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RESUMEN

Para el desarrollo de un proceso de biodelignificacion selectiva, resulta
indispensable contar con un método preciso, sencillo y confiable que permita identificar
cepas aceluloliticas capaces de producir una degradacién selectiva de lignina. En el
presente trabajo se evaluaron distintas alternativas. Una de estas consistio en la deteccion
de halos celululiticos en placas de agar con celulosa tefiida, en donde solo se observaron
halos claros al emplear enzima celuloliticas de A. niger Estos dependian de la
concentracion de enzima, del tiempo de incubacion y de la concentracion de celulosa. En
una etapa posterior se evalud la actividad celulolitica mediante la liberacion de color en un
medio liquido con celulosa tefiida. Con 3 cepas silvestres se observaron muy bajos
consumos (2 a 2.6%). Después se decidio determinar el consumo de celulosa en medios
sélidos con agar al 1 y 1.5% empleando diferentes membranas para cuantificar la
produccién de micelio. Con la cepa P18 se detectd un consumo de 60 y 90% de celulosa al
emplear estos medios con peliculas de celofan, mientras que con peliculas de polipropileno
se registro 12 y 37% respectivamente. La produccion de biomasa y el crecimiento micelial
fueron mayores con peliculas de polipropileno. No obstante que esta técnica permite
cuantificar la capacidad celulolitica, se presentan ciertas dificuitades técnicas que la
limitan. Por tal motivo y dado los resultados obtenidos en las placas de celulosa tefiida asi
como los reportes de Coutts (1976) y Huitron (1986), se decidié entonces evaluar el efecto
de 1a composicion del medio de cultivo, sobre la produccion de las celulasas. Puesto que se
considerd que al modificar la compasicion del medio, podria variar la respuesta de las
cepas. La composicion del medio fue optimizada en funcion del tipo de cepas, ya sea
aceluloliticas, C(-), o silvestres, C(+). Se incubaron 8 cepas en estos medios hasta por 3
semanas. A los 8 dias de incubacion, las cuatro cepas clasificadas previamente como C(-)
presentaron, en el medio tipo C(-), una mayor liberacion de azicares reductores que en el
medio tipo C(+).Por su parte las cuatro cepas clasificadas como C(+) presentaron una
mayor liberacion de azucares en el medio tipo C(+) que en el medio tipo C(-). Para evaluar
el efecto de los dos medios optimizados sobre las cepas, se realizo un analisis de varianza
de los resultados, encontrandose que no habia diferencia significativa entre los medios
empleados y las diferentes cepas, lo cual indico que con cualquiera de los medios
optimizados se obticne la misma respuesta Por otro lado, el analisis de varianza entre las
cepas mostré diferencias altamente significativas, y al realizar las pruebas de rango
multiple segin Tukey, las cepas fueron agrupadas en tres clases a, b y c. Estos resultados
muestran que es posible, proponer criterios mas objetivos de clasificacion que permitan

diferenciar las cepas acclulolitica de las celuloliticas L.as cepas agrupadas en (a) presentan




niveles de produccién de azicares reductores bajos (0.4-0.8 mg/ml) se consideran de baja
actividad celulolitica. Las cepas agrupadas en (b) presentan niveles de produccion de
aziicares reductores de 0.8-1.6 mg/ml considerandose de actividad celulolitica intermedia.
Finalmente, las cepas agrupadas en (c) presentan niveles de produccién de azicares
reductores attos (1.6-3.0 mg/ml), por lo que se consideran de alta actividad celulolitica. Las
cepas clasificadas como de baja actividad seran las més adecuadas para un proceso de
mejoramiento genético y para su posterior aplicacion directa, cultivandolas en substratos

lignoceluldsicos.




1 INTRODUCCION

1.1 LOSMATERIALES LIGNOCELULOSICOS Y SUAPROVECHAMIENTO

Los materiates lignoceluldsicos representan los residuos sdlidos de mayor importancia, ya que se
generan por medio de la folosintesis, estimandose una produccion mundial de 2x10''-10"
Ton/afio (Youn e al. 1895) Fn la mayor parte de los cultivos, ¢n promedio la milad de la
biomasa total producida permanece desaprovechada y acumulandose cantidades considerables de
desperdicios vegetales Debido a que los procesos de biodegradacion natural no funcionan a fa
misma velocidad con que son producidos dichos desperdicios, éstos se acumulan llegando,
inclusive, a convertirse en un peligro para el equilibrio ecolégico.

