491357135 1 21 T 21
Glucosa al 0.05% | + | ! < 1 v 1
No. de tratamiento | 1/A | 2/C t 3/A \ 4/C | SIA { 6/C - 7/A 1 8IC | 9/A | 10/C
v = PRESENCIA
= AUSENCIA
2.3.5.1

SELECCION DE LOS MEDIOS CONSIDERANDO LA
VELOCIDAD DE DESARROLLO MICELIAL.

Después de haber observado el desarrolio vegetativo de la cepa 8X3, en los
diferentes medios probados, se escogid al azar 3 medios para cada tipo de
desarrollo; rapido, intermedio y lento. Antes de evaluar los medios elegidos, las
cepas control P18, IAP, BX3, Mo. 24 y Mo. 36, fueron inoculadas en cada uno de
fos medios (Cuadro 2.5), incubandose a 28 °C, hasta que llenaron la caja. para
ser inoculados en 10s 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 presion, posteriormente se dejaron enfriar sin
dejar que solidificara el medio y se le agrego 50 ul de solucion de deoxicolato de
sodio al 0.04% a cada medio, en condiciones asépticas. Finalmente se agitaron
los tubos para homogeneizar el medio con un vornex y se vacié cada tubo sobre

una caja petrni. Los medios fueron inoculados con las cepas previamente crecidas
en el mismo medio sin deoxicolato y se incubaron a 28°C durante 7 dias,
haciéndose 5 repeticiones.

25




CUADRO 2.5: EVALUACION DE LA FORMACION DE HALO

DE LAS CEPAS CONTROL DE Pleurotus ostreatus
EN LOS 9 MEDIOS SELECCIONADOS.

Tipo de desarrollo

{
T rapido I intermedio |l lento
Variables il Celulosa microcristalina (%)
evaluadas {01y 701]701Jo31o0o1i03[03]05] 07
Medio de suspension de l1a celulosa
P2 T P2 | A P2 T A | A Pl [ P11 P1
DPMA 1% v 1 I v | v |~ i 7 3
Glucosa 0.05% < | [ v 1 1 v 1 -

P1 = CELULOSA DISUELTA EN PEPTONA AL 0.05%
P2 = CELULOSA DISUELTA EN PEPTONA AL 0.1%
A = CELULOSA DISUELTA EN AGUA DESTILADA.
v = PRESENCIA

= AUSENCIA

2.3.5.2 RESIEMBRA DE LAS CEPAS DE Pleurotus ostreatus EN
EL MEDIO SELECCIONADO.

Para preparar 100 mi del medio seleccionado, se peso 1.1 de agar

bacteriolégico (1.5%) , y se disolvid por calentamiento en 70 m!l de DPMA al 1%,
posteriormente se le agregoc 30 ml de celulosa microcristalina al 0.3% disuelta en
agua destilada y se esterilizo, durante 15 minutos a 121°C y 15 libras de presiéon.
Oespués se vacio 7 mi de!l medio en cajas petri. Cuando las cajas solidificaron se
inocularon con las cepas a evaluar su capacidad celuiolitica (Cuadro 2.1),

haciéndose 3 repeticiones por cepa. Se incubaron a 28°C hasta que llenaron l\a.
caja, (7 a 10 dias).

2.3.5.3 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA EN

UNIDADES DE ENZIMA (UN) DE LAS CEPAS DE

Pleurotus ostreatus, 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 mil). Con la finalidad que
después de esterilizar y dejar enfriar los medios agregaries 50y 250 ul de
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deoxicolato de sodio al 0.04% 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, PI8y 4 (C-) P 214, P 217. P 220y P
221, haciéndose 5 repeticiones por cepa e incubandose por 11 dias, después se

tineron con el colorante violeta.
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA EN

UNIDADES DE ENZIMA (U/l) DE LAS CEPAS DE
Pleurotus ostreatus, EN CAJAS PETR! CON CELOFAN.

2.3.6.3.1

El medio se preparo como en la seccidon (2.3.5.2) en caja petri, y después que
solidifico el medio se le colocd un circulo de celofan estéril de 9 cm de diametro,
posteriormente se inoculo con 3 cepas control IAP, P18, 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 incubacidn se quito el celofan con el

micelio de cada cepa.

2.3.6 MONTAJUE DE LA CURVA PATRON CON LA ENZIMA
CELULOLITICA DE Aspergillus niger.

Se elabord el medio( seccién 2.3.5.2) y se vacio en cajas petri y placas de cristal
da 17X17 cm, se les hicieron pozos con una punta Gilson estéril, y se inocularon
con 40 ui de las siguientes concentraciones de Aspergillus niger (20, 40. 60, 80,
100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 800, 1000 y 1170 UA), haciéndose 5
repeticiones e incubandose por 11 dlas a 28 *C.

Después del tiempo de incubacidn se hicieron mediciones del diametro de {os

halos.
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3.1 EVALUACION DE HALOS CON LA ENZIMA CELULOLITICA

DE Trichoderma sp. PARA LA SELECCION DEL COLORANTE
Y LA CELULOSA .

Para evaluar la actividad de la celulasa en unidad de enzima. se midieron ios
halos formados en las placas después de cada tiempo de incubacidn. A los
resultados obteridos se les realizd un analisis de vananza y de tendencias y se

probé que se cumpliera la homogeneidad de |a vananza per medio de las pruebas
de Hartley y Bartlett

El criterio que se tomdé para seleccionar el colorante. fue que la placa una vez
tefiida presentara una coloracién homogénea. que permitiera percibir con facilidad
y en forma niuda el diametro del halo formado Para la celulosa fue gque se
formara un mayor haio al incrementarse el tempo de incubacién

3.2 EVALUACION DE HALOS CON 3 CONCENTRACIONES DE LA
ENZIMA CELULOLITICA DE Trichoderma sp. PARA LA
SELECCION DE LAS CONCENTRACIONES DE AGAR,
CELULOSA MICROCRISTALINA Y TIEMPO DE INCUBACION.