La crisis del petroleo en los afios setenta despertd el interés en el uso de los recursos
naturales renovables, como una fuente alternativa de energia Por otra parte, el surgimiento
concomitante de la biotecnologia impulsd el interés en el aprovechamicnto del material
lignocelulolitico proveniente de las poblaciones, de la agricultura y de los bosques para este
proposito. Sin embargo, el entusiasmo con que se iniciaron varios proyectos de investigacion
decayd poco a poco. debido a que la aplicacion tecnologica de estos materiales era dificil y su
comercializacién no habia progresado con la rapidez que se desearia, ya que se tenian escasos
conocimientos de los mecanismos basicos de la degradacion de la madera, otros lignocelulosicos
y sus componentes individuales, aunado a esto, la crisis del petrdleo fue pasajera No obstante,
los esfuerzos realizados hasta la fecha, no han sido en vano, pues ahora se dispone de una
informacion basica esencial para el aprovechamiento exitoso de la conversion biotecnologica del
material lignoceluldsico ( Eriksson, 1993)

Los materiales lignoceluldsicos estan constituidos esencialmente por celulosa (35-60%),
hemicelulosa (10-30%) y lignina (4-18%), representando los polisacaridos en conjunto casi el
80% del peso total de los mismos. Por ello los residuos lignocelulosicos son una fuente potencial
de carbohidratos de bajo costo, que es renovable y puede ser susceptible de ser transformada en
alimento para el hombre y los animales. En los ultimos afios se han realizado numerosas
investigaciones encaminadas a lograr un aprovechamiento de los desperdicios lignocelulésicos,
haciendo uso de métodos fisicos, quimicos o microbiolagicos. L.os resultados han confirmado que
el principal obsticulo que limita el aprovechamiento de la celulosa y los otros polisacaridos

presentes en fos desperdicios lignocelulosicos es la intima asociacion de éstos con la lignina,




La lignina es un polimero estructural de las plantas vasculares que estd formada por
unidades de fenil propano, que por su estructura le confiere a las plantas rigidez y unidn entre sus
células De acuerdo a Sarkanen y Ludwig (1971), la lignina es un polimero de estructura muy
ramificada e irregular, formada por la polimerizacion aleatoria de tres precursores primarios: los
alcoholes trans-para-cumarico, trans-coniferilico v trans-sindpico. Sin embargo recientes
observaciones, han dado indicaciones que la estructura de la lignina en las paredes celulares de
plantas superiores no es amorfa. Los resultados sugieren un mecanismo, por el cual los
polisacaridos de la pared celular pueden influir en la estructura de 1a lignina (Houtman, 1995).

La principal funcién de la lignina es proteger a los polisacaridos vegetales contra ¢l ataque
microbiano, dejando solo una pequefia parte de ellos susceptible a Ja degradacién quimica o
biologica. Se sabe que la mayoria de los microorganismos con capacidad para degradar
polisacaridos son incapaces de atacar los tejidos vegetales fibrosos a menos gue posean cierta
actividad ligninofitica (Kirk y Moore, 1972) Sélo un pequefio grupo de hongos puede degradar
preferentemente la lignina. El basidiomiceto mas estudiado es Phanerochacte chrysosporinm
(Gold ef al. 1989; Schoemaker and Leisola 1990; Moyson ef al. 1991). Otro hongo superior es
Plenrotus spp. (Gujral ef al. 1987) Lentinus  edodes (Dare el al. 1988) y Coriolus vesicolor
(Kirkpatrick cf al. 1989).

l.a asociacion de la lignina con la celulosa representa un obstaculo para la utilizacién
directa de los desechos lignoceluldsicos en la alimentacion animal, pues a pesar de que la
celulosa puede servir como fuente energética para los rumiantes {Adamovi'c et al. 1998) la
lignina limita la utilizacion de la celulosa como forraje, porque su digestibilidad disminuye
conforme aumenta el contenido de lignina (Kirk y Moore, 1972).

Las consideraciones anteriores subrayan la importancia de la lighina, ya que este polimero
no solo representa una fuente importante de carbono, sino que también se encuentra controlando
la degradacion de una gran cantidad de polisacaridos vegetales. Los estudios realizados utilizando
métodos fisicos o quimicos, solos o en combinacion, seiialan que es posiblel disminuir el
contenido de lignina de los desperdicios lignoceluldsicos causando un aumento en su
digestibilidad, pero presentando la desventaja de no ser econémicos debido al excesivo gasto de
agua para los lavadas, asi como la contaminacion y el alto consumo de energia (Blazej y Kosik,

1993). Ademas, su aplicacion a escala industrial requiere de plantas con tecnologia sumamente




complicada y costosa, razén por la cual, ninguno de estos procesos se ha implantado a nivel
industrial (Fan, 1977}.