Para evaluar la actividad de la celulasa en unidades de enzima, se midieron los
halos formados en las placas después de cada tiempo de incubaciéon.

A los resultados obtenidos se les realizé un analisis de varianza en blogues y se
probd que se cumpliera la homogeneidad de la varianza por medio de la prueba
de Hartley y de Bartlett. Cuando el analisis de varianza indica diferencia
significativa o altamente significativa entre las variables estudiadas se realizaron
pruebas de rango multiple (Prueba de Duncan, LSD. Scheffe, Tukey, Tukey-
modificado), para seleccionar las mejores condiciones.

3.3 EVALUACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE LAS

CEPAS DE Pleurotus ostreatus, EN UNIDADES DE ENZIMA,
EN LA PLACA.

Para evaluar la actividad celulolitica para cada cepa. se midieron los halos
formados en las placas después del tiempo de incubacién. Los halos obtenidos se



extrapolaron en la curva patrén, para determinar las unidades de enzima que
produce cada cepa

3.4 EVALUACION DEL DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS
CEPAS DE Pleurctus ostreatus Y SELECCION DE LA
CONCENTRACION DE GLUCOSA, DPMA Y TIAMINA.

Para evaluar el desarroillo vegetativo en cada cepa. se midieron los didmetros de
los micelios formados en las cajas petri después dei tiempo de incubacidn. A los
resultados obtenidos se les realizd un andlsis de vananza para un diseno factorial
en bloques y se probd que se cumpliera la homogeneidad de la varianza por
medio de las pruebas de Hartley y Bartley Cuando e! analisis indica diferencias
significativas entre las variables estudiadas se realizaron pruebas de rango
maualtiple (Prueba de Duncan, LSD. Scheffe, Tukey. Tukey-modificado), para
seleccionar las mejores condiciones

3.4.1 EVALUACION DEL DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS
CEPAS DE Pleurotus ostreatus, EN UN MEDIO DE 2

CAPAS.

Para evaiuar el desarrollo vegetativo en cada cepa, se midieron los diametros de
los micelios forrmados en [as cajas petri después del tiempo de incubacién. A los
resultados obtenidos se les realizéd un analisis de vananza para un diseno factorial
en bloques y se probd que se cumpliera la homogeneidad de la varianza por
medio de las pruebas de Hartley y Bartley. Cuando el analisis indica diferencias
significativas entre las variables estudiadas se realizaron pruebas de rango
muyltiple (Prueba de Duncan. LSD, Scheffe. Tukey, Tukey-modificado), para
seleccionar las mejores condiciones

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

El niumero de parametros evaluados son 20 para cada celulosa disuelta en
peptona al 0.05 y C. 1% y 10 para la celulosa disueita en agua. Para evaluar el
desarrolio vegetativo de la cepa 8X3 en los 50 medios probados. se midieron los
didmetros de los micelios después de cada tiempo de incubacién.

Las variables que se analizaron fueron los medics de suspensién de la celulcsa
(agua destilada, peptona al 0.05 y 0.1%), las diferentes concentraciones de la
ceiulosa (0.05,0.1,0.3.05y0.7%) y Ilos tratamientos(A B, Cy D). Los

ey
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tratamientos con la misma letra se consideraron en un Mismo grupo. Es decir los
tratamientos 1A, 5A. SA. 13A Y 17A (para celulosa disuelta en peptona al 0.05 y
0.1% )y 1A. 3A. SA. 7TA Y 9A (para ceiulosa disuelta en agua). se consideraron
dentro det mismo grupo porque todos tenian en su formulacidn la presencia de
DPMA y glucosa, en el grupo B se evalua ia presencia de glucosa. en el C la
presencia de DPMA y en el D la ausencia de ambos (glucosa y DPMA)

A los resultados obtenidos se les realizo una anahsis de varnanza para un diseno
factoriatl en bloques. para ver s) existia et efecto de interaccion entre las variables
y cuando el analisis indicd diferencia significativa o altamente significativa entre
las vanables estudiadas se realizaron pruebas de rango mditiple (Prueba de
Duncan. LSD. Scheffe. Tukey. Tukey-modificado). para seleccionar las mejores
condiciones Postenormente con este analisis se realizo una clasificacion de los

medios (lento. intermedio y rapido) de acuerde a su velocidad de desarrolio
vegetativo.

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

Los medios fueron clasificados y posteriormente se escogid al azar 3 medios para
cada tipo de desarrollo. Para evaluar el desarrolio vegetativo en cada cepa, se
midieron los diametros de los micelios formados en las cajas petri después del
tiempo de incubacién.

El criterio que se tomo para seleccionar el medio fue qQue no solo la cepa
desarrollara micelio, si no que ademas formara halo

3.6 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA EN
UNIDADES DE ENZIMA (U/l) DE LAS CEPAS DE Pleurotus
ostreacus. EN CAJAS PETRI Y PLACAS DE CRISTAL.

Para evaluar la actividad de ia celulasa. se midieron los halos formados en las
cajas petri y las placas después del tiempo de incubacién. A los resultados
obtenidos se extrapolaron en la curva patrén, para conocer las unidades de
enzima que produce cada cepa.
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3.6.1 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA EN
UNIDADES DE ENZIMA (U/l) DE LAS CEPAS DE Pleurotus
ostreatus, EN CAJAS PETRI CON CELOFAN.