A pesar de la importancia que presenta la biodegradacion de la lignina en ¢l reciclaje del
carbono orgénico y la utilizacion de desperdicios vegetales, su estudio ha sido relativamente
descuidado hasta fechas recientes, debido en parte a la complicada naturaleza quimica de la
lignina, el reducido nimero de microorganismos capaces de atacar a la lignina y la lentitud con
que se lleva a cabo su biodegradacién (Eriksson, 1990). En los Gltimos afios se ha empezado a
producir informacién sobre el tipo de organismos capaces de degradar la lignina y algunos de los
factores que controlan este proceso en la naturaleza. Se ha encontrado que linicamente ciertos
hongos pueden atacar material lignocelulosica. C lasificandoseles dentro de tres categorias, en
funcion de los cambios fisicos causados a la madera, como consecuencia a la accién enzimatica
de dichos organismos: hongos de pudricién blanca, pudricién oscura o café y blanda.

Los hongos de pudricién blanda son activos sélo en la madera con alto contenido de agua,
degradan celulosa y hemicelulosa pero no lignina La pudricién es limitada y est estrechamente
relacionada con las hifas, ya que las celulasas no se difunden libremente en la madera, quedando
como resultado un desecho blando.

Los hongos de la pudricion oscura o café degradan celulosa y hemicelulosa, causan
ligeras alteraciones en la molécuta de la lignina, dejando una capa de color café.

Los hongos de pudricion blanca son capaces de degradar celulosa, hemicelulosa y lignina
mas o menos en forma simultaneca La madera adquiere una coloracion clara durante la
descomposicion Dentro de este grupo los basidiomicetos son los mas eficientes con relacion a su
capacidad delignificante (Coughlan ef al. 1990). No se conoce como estos hongos degradan la
madera. Sin embargo, estudios bioquimicos han mostrado que un nimero de hongos de la
pudricion blanca excretan enzimas extracelulares las cuales degradan a los polisicaridos.
Generalmente, poseen una o mas celufasas, una xilanasa, una mananasa, y una pectinasa. En
general las celulasas (Reese, 1963) y mananasas (Reese y Shibata, 19653) son enzimas inducibles.

Las xilanasas parecen ser en gran parte constitutivas (Reese y Mandels, 1963), pero hay

varios ejemplos de xilanasas inducibles (King, 1966, Sorensen, 1952 y Varadi, 1972)




1.2 LA DEGRADACION DE LIGNOCELULOSA POR LOS HONGOS
DE LA PRUDRICION BLANCA

Los hongos de la pudricién blanca tienen en comin la capacidad para degradar lignina
asi como a los polisacaridos de la madera. La cantidad de lignina y celulosa degradada y su
utilizacion por esos hongos varia, de acuerdo con su preferencia de ataque (Eriksson, 1981a). Sin
embargo, la degradacion de la lignina ocurre durante el metabolismo secundario (Kirk, 1978;
Keyser, 1978), mientras la celulosa y hemicelulosa son degradados durante el metabolismo
primario. En os hongos filamentosos, 1a primera fase de crecimiento se ve limitada por 1a falta de
nutrientes esenciales tales como nitrogeno, carbono, sulfatos o fosfatos en el medio.

Sporotrichum pulverulentum (Phancrochaete chrysosporium) es un hongo de pudricion
blanca cuyo mecanismo de degradacion de celulosa ha sido el mas estudiado (Figura 1). Este
hongo tiene un crecimiento optimo alrededor de 38-39 °C. La composicion del medio y las
condiciones para la produccion de celulasas fueron reportadas por Eriksson y Petterson (1975 a).
Dicho hongo degrada la celulosa con el patron usual de enzimas hidroliticas y produce las
siguientes enzimas.

a) Cinco endo-1,4-B-glucanasas (Eriksson y Petierson, 1975 a) que atacan las
cadenas de celulosa al azar rompiendo el enlace B (1-4) glucesidico.
b) Una exo-1.4-B-glucanasas (Eriksson y Petterson, 1975 b) que actia desde la parte
final no reductora de 1a celulosa dividiendo en celobiosa o glucosa.
¢) Dos 1,4-B-glucosidasas (Deshpande,1978) que hidroliza cetobiosa y otras
celodextrinas solubles en agua hasta glucosa.
Todas las enzimas fueron purificadas y caracterizadas en sus propiedades fisicoquimicas (Keyser
et al. 1978; Eriksson y Pettersson, 1975 a, b) y funcionales (Deshpande et al. 1978). La accion
sinérgica entre las endoglucanasas y las exoglucanasas fue investigada con algunos detalles
(Streamer ef al. 1975) Una fuerte respuesta sinérgica entre las cinco endoglucanasas y la
exoglucanasas fue observada cuando esas enzimas degradaron algodén y Avicel. Sin embargo al
emplear celulosa Walseth (una celulosa acido-hinchada) no se observo sinérgismo.
1.as endoglucanasas presentaron variacion en su preferencia al substrato. La diferencia
mas sorprendente enire ellas fue, su actividad de transglicosilacién (Streamer ef al. 1975). Las

exogluconasas liberan sus productos, glucosa y celobiosa en la configuracion o (Streamer ef al.