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

3.7 MONTAJE DE LA CURVA PATRON CON LA ENZIMA
CELULOLITICA DE Aspergillus niger.

Se midieron los halos formados por cada concentracién de ta celulasa, con los

resultados obtenidos se elaboro una curva patron y se extrapolo el diametro de las
cepas para cuantificar las unidades de enzima que produce cada cepa.

n
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RESULTADOS Y DISCUSION
£l objetivo principal de este trabajo fue desarrollar un método para cuantificar et
consumo de celulasa por cepas de Pleurotus ostreatus.

Las celuiosas que se eligieron fueron a panir de trabajos previos donde evaluaron

fa celulosa proveniente de varias fuentes como: algoddn, panal desechable,
ademas de celulosa microcristalina y carboximetil

celulosa. El criterio para
seleccionar la celulosa fue ia formacidn de halc en el medio de prueba. Los

resultados indicaron que las 2 Glitimas celulosas fueron {as Unicas que formaron
halo (Ramirez, comunicacién personal). Por ello para alcanzar el objetivo inicial de
la presente investigacion se evalud el efecto de formacidn del halo en celulosa
microcristalina y carboximetil celulosa.

4.1 SELECCION DEL COLORANTE Y LA CELULOSA.

Para montar un meétodo que permita cuantificar el consumo de celulosa por
diferentes cepas de Pleurotus ostreatus, se tomo en cuenta una referencia
donde se evallo la degradacién de pectinas, con enzimas pectinotiticas {(Aguilar,
1891). Dicho meétodo se modifico para ver si se podia adaptar para evaluar la
actividad celulolitica de las cepas aceluloliticas de Pleurotus ostreatus.

Al evaluar la actividad de !a enzima de Trichoderma sp. en las placas de cristal,
éstas presentaron un halo difuso ei cual no es facit distinguir. Por ello se probaron
diferentes colorantes para tefiir la celulosa, con la finalidad de percibir en forma
nitida el diametro del halo formado. Se probaron 3 diferemtes colorantes
comerciales considerando que ta mayoria de

fos materiales tenidos en las
industrias textiles (algoddén vy lino, entre otros), estan compuestos principalmente

de celulosa, alcanzando en algunos casos hasta el 90 % de este polisacando. De
manera simultdnea se probaron 2 colorantes guimicamente puras, occupados en
trabajos similares, tal es el caso del azul brillante de remazol, el cual ha sido

utitizado para tefiir celulosa en medio liquido con el fin de evaluar el consumo de
celulosa en forma cualitativa (Fajardo, 1990) (cuadro 4.1).

De ios cinco colorantes probados: café, violeta, negro, azul brillante de remazol y
rfojo de rutenio,

e! colorante violeta fue el que presento una tincidn mas

homogénea y estable, permitiendo detectar con mayor facilidad el halo formado
por el consumo de cetulosa de la enzima.



CUADRO: 4.1: SELECCION DEL COLORANTE PARA LA
- DETECCION DEL HALO FORMADO POR LA
CELULASA DE Trichoderma sp

i
Celulosa microcristalina I Carboximetil celulosa
Colorante Tincion Halo « Tincidn Halo
Forma | Deteccidn | {” Forma | Deteccio
! ; i n
Azul briltante T :
de remazol T i No i T i ! : No
Café T | No T t { No
Negro T ! No T | No
Rojo de [s) [] Si (o] o] Si
rutenio
Violaeta [=] D Si [e] D Si
T: Traslacida O: Opaca I: irregular D:Definicdo

A los resultados obtenidos para las 2 celulosas, se les realizé un analisis de
varianza con la finalidad de observar si existia diferencia significativa entre ellas y
sus tiempos de incubacién (Cuadro 4.2).

Comparando las dos celulosas no existe diferencias significativas. por lo que se
decidié analizarilas en sus tiempos de incubacién. Para el primer tiempo de
incubacién no hubo diferencias significativas. es decir el diametro de los halos fue
igual en ambas celulosas. En el segundo tiempo si existid diferencia significativa
entre los halos. siendo mayor para la celulosa microcristalina. Finalmente para el
tercer tiempo, la diferencia fue altamente significativa, siendo nuevamente mayor
el halo para la celulosa microcristalina. Ademas como se tomaron tiempos
igualmente espaciados se aplicd un analisis de tendencias para conocer si existia
un efecto lineal o cuadratico en la formacidn del halo a medida que se incrementa
el tiempo de incubacidén. Los resultados de! andlisis de tendencia nos predice un
efecto lineal (altamente significativo). Es decir a medida que se aumenta el tiempo
de incubacién se incrementa ei diametro del halo en el medio de celulosa,
independientemente del tipo de celulosa (Celulosa microcristalina y carboximetil
celulosa). l.as repeticiones no presentaron diferencias significativas, lo que indica
que el numero de repeticiones realizadas fue suficiente. Por lo anterior expuesto
se decidid utilizar la celulosa microcristalina para las siguientes pruebas
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RESULTADOS Y DISCUSION

CUADRO 4.2: HALOS FORMADOS POR LA CELULASA DE
Trichoderma sp. EN AGAR SOBRE DOS TIPO DE

CELULOSA, A DIFERENTES TIEMPOS DE
INCUBACION.

Diametro de halos (mm)
Tiempo de x=a
incubacién
( horas )
Celulosa ’ Carboximetil celulosa
microcristalina

1 [ 3.5= 0.9 | 3.2+04

3 1 5606 T 50=06

5 B 64 =05 | 58=x04

4.2 SELECCION DEL TIEMPO DE INCUBACION Y DE LAS
CONCENTRACIONES DE CELULOSA Y AGAR
BACTERIOLOGICO.

Los resultados anteriores indicaron que la mejor celulosa fue la microcristalina y el
colorante violeta, por lo cual se procedid a probar en éstos, diferentes
concentraciones de: celulosa y agar, asi como diferentes tiempos de incubacion
para encontrar las condiciones dptimas para detectar el mayor halo en las placas

de cristal.

Se probaron 10 tiempos de incubacién, debido a que no se conocia el diametro
maximo de la enzima en los medios probados y ademas considerandose que el
medio sobre la placa sufre deshidratacion a tiempos de incubacion largos

Por otra parte la concentracibn 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 concentracidn de agar, generalmente durante su tincion éstas se
rompian, por io tanto se probaron 3 concentraciones de agar bacteriolégico



También se evaluaron 5 concentraciones de celulosa (tratada por e! método
Walseth), para encontrar la concentracidn 6ptima en donde la celulosa estuviera
presente de una forma mas disponible, y desarroliara el mayor halo debido al
consumo de este polisacarido por la enzima

Para evaluar el efecto de dichas variables se aplicd un disefio factorial en bloques
encontrandose diferenctas significativas para cada una de las vanables

Posteriormente se les aplicaron las pruebas de rango multiple, para determinar las
concentraciones de celulosa. agar y tempo de incubacién 6ptimos.

Con ios resultados obtenidos se observd que al ir incrementandose el tiempo de
incubacién en dias, el didmetro del halo fue aumentando, excepto para los dias 3,
4 y 7 donde no hubo incremento significativo. siendo el diametro del halo igual
para estos 3 tiempos. Posteriormente para e! dia 14 el diametro fue menor que
para los dias B, 11 y 13, esto es debido a que la placa se deshidratd antes de que
el halo alcanzara su maximo diametro.

Los tiempos de incubacidn de 11 y 13 dias son considerados iguales. ya que no
hube diferencias significativas entre los diametro de sus halos (Cuadro 4.3). Por
ello, se decidié dejar incubar por 11 dias las siguientes pruebas experimentales.
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~RESULTADOS Y DISCUSION

CUADRO 4.3: EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE
EL HALO PRODUCIDO POR LA CELULASA DE o
Trichoderma sp.

Tiempos de Diametro de halos Clasificacién de acuerdo a fa
incubacion (mm) Prueba de Duncan
( dias ) Xxza !
1 31 = 23 a_ | i : T
2 hl 44= 28 L b i
3 58 =3.7 c
4 58 = 40 c
7 59 = 46 c
14 7.0 = 4.3 d
10 7.1 = 46 d
8 7.6 = 51 e
11 7.8 = 53 1 e f
13 1 8.0 = 4.8 i [ 1

* Letras diferentes indican que existe diferencias significativas entre los tiempos
de incubacidn para un nivel de significancia de! 0.05%. La DMSH fue de 0.366

A pesar de que el analisis estadistico indico que el mayor halo se obtenia a una
concentracién del 1% de agar, se decidid elegir el 1.5%, ya que el diametro del
halo es igual al del 2%. Ademas al elaborar las placas éstas resisten la
manipulacidon durante el lavado y tincién, permitiendo su fijacién sobre acetatos
(Cuadro 4.4)
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AGAR

CUADRO 4.4
SOBRE LA FORMACION DE HALO POR LA

* CELULASA DE Trichoderma sp.
-
!
Concentracién de agar | Diametro de halos Clasificacién de
bacterioldgico i ( mm) acuerdo a la
%) f‘ X=~a ’ Prueba de Duncan i
2.0 ] 62 44 i a T i
1.5 H 61 = 4.5 1 a I H
1.0 1 65 - 46 ) i b H

* Letras diferentes indican gque existe diferencias sighificativas entre las

concentraciones de agar bactenoldgico para un nivel de significancia del 0.05%.
La DMSH fue de 0.148

Los resultados indican que a medida que va disminuyendo la concentracién de
celulosa microcristalina en el medio, se incrementa el diametro del halo; esto es

debido a que es mas facil para la celulasa degradar la celulosa mientras su -
concentracion es baja. Por lo tanto se eligid la concentracién de 0. 1% de celulosa
microcristalina, para las siguientes pruebas (Cuadro 4.5)
Las repeticiones no presentaron diferencias significativas, |0 que indica que el
nimero de repeticiones realizadas fue suficiente.

Td
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RESULTADOS Y DISCUSION

CUADRO 4.5: EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CELULOSA
MICROCRISTALINA SOBRE LA FORMACION DE

HALO POR LA CELULASA DE Trichoderma sp.

7
Concentracién de Diametro de halos 4‘ Clasificaciéon de
celulosa microcristalina | (mm) { acuerdo a fa
(%6) { Xrao ‘Prueba de Duncan
: l
05 ! 5§2= 42 N ]
04 ! 53 41 a0
03 H 64= 48 ] (b6 { -
0.2 ] 68 44 ! ! [ ¢ |
01 i 77> 45 | T I a

* Letras diferentes indican que existen diferencias significativas entre las

concentraciones de celulosa para un nivel de significancia del 0 05%. La DMSH
fue de 0.233
4.3 EVALUACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA, EN

UNIDADES DE ENZIMA DE LAS CEPAS DE Pleurotus

ostreatus.

En resumen los resultados experimentales indicaron que el mejor tiempo de
incubacién fue 11 dias, las mejores concentraciones de agar y de celulosa
microcristalina (disueita en amortiguador de acetatos) fueron 1.5 y 0.1%
respectivamente. Con estas variables, se procedi¢ a elaborar placas de 17X17 cm
de lado, donde se evalué ias unidades de enzima producidas por las cepas de
Pleurotus ostreatus, no obteniéndose resuitado alguno. E! inoculo de cada cepa

no presento desarrollo vegetativo.
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4.4. EVALUACION DE 5 CONCENTRACIONES DE GLUCOSA,
UNA DE DPMA Y UNA DE TIAMINA, SOBRE EL DESARROLLO

VEGETATIVO DE LAS CEPAS DE Pleurotus ostreatus.