1975). En contraste a las endoglucanasas, cuatro de las cuales eran glicoproteinas, las
exoglucanasas no contienen carbohidratos. El peso molecular de las exoglucanasas es més alto
que los pesos moleculares de las endoglucanasas, alrededor de 50,000 comparada a 30,000-

35,000. Las dos B glucosidasas tienen pesos moleculares mucho mas altos (165,000 y 182.000)

{Deshpande ef al 1978} que las endo y exoglucanasas.
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Avyers ef at, (1978) descubrio en S. pulverulentum una enzima oxidativa de importancia en
la degradacion de celulosa. La enzima fue purificada y caracterizada, encontrindose ser una
celobiosa oxidasa que oxida celobiosa a su correspondiente 4cido ionico, usando oxigeno
molecular. La enzima es una hemoproteina y contiene un grupo FAD. No se conoce todavia como
esla enzima también oxida el grupo reductor final formado cuando el enlace glucosidico p (1-4) se
rompe, por la acctén de las endogluconasas Por otro lado Vaheri (1982 a) al trabajar con 1.
reesei indico que dicho organismo también produce una enzima oxidativa involucrada en la
degradacion de la celulosa y que en el cultivo con celulosa encontrd acido glucénico y acido
celobionico.

El hongo S. pulvernlentum tiene dos vias para oxidar celobiosa. La primera es por medio
de la enzima celobiosa oxidasa, mientras que la segunda involucra la enzima celobiosa : quinona
oxido reductasas {celobiosa dehidrogenasa) (Westermark y Eriksson, 1974 a, b). La ultima enzima
que reduce quinonas y radicales fenoxi en presencia de celobiosa es de importancia en la
degradacion, tanto de celulosa como lignina El modelo de reaccién se muesira en la Figura 2
(Westermark y Eriksson, 1974 b). La enzima celobiosa dehidrogenasa se ha estudiado en muchos
laboratorios y se ha demostrado su presencia en todos los hongos de la pudricion blanca (Ander y
Eriksson, 1977; Kellerher, 1981; Hiittermann y Noelle, 1982).

Dos proleasas 4cidas proteasa | y proteasa 1l provenientes de los cultivos de S
pubverulentum fueron purificadas y parcialmente caracterizadas por Eriksson y Pettersson (1982)
Fstas proteasas han demostrado ser de importancia para Ja degradacion de celulosa por los
hongos, ya que las proteasas incrementan la actividad de las endoglucanasas. Si un cultivo de S.
pulverulentum crecido sobre celulosa es tratado con las proteasas individual o una mezcla de
ambas proteasas, la actividad de endoglucanasas se incrementa en la solucion. El tratamiento con
ambas proteasas produce incrementos de diez veces en la actividad de las endoglucanasas. Una
posible explicacion es que las endoglucanasas son activadas a través de las proteasas o que las

proteasas destruyen un inhibidor de endoglucanasas (Eriksson y Pettersson, 1982).
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1.3 IMPORTANCIA DE Pleurotus ostreatus EN LOS PROCESOS DE
BIODELIGNIFICACION

Phanaerochaete chrysosporium es uno de los hongos de pudricion blanca que ha sido
estudiado mas ampliamente Se caracteriza por presentar un crecimiento micelial muy vigoeroso,
pero al comparar su capacidad para degradar 1a lignocelulosa con Plenrotus ostreatus se encontro
que a pesar de tener un crecimiento mas lento, este ultimo produjo una degradacién mucho mas
selectiva de la lignina (Kerem ef al 1992). En efecto, los resultados de dicho estudio confirman
que dentro de los distintos hongos clasificados como de pudricion blanca, cada uno de ellos
presenta complejos enzimaticos diferentes, asi como una cierta actividad bioquimica especifica
que les permite degradar de una manera muy particular a los componentes de la lignocelulosa.
Una ventaja adicional de P ostrearns es que produce fructificaciones comestibles. En la
naturaleza crece saprofiticamente en la madera, fructificando principalmente sobre troncos de
arboles muertos. En la actualidad es cultivado comercialmente sobre distintos sustratos
lignocelulosicos, principalmente paja, ocupando el tercer lugar a nivel mundial de acuerdo a su
produccion. En México sus esporoforos se conocen como “setas”, registrandose una produccion
anual de 2000 toneladas aproximadamente, Por ello, es sumamente interesante el uso de P.
ostreatus para el procesamiento de los desperdicios lignoceluldsicos ya que pueden producirse
hongos comestibles para alimentacion humana y en forma simultanea un sustrato residual
delignificado para alimentacion de rumiantes