Al utilizar el medio de celulosa microcristalina disuelta en amortiguador de
acetatos, éste no permitio el desarrollo vegetativo de las cepas Posiblemente la
falta de desarrollo en el medio fue ocasionado por una deficiencia de nutnentes,
por lo anterior se decdid utiizar como complemento S concentraciones de glucosa
como fuente aiterna de carbono ademas de extracto de malta deproternado
(DPMA), el cual proporciona nitrogeno, carpohidratos solubles y vitarrunas, y la
ausencia y presencia de tiamina, como precursor de crecirmento. Sin embargo, de

nuevo las cepas no presentaron desarrolio vegetativo

4.4.1 EVALUACION DEL DESARROLLO VEGETATIVO DE LAS
CEPAS DE Pleurotus oscreatus, EN UN MEDIO DE 2 CAPAS,

EN CAJAS PETR!.

Ramirez (1989), utiizd un medio compuesto de 2 capas para evaluar el consumo
de celulosa de manera cualitativa. En este medio formado por dos capas se
halo. Considerando este hecho. se evaluaron

indicaron que el

la formacion del
y la

ios medios anteriores Pruebas posteriores

aprecia
desarrollo rmicehal

nuevamente

incremento de nutrientes nuevamente nNo permitia el
formacidn de halo, por lo Que se decidid sustituir el amortiguador de acetatos ya
que posiblemente no solo servia para amortiguar el pH del medio. sino que estaba

inhibiendo el desarrollo vegetative de las cepas de Pleurotus ostreatus

4.5 EVALUACION DE LA CELULOSA DISUELTA EN 2
CONCENTRACIONES DE PEPTONA Y AGUA DESTILADA.

Se decidié sustituir el amortiguador de acetatos por agua destilada. considerando
que ésta no proporcionan nutrientes al medio sinoc con la finalidad de suspender la
celulosa microcristalina. Ademas se evaluaron 2 concentraciones de peptona 0.05

0.1% como fuente de nitrogeno organico para observar si se propiciaba el
desarrolio vegetativo (Fajardo, 1890). De manera simultanea se probaron
nuevamente S5 concentraciones de celulosa para cada una de las variables
indicadas previamente, asi como la adicidon y ausencia de DPMA y glucosa

(Cuadros 2.3 y 2.4).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para las primeras evaluaciones sélo se probd la cepa control o dicariote BX3, ya
Que se conoce gque es una cepa con crecimiento vigoroso, gran capacidad para
formar primordios, permite una degradacién selectiva de la lignina y ademas a
partir de sus 2 componentes nechapiontes se obtuvieron las mutantes
aceluloliticas que dieron origen a una serie de dicariotes (C-) (Leal. 1974 ).

Los resultados experimentales obtenidos de las variables se interpretaron por
medio de un analisis de varianza factorial en bloques. Dicho analisis indico que
existian diferencias significativas para ias interacciones dobles entre las variables
y no hubo diferencia significativa para la triple interaccidn. Posteriormente. se
aplicaron las pruebas de rango multiple para seleccionar las mejores condiciones
(Cuadros 3.6, 3.7 y 3.8).

La prueba de Duncan indica que el desarrollo vegetativa mas rapido se obtienen
utilizando tanto celulosa disuelta en agua como en peptona al 0.1%. con las
concentraciones mas bajas de celulosa (0.05 y 0.1%). asi como para la celulosa al
0.3% disuelta en agua destilada. tos medios que dieron un desafrollo vegetativo
intermedio fueron utilizando peptona al 0.1% con celulosa al 0.7, 0.5 y 0.3 %: la
peptona al 0.05% con celulosa al 0.05% y celulosa al 0.5% en agua. Eil desarrollo
mas lento se presento con las maximas concentraciones de celulosa 0.5 y 0.7%
disueltas en peptona al 0.05% y celulosa al 0.7% en agua destilada.




CUADRO 4.6 EFECTO DE LAS INTERACCIONES ENTRE LAS S
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 microcristatina (%)
suspensiéon X*c
de la celulosa
0.05 0.1 0.3 0.5 0.7
Peptona 54+15|{c {4915 | b | 46212 | b [33=9.6| a {32=6.6] a
0.05%
Peptona 65:26.8|d |65x9.4|d }54x3.9{c | 55211 c |5227.8] c
0.1%
Agua 66+9.1|d |70242|d 67x3.5{d | 53211 ¢ | 29=33 | a
destilada

* Letras diferentes indican que existen diferencias significativas entre los
diametros de los halos (mm) para las interacciones de celulosa microcristalina por
los medios de suspension de la celulosa para un nivel de significancia del 0.05%.

De los cuatro tratamientos los que dieron un desarrollo vegetativo rapido fueron
con celulosa disueita en peptona al 0.1% con los tratamientos A, C. y D, asi como
para celulosa disueita en agua destilada con el tratamiento A. Un desarrolio
intermedio se presentd con celulosa disueita en peptona al 0.1% con los
tratamientos B8 y D, celulosa en peptona al 0.05% o en agua con el tratamiento C.
El desarrollo mas lento se obtuvo con celulosa disueita en peptona al 0.05% 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 (%)
suspension X*xa
de la celulosa
0.05 0.1 0.3 0.5 0.7
Peptona 54+151c | 4915 b | 46212 | b | 33=9.6| a |32=6.6| a
0.05%
Peptona 65+6.8|d |65+29.4{d |54+x3.9|{c | 5511 ] ¢ [5227.5] ¢
0.1%
Agua 66+9.1|d |7024.2| d |67+3.5|d | 53+£11 | ¢ | 29=33 a
destilada

* Letras diferentes indican que existen diferencias significativas entre los
diametros de los halos (mm) para las interacciones de celulosa microcristalina por
los medios de suspension de la celulosa para un nivel de significancia del 0.05%.

De los cuatro tratamientos los que dieron un desarrollo vegetativo rapido fueron
con celuiosa disuelta en peptona al 0.1% con los tratamientos A, C, y D, asl como
para celulosa disuelta en agua destilada con el tratamiento A. Un desarrolio
intermedio se presentd con celuiosa disuelta en peptona al 0.1% con los
tratamientos B y D, celuiosa en peptona al 0.05% o en agua con el tratamiento C.
El desarroillo mas lento se obtuvo con celulosa disueita en peptona al 0.05% con
el tratamiento B.
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—RESULTADOS Y DISCUSION

CUADRO 4.7 EFECTO DE LAS INTERACCIONES ENTRE LOS
- 4 TRATAMIENTOS Y LAS 2 CONCENTRACIONES
DE PEPTONA AGUA DESTILADA SOBRE EL

DESARROLLO VEGETATIVO DE LA CEPA 8X3.

Medio de r Tratamientos
suspensién de A T B [ [« T D
la celulosa Xxo
Peptona 0.05% 44+2.0 b 31=31 a 49=x8.8 [ 45=x1. b
4
Peptona 0.1 % 60=9.8 e 5026.2 c 84=55 e 57=1. d
o)
Agua destilada 61+7.6 e - - 51+28 c - -

* Letras minusculas diferentes indican que existen diferencias significativas entre
ios diametros de los halos (mm) para las interacciones de tratamientos por los
medios de suspension de 1a celulosa para un nivel de significancia del 0.05%.

Al estudiar el efecto de los cuatro tratamientos y 5 concentracicnes de celulosa
microcristalina el mayor desarrollo vegetativo se obtuvo utilizando celulosa al 0.05
con los tratamientos A. C y D, celulosa al 0.1 con los tratamientos Ay C y 0.3%
con el tratamiento C . Un desarrolio intermedio fue con celulosa al 0.05% con el
tratamiento B celulosa al 0.1% con el tratamiento B y D; celulosa al 0.3% con los
tratamientos A, B y D; celulosa al 0.5% 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 B y C y celulosa al 0.7% con el tratamiento D.
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CUADRO 4.8: EFECTO DE LAS INTERACCIONES ENTRE .LOS

4 TRATAMIENTOS Y LAS 5 CONCENTRACIONES
DE CELULOSA MICROCRISTALINA

Concentraciones de celulosa microcnstalina (%)
Tratamientos

|

\

i

{7®2z5 [ nh]68=8 | n |
1

1

005 | 0 1 a3 1 05 i 0.7
Xz a
A 57+7 | 11452221 c 1 4a3=18 [ b
B 4316 | b (39=18)| b |42=14 ! b | 3722 | @ | 42214 | b
C { 67=7 clﬂss—,(hKG thj 1=12 | e { 33=36 | a
=) ] 66=2 . n | 58=7 | g | 11 d 1442191 ¢ | 3824 | a
- Letras diferentes

indican que existen diferencias significativas entre los
dismetros de los halos {mm) para las interacciones de celulosa microcristalina por
tratamientos para un nivel de significancia del 0 05%

Pcr otra parte se probaron 3 uempos de incubacidén (4, 7 ¥ 11 dias) ya que se
desconocia la velocidad de crecimiento de la cepa B8X3 en estos medios
evaluados. Los resultados obtenidos se analizaron considerando solo tos
diadmetros del micelio a 7 dias de incubacién. ya gque a 4 dias el rnicelic empezaba

a desarrollarse y a 11 dias la mayoria de los medios ya habian llenado la caja
petri.

El tiempo de incubacién para las siguientes pruebas fue el que anteriormente se
habia elegido (11 dias ya que a mayor tiempo el medio se deshidrata en las
placas).

Al comparar estos resultados con los expenmentos anteriores donde se evaluaron
concentraciones de celulosa inoculadas con la enzima se observa que, tanto el
mayor halo, como el mayor desarrolio micelial se oblienen en concentraciones
bajas de celulosa
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RESULTADOS ¥ D1SCUSION

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

Una vez que la cepa 8x3 presentd desarrollo micelial se procedid a elegir
aleatoriamente 3 medios en donde su desarrolio fuera rapido. intermedio y lento,
con el objeto de no solo elegir aque! donde haya desarrolio, sino ademas se
observe ia formacion de haio en el medio, Para ello se adiciond deoxicolato de
sodio, para inhibir el crecimiento micelial y forzar a ia cepa a que secrete las
enzimas al medio para conocer su actividad enzimatica en unidades de enzima.

En esta prueba se evaluaron todas las cepas ccentrol 8X3, Mo 24 Mo 36, IAP y
PIB porque se deseaba encontrar aclaramiento del medio de celuiosa en la
periferia del inoculo después de Jos 11 dias de incubacién y asi descartar la
posibilidad de que las cepas control hayan perdido esta caracteristica con el
transcurso del tiempo o por las numerosas resiembras que han tenido

En los medios que contenian celulosa suspendida en peptona al 005y 0.1 %
donde hubo desarrollo lento y rapido respectivamente. no se observo formacion
de halo. posiblemente porque la cepas se encontraban en un medic 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 hato.

CUADRO 4.9: EVALUACION DE LAS CEPAS CONTROL EN LOS
3 MEDIOS SELECCIONADOS, EN LA FORMACION
DE HALO Y DESARROLLO MICELIAL.