Ya con anterioridad se ha investigado la posibilidad de lograr una delignificacion
selectiva con P°. ostreatus. Se han utilizado diferentes cepas silvestres, encontrandose que todas
ellas, al mismo tiempo que consumen lignina, producen una cierta degradacién de los
polisacaridos (celulosa y hemicelulosa), razon que ha limitado e! desarrollo de un proceso de
biodelignificacion a nivel comercial Lo anterior es explicable ya que una cepa silvestre de este
hongo no obtendria ninguna ventaja selectiva al presentar una menor capacidad celulolitica. Por
ello se considera que la unica posibilidad para obtener cepas de P. osfreatns con mayor
selectividad para consumir lignina es por medio de un programa de hibridizacion a partir de
material mutado genéticamente. De acuerdo a este planteamiento, se han realizado varios
estudios para obtener cepas atenuadas en su capacidad para consumir celulosa (cepas
aceluloliticas) Esta idea fue probada inicialmente por Eriksson y Goodell {1974), que obtuvieron

mutantes aceluloliticas por radiacion con luz U.V de esporas del hongo Polyporus adustus el
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cual, si bien es un hongo de pudricion blanca, no produce fructificaciones. En estos estudios se
examind la regulacion de las enzimas celulasas, mananasa y xilanasa cuya induccion esta bajo el
control de un gen regulador,

En cuanto a !a biologia molecular de celulasas fungales se ha tenido importantes avance.
Trichoderma reesei es otro de los organismos celulésicos més estudiado. Este excreta una gran
cantidad de celulasas, las cuales son muy eficientes para solubilizar celulosa microcritalina. Se ha
caracterizado en gran detalle tanto fisicoquimicamente y funcionalmente dos endoglucanasas y
dos cellobiohidrolasas (CBH | y CBH 11) de Trichoderma reesei. Los correspondientes genes de
las dos endoglucanasas y celobiohidrolasas han sido aislados y su completa secuencia
nuclectidica determinada (Eriksson er af, 1990), Por otro lado, Innis ef al {1985) lograron
expresar el gen de glucoamilasas de A. awamori en S. cerevisiae.

Otra aplicacion potencial a la manipulacion genética de hongos es la construccion de
levaduras celuloliticas que puedan simultineamente sacarificar y fermentar celulosa a etanol
(Penttila. ef af, 1984).

Con P. ostreatus se han realizado también trabajos para obtener cepas aceluloliticas. Asi
primeramente de una coleccion de cepas silvestres se selecciond una cepa que consume menor
cantidad de celulosa (Aguilera er af, 1982). A partir de esta cepa se produjeron mutantes
aceluloliticas (C-) para obtener cepas atenuadas en su capacidad para consumir celulosa (Avilés,
1988; Ramirez, 1989). Para incrementar el desarrollo vegetativo de las mutantes obtenidas se
realizé posteriormente un mejoramiento genético por hibridizacién con cepas silvestres. De esta
manera se ha hecho posible obtener cepas monocaridticas y dicaridticas con caracter acelulolitico
(C-) (Ramirez et al, 1991, Leal y Ramirez, 1992 y Ramirez ef af, 1993),

Para la hibridizacion de cepas aceluloliticas de P ostreatus de aplicacion industrial es de
suma importancia contar con un método que permita evaluar rapidamente y de manera muy
confiable la capacidad celulolitica de una gran cantidad de cepas. Para la caracterizacién de las
mutantes aceluloliticas de P. ostreatus (Ramirez. 1989) se utilizaron inicialmente dos métodos
cualitativos que al emplearlos de manera complementaria indicaban el caracter acelulolitico.
Dichos métodos se diferenciaban uno del otro, en la composicion del medio y el tipo de fuente de
carbono empleada ya que para un caso se uso carboximetilcelulosa y para el otro se uso papel
filtro. Los criterios de clasificacion se hicieron con base en la capacidad de formacién de halos de

claridad por las cepas.