!
Cepas contro!
Diametro del halo / micelio
Medios (mm)
X xo
1 1AP T P18 T 8X3 | _Mo. 24 | Mo.36
1 ] 0.0 9.5=1.3 0.0 f 0.0 1 0.0
4.0 0.9 ! 2.3z 0.7 3.0=28 | 20=11 | 3.0:1.0
2 ] 7.4+0.6 ' 9.6=0.8 | 0.0 ] 0.0 I 0.0
1.0=3.3 | 24=25 | 35=13 |} 20216 | 2023
3 I 6.8=1.9 r 103=1.8 | 26220 | 00 ’ 0.0
1.6=0.5 2.3:0.5 | 9726 f 4.0=1.8 3.0=2.1




En los 3 medios probados con celulosa disuelta en agua destilada soto algunas
cepas formaron hale Para el medio 1 que contenia 1.5% agar bacterioldgico.,
0.1% de celulosa microcnstalina suspendida en agua destilada. 1°% de DPMA y
0.05% ge glucosa, de ias 5 cepas contro! que se probaron solo la cepa PI8B
presento formacidon de halo Para el medioc 2 que contenia 1.5% agar
bactenologico . 0 1% de cejulosa suspendida en agua destilada y 1% de DPMA
las cepas IAP y PIB presentaron haic Por ultimo e! med:o 3 que contenia 1.5%
agar bacteriologico, 0 3% de celulosa mcrocristalina suspendida en agua
destilada y DPMA al 1%, permitio detectar con mayor facitidad el halo formado y
correlacionar con las unidades de enzima producida para las cepas 8X3 AP y
Pi8. Por tal motivo se eligio e! med:o en donde la mayoria de ias cepas formaron
halo. Este medio quedo constituido de la siguiente manera para caja petri y placa
de cristal (Cuadro 4.10)

CUADRO 4.10: COMPONENTES DEL MEDIO SELECCIONADO.

Cajas petri de 9 cm | Placas de cnstatl
Componentes de diametro de 17X17 cm
Celulosa microcristalina
suspendida en agua destilada al 2.1 10.5
0.3% (M)
Agar bacteriolégico al 1.5% (g) 0.075 0.375
DPMA al 1% (m)) 4.9 24.5
Deoxicolato de sodio al 0.05% (g) 0 0035 0.0175
Volumen total (mi) 7 35
Espesor {cm) Q12

Con el medio seleccionado se realizd la curva patron, para extrapolar el diametro
del halo de las cepas evaluadas y asi obtener ia cantidad de enzima secretada
por cada cepa (Cuadro 4.11)

La curva patrén se elabord a panir de los resultados obtenidos en cajas petri de
los diametros de los halos formados por las diferentes concentraciones de la
enzima. En placas de cristal no hubo formacién de halos debido a problemas de
contaminacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CUADRO 4.11: ELABORACION DE LA CURVA PATRON CON LA
ENZIMA CELULASA DE Aspergillus niger.

Concentracién de la enzima Diametro del halo
[ LN (cm)
700 | [sl]s)
800 ; 100
g0cC 1.20
1000 2.03
1170 2.98

Coeficiente de correlacion 0.978
Pendiente 0.006
Intercepto - 4.146

Con las concentraciones de la enzima (20. 40, 60, 80, 100, 200. 300. 400, 500,
600 y 700 ) no se observo formacién de hailo. El coeficiente de correlacion fue
significativo.

4.6.1 EVALUACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA EN
UNIDADES DE ENZIMA DE LAS CEPAS DE Pleurotus
ostreatus EN CAJAS PETRI Y PLACAS DE CRISTAL.

Se evaluaron las cepas de Pleurotus ostreatus sobre el medio seleccionado,
tanto en placas de cristal como en cajas petri, de las cepas inoculadas en placas
algunas desarrollaron micelio, pero no halo y otras sufrieron contaminacién.
Algunas de las cepas inoculadas en cajas petri formaron halo y sus diametros
obtenidos de los halos se extrapolaron con la curva patrén 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 formacién de
halo después de su micelio, en cambio en ias cepas P 214, P217, P219, P 220 y
P222 solo en algunas repeticiones se aprecid la formacién de un haio muy
pequeno. En todas estas cepas el crecimiento del micelio fue rapido y en algunas
ocasiones este ocultd 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
caracterizadas como celuloliticas, presentaron un crecimiento micetial rdpido pero
en ninguna de sus repeticiones hubo formacién de halo

Las cepas P 813 y P 816 son dicariotes (C-) aceluloiiticas. Estas 2 cepas
presentaron formacién de halo en mas de la mitad de sus repeticiones

Las cepas control de tipo monocaridtico Mo. 24 y Mo. 36 no presentaron halo, en

ninguna de sus repeticiones; en cambio las cepas dicandticas IAP, PIB y 8X3
formaron un halo muy pequefio en casi todas sus repeticiones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

CUADRO 4.12: COMPARACION DE LA CAPACIDAD PARA
CONSUMIR CELULOSA DE DIFERENTES CEPAS
DE Pleurotus ostreatus EN FORMA CUALITATIVA

Y CUANTITATIVA.