Posteriormente, Camacho (1996) probé la capacidad celulolitica de dichas mutantes en
placas de agar con celulosa tefiida modificando su composicién con el objetivo de desarrollar un
método cuantitativo preciso y rapido, que permitiera establecer criterios de clasificacion mediante
la formacion de halos de claridad. Después de una serie de pruebas enconiro tres medios donde
observé formacion de halos. Sin embargo, en el medio que contenia celulosa microcristalina al
0.3% y medio de extracto de malta deproteinado (DPMA) al 1%, la mayoria de las cepas
aceluloliticas formaron halo. Mientras que los monacariotes y dicarioles silvestres no presentaron
halos Camacho (1996} Estas observaciones no eran consistentes con la clasificacion previa de
Ramirez (1989). puesto que las cepas silvestres (celuloliticas) deberian de formar un marcado
halo de celuldlisis Una posible explicacion que se dio a dichos comportamientos fue que, para
cepas de rapido desarrollo se dificulta detectar la formacion de halos ya que e! frente del micelio
en crecimiento cubre los halos de celulolisis. No obstante, la deteccion de un halo bajo estas
condiciones indica el desfasamiento entre el avance del frente micelial y la accion de las celulasas
secretadas al medio, mas no una medida de la capacidad celulolitica real del organismo. La

aplicacion de este método al parecer se considero limitada inicamente a cepas poco vigorosas.




2. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método preciso, sencillo y confiable; que permita la identificacion de
cepas aceluloliticas con una mayor potencialidad para producir una degradacion selectiva de

lignina.

Objetivos Especificos

I. Cuantificacion de la capacidad celulolitica de cepas de P. osfreafus en placas de agar pot
difusién de las celulasas y cuantificar el consumo de celulosa en medio solido.

2. Cuantificacién de la capacidad celulolitica de cepas de P. osfreafus en medio liquido con
celulosa teiiida.

3 Evaluacion del efecto de la composicion del medio sobre la produccion de celulasas por cepas
de P. ostreatus.

4. Establecer criterios para la clasificacion de las cepas de acuerdo a su capacidad celulolitica.

HIPOTESIS

Es posible disefiar un método que permita establecer criterios cuantitativos para la

clasificacion de las cepas de P. osfreafus de acuerdo a su capacidad para degradar la celulosa.




3 MATERIALES Y METODOS

3.1. CEPAS FUNGICAS

3.1.1. CEPAS DE Pleurotus ostreatus

De acuerdo a como se indica en la Tabla 3.1 se utilizaron tres cepas dicaridticas
silvestres, (8x3, 1AP y Pi8) y un total de ocho cepas monocarioticas. Dentro de ¢stas se
encuentran cuatro monocariotes silvestres de tipo celulolitico Mo. 24, Mo. 36, P403 y P404. Los
dos ltimos corresponden a los dos componentes monocariotes del dicariote silvestre 8x3. Se
emplearon también cuatro monocariotes de tipo acelulolitico. Uno de ellos, el S6HINI
corresponde al mutante acelulolitico obtenido al tratar con N-metil-N"-nitro-N-nitroso guanidina
a la cepa P403. La cepa PM4 monocariote acelulolitico se obtuvo de la progenie del
apareamiento entre la cepa 56HINI1 con el monocariote silvestre Mo. 24, mientras que los
monocariotes aceluloliticos PM204 y PM301 se obtuvieron de 1a progenie del apareamiento entre
el mutante acelulolitico 9H4N2 con la cepa silvestre Mo. 36. Las cepas se encuentran depositadas
en el cepario del Departamento de Alimentos y Biotecnologia de la Facultad de Quimica de la
UNAM. Donde fueron conservadas por resiembras periodicas en medio de agar extracto de

malta.

32. MEDIOS DE CULTIVO

3.2.1 MEDIO DE AGAR EXTRACTO DE MALTA

Para preparar el medio agar extracto de malta, se colocd en un matraz Erienmeyer de un
litro, 7.5 g de extracto de malta (1.5%)y 10 8 de agar (2%). Después se adicionan 500 ml de agua
destilada gradualmente, procurando disolver los reactivos A continuacion se tapa el matraz y
después de un reposé de 20 minutos, se esteriliza en autoclave a 121°C y 15 libras de presion
durante 15 minutos. El medio estéril se vacia en cajas petri de plastico de 9 cm de diametro. Una
vez solidificado el medio, las cajas petri se guardan en bolsas de polietileno hasta su uso para

evitar !a contaminacion y deshidratacion del medio.




TABLA 3.1. CEPAS DE Pleurotus ostreatus SU ORIGEN Y CAPACIDAD
PARA CONSUMIR CELULOSA.

. Capacidad para
Cepas Origen conspumir celellosa
8x3 Dicariote silvestre C+
IAP Dicariote silvestre C+
PI8 Dicariote silvestre C+
Mo. 36 Monocariote silvestre C+
Mo. 24 Monocariote silvestre C+
P 403 Componente C+
monocariotico de la cepa
8x3 [nhl]
P 404 Componente C+
monocariotico de la cepa
8x3 [nh4]
56 H\N, Mutante con caracter C-
acelulolitico obtenido del
neohaplonte nhl (8x3)
(Ramirez)
PM4 Progenie acelulolitico de C-
56HINIx Mo. 24
PM204 Progenie acelulolitico de C-
9H4N2 x Mo. 36
PM301 Progenie acelulolitico de C-
9H4N2 x Mo. 36




3.2.2. MEDIO DE AGAR AGUA

En un matraz erlenmeyer de 1 litro se pesaron 10 g de agar y se adicionaron 500 m} de
agua potable. Se tap el matraz y se dejé reposar durante 20 minutos; después fue esterilizado en
autoclave a 121°C y 15 libras de presién durante 15 minutos. El medio estéril se colocd en cajas
petri de plastico de 9 cm de diametro. Una vez solidificado el medio, se guardaron en bolsas de

polietileno y se incubaron a 28°C para evaluar el proceso de esterilizacion.

3.2.3. MEDIO DE AGAR PAPEL FILTRO

E} pape! filtro empleado fue de la marca Whatman que de acuerdo al proveedor contiene
98% de o celulosa grado 17 chr (0.92mm). Se cortaron en cuadros de 0.5 ¢cm de lado,
aproximadamente, y se colocaron en un matraz de 25 m! con 10 ml de agua destilada que fue
esterilizado a 121°C durante una hora. Posteriormente, los cuadros de papel estéril s colocaron
asépticamente en las cajas petri que contenian el medio de agar agua. Una vez colocado el papel,
se incubaron, en una estufa a 28°C durante 24 horas para que el exceso de agua del papel sea
absorbido por el medio. Al dia siguiente, cada caja fue inaculada con cilindros de agar con
micelio de 0 5 em de diametro, cortados de la periferia de una colonia en crecimicnto y colocados

sobre cada cuadro de papel filtro.
32.4. MEDIO DE CELULOSA MICROCRISTALINA (TIPO Walseth, (1952) )

Para la preparacién de este medio, se requiere someter a la celulosa microcristalina a un
tratamiento acido para permitir su hidratacion El procedimiento consistio en dejar enfriar en el
refrigerador 4 g de celulosa microcristalina (CMC) y 51 ml de acido fosférico durante 30
minutos. Posteriormente, en un vaso de precipitado de 100 ml. colocado en un baiio de hielo, se
adicioné un poco de acido fosforico y un poco de CMC: la celulosa se traté de incorporar con la
ayuda de un agitador, esta operacion se continud hasta que toda la CMC se disolvié en forma
homogénea en el acido, evitando la formacion de grumos La mezcla homogénea se dejd enfriar
durante 30 minutos, a continuacién sé licud con 500 ml de agua destilada vy se filtrd con vacio
para eliminar el exceso de acido El precipitado obtenido se lavo de igual forma dos veces mas y
se dejo en 500 mi de una solucion de carbonato de sodio al 1% durante 8 horas para neutralizar el

exceso de acidez. Al dia siguiente, se lavd nuevamente 3 veces mas con agua destilada. A
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continuacién se determing la humedad del precipitado obtenido y después se adiciond la cantidad
necesaria de solucion de sales para obtener una suspension de CMC at porcentaje deseado.

Para preparar ¢l medio agar CMC al 1%, la solucion de CMC se ajusté a un pH de 4.5 con
acido clorhidrico y se le adicioné 0.05% de glucosa y 2% de agar. Se dejo reposar durante 20
minutos y se calentd hasta ebullicion. Posteriormente se distribuyd 10 ml det medio en tubos de
05 cm x15 cm y se taparon para esterilizarlos a 121°C por 15minutos Al enfriarse a cada tubo se
e adiciond 50p! de solucion de desoxicolato de sodio al 0.04% y 10 pl de solucion de tiamina al
0.01%. soluciones previamente esterilizadas por filtracion. Se agitaron los tubos para

homogeneizar su contenido y se vacio cada tubo sobre las cajas petri.