Clasificacién
Cepas cualitativa previa Evaluacién
cuantitativa
Halo Halo un
P 214 C- C+ 1169.57
P 215 C- C+ 1104.08
P 216 C- C+ 1048.84
P 217 C- C+ 1069.61
P 218 | C- C+ i 1345.33
P 219 | C- 1 C+ 1061.00
P 220 C- ! C+ 1117.87
P 221 C- i C+ 1252 28
P 222 C- C+ 1000.69
P 223 C- C- 0.0
P 404 C+ C- 0.0
P 406 C+ C- 0.0
P 409 C+ C- 00
P411 C+ C- 0.0
P412 C+ C- 0.0
P 417 C+ C- 0.0
Mo. 24 C+ C- 0.0
Mo. 36 C+ C- 0.0
P 813 C- C+ 824.06
P 816 C- C+ 1017.92
8X3 C+ C+ 874.89
Pig C+ C+ | 88351
AP C+ C+ | 897.29

Todas las cepas clasificadas previamente como aceluloliticas producen mas
unidades de enzima que ias 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 ¥ DISCUSION

En trabajo anteriores cepas de P. ostreatus fueron mutadas y mejoradas
genéticamente para producir cepas aceluloliticas que permitan una delignificacion

selectiva de los sustratos lhignoceluiésicos Para evaluar su capacidad celulolitica,
se les probo en diferentes medios {agar-papel filtro con diferentes suplementos y
carboximetil ceiutosa con extracto de malta). Bajo esta condiciones las cepas son
clasificadas como celuloliticas (C+) cuando presentan halo y consumen celulosa y
acelulcliticas (C-) cuando no presentan halo y consumen menos celulosa que las
cepas control, por lo que producen una delignificacidn selectiva (Ramirez, 1989 y
Fajardo. 1990) Considerando estos criterios los resuitados que se obtuvieron
fueron que las cepas (C-) evaluadas formaron halo y consumieron mas celulosa
que las cepas (C+). De las cepas (C+) solo formaron halo 3 de las control 8X3,
1AP, y PI8. Es posible que la ausencia de formacidn de halo en las cepas (C+)
probadas. se deba a que quiza 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, ademas en algunos casos [a formacién de halo era muy

pequeno, por lo tanto se considera que el halo estaba siendo ocultado por el
micelio.

Por 1o expuesto anteriormente se voivieron a clasificar las cepas evaluadas. ya
que se considerd que con esta técnica montada se cuantificaron las unidades de

enzima que producen y no solo la formacidn del halo como las clasificaciones
cualitativas anteriores.

4.6.2 EVALUACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA EN
UNIDADES DE ENZIMA DE LAS CEPAS DE Pleurotus
ostreatus, EN CAJAS PETRI CON PAPEL CELOFAN.

Para comprobar que el micelioc no estaba ocultando el halo formado, se colocd
una pelicuia de celofan en el medio y se probaron 7 cepas que hablan formado
halo (para asegurarse que si hubiera formacidn de halo). Las cepas después de
los 11 dias de incubacidén habian crecido favorabiemente y al eliminar el papel
celofan con el micelio, no se observd halo. Posiblemente el celofan no sirvié como
una membrana permeable para dejar pasar los nutrientes, sino por su
composicion éste fue utilizado como nutriente, por lo que fue descartado.
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V. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

la

De las dos ceiulosas probadas se observo que la celulosa microcristalina es
mas adecuada para detectar ia formacién de halo, ya que al irse incrementando
el tiempo de incubacién se percibe con mayor facilidad el mayor halo.

De los 5 colorantes probados el mas adecuado para tenir a fa celulosa en forma
homogénea en la placa de cristal, fue el colorante violeta marca comercial, sin

embargo la celulosa elaborara en cajas petri no se tifio

Bajo las condiciones estudiadas. el amortiguador de acetatos en cualquier medio,
sin importar la presencia o ausencia de otros nutrientes como DPMA y glucosa, no

permite que el micelio se desarrolie y forme halo.

La concentracion optima de agar bacterioldgico para dar resistencia al medio es
de 1.5% ya que con esta conceniracion la placa no se rompe y se puede transferir

sobre acetatos, para asi obtener un registro de fos halos
El tiempo adecuado de incubacion para detectar el mayor halo es 11 dias, ya que
a mayor tiempo se deshidrata el medio en las placas.

El mejor vehiculo para suspender la celuiosa microcristalina es agua destilada. ya
que ademas de favorecer el crecimiento micelial de las cepas, permitié distinguir
con mayor facilidad ia forrnacion de ios halos, debido al consumo de celujosa.

De los B85 medios evaluados, SO 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 la siguiente manera por caja petri.

Componentes Caja petride § cm de didmetro
Celutosa microcristalina suspendidal
en agua dastilada al 0.3% (m) 2.1
Agar pacterioldgico al 1.5% (g) \ 0.675
DPMA at 1% (mi) ‘ 4.9
Deoxicolato de sodic al 0.05% (g) \ 0.0035
Volumen total (mi) 1 7
Espesor (cm) l 0.12

£l medic slaborado an placas de cristal as una buena alternativa para esvaluar
varios inoculos de distintas cepas en periodos de incubacidn cornos, an este caso
con Plsurotus ostreatus. se presentd el problema de competencia con otros
microorganiamos por el sustrato (contaminacidén aérea por mohos y bacterias)
debido a que el tiempo de incubacién es muy largo. El halto 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,
cuantitativamente. Las fueron reclasi

nos pemitid  evaluarias

das, ya que probablemente con el

transcurso del tiempo y después de numerosas resiembras, probablemente han
perdido cienas caracteristicas.

La técnica montada permitid evaluar la capacidad celulolitica de las cepas de
Pleurotus ostreacus en unidades de enzima.
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RECOMENDACIONES.

La técnica montada permitié cuantificar las unidades de enzima que produce cada
cepa evaluada, sin embargo fattaria por realizar el cultivo de estas cepas y
evaluar en los sustratos delignificados el consumo de sus componentes (celulosa
y lignina) por medio de un analisis quimico. Conociendo la cantidad de celulosa
degradada se podria correlacionar el consumo de celulosa con la capacidad

ceiulolitica en unidades de enzima.
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