3.25. SOLUCION DE SALES

Para preparar un litro de la solucion de sales minerales en 500 ml de agua destilada se

disolvieron las siguientes sales en el orden indicado:

Sales minerales Cantidad (g)
NH4H,PO, 4.0
K;HPO, 0.2
KH,PO, 0.8
ZnS04 7 HO 0.0044
MnSQ,- 4 H,O 0.0050
Cu SO4 5 Hzo 0.0010
FeNH,; CHs0O4 0.0050

Aparte en 500 ml de agua destilada se

disuelve
CaCly 0.0200
MgSO,s- 7 H,O 0.8900

Posteriormente, ambos voliimenes se integraron para tener un volumen total de 1 litro.

3.2.6. MEDIO Lin_JlDO DE CELULOSA MICROCRISTALINA TIPO
WALSETH TENIDA CON AZUL BRILLANTE DE REMAZOL

La técnica seguida para la tincion de la celulosa, fue una modificacion de la utilizada por

Poincelot y Day (1972) para determinar actividades enzimaticas utilizando papel filtro como

sustrato. Para tefir la celulosa, 0.5 g de azul brillante remazol se disolvieron en 83 ml de agua
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destilada a temperatura de ebullicién. Esta solucion se adiciond a la celulosa tratada por el
método Walseth, se licud durante 2 minutos y se vaci6 en un vaso de precipitado de 500 m! que
se mantuvo en ebullicion y con agitacion. Cada 2 minutos se adicionaron 6 ml de una solucion de
MNa,SO4 (10 g en 33 ml de agua a 92° C) hasta agotar el volumen. Inmediatamente después se
adicionaron 5 ml de una solucion de Na;,PO, al 10%. La celulosa junto con el colorante y los
fijadores se dejaron en agitacion durante 10 minutos Finalmente la celulosa tefiida se lavd hasta
que el agua de lavado fuera incolora y después se adicion6 la cantidad necesaria de solucion de

sales para obtener una suspension de CMC al porcentaje deseado (Medio LCM).
3.2.7. MEDIOS PARA OPTIMIZAR LA PRODUCCION DE CELULASAS

De acuerdo a resultados preliminares y a repories en la literatura {Huitron, 1986} se
empleo un medio basal liquido a base de celulosa microcristalina, peptona y tween 80, cuya
composicion se vario segin el método de Box Wilson (Tabla 4.14) Los medios se prepararon
por triplicado disolviendo los componentes en solucion de sales (ver seccion 3.2.5). Cada medio
fue ajustado a un pH de 4.5 (Garzillo ef al, 1994), se adicionaron 140 ml del medio a matraces de
250 ml que se esterilizaron a 121°C por 15 min y después fueron inoculados con 5 mi del
homogeneizado al 0.8% (ver seccion 3.3.4.1) se incubaron a 28°C por 8, 16 y 24 dias a 170 rpm.

De igual manera se procedio para la preparacién de los medios optimizados tipo C(-) y C(+)

3.3. EVALUACION DE LA CAPACIDAD CELULOLITICA DE CEPAS
DE P, ostreatus

3.3.1. METODO CUANTITATIVO EN PLACAS DE AGAR

Este método cuantitativo correlaciona el diametro del halo con la actividad enzimatica y
se basa en la difusion radial de la enzima en el medio de agar celulosa tefiida. Al actuar la
enzima, rompe los enlaces  1-4 glucosidicos dejando zonas claras alrededor del pozo La
glucosa obtenida, como resultado de la degradacion, se libera para ser asimilada por el hongo
permitiendo asi su crecimiento Para evaluar la efectividad de esta técnica se cuantificd la
actividad de las celulasas de A. niger empleando diferentes diluciones, que fueron inoculadas en
placas tefiidas. De forma similar se evaluaron posteriormente los sobrenadantes obtenidos de

cultivos de cepas celuloliticas tales como 8X3, IAP y P18 a diferentes tiempos de incubacion.




3310 Preparacion de placas

Sobre placas de vidrio de 17x17 cm, se vaciaron 35 ml de medio de celulosa
microcristalina tipo Walseth a diferentes concentraciones (0.4, 0.6, 0.8, y 1%), glucosa 0.05% y
agar. Una vez que se solidifica, se tifieron las placas colocandolas por 30 minutos en colorante
para textiles color violeta (Marca mariposa) disvelto en agua. Posteriormente se realizaron las
horadaciones con una punta Gilson con 0.7 cm de diametro a igual distancia entre los pozos

(Call, 1983).

3.3.1.2 Determinacion de actividad de celulasas de 4. niger

De acuerdo a las especificaciones del proveedor (sigma), el extracto de celulasas de A.
niger tenia 5000 Uen 129 de solido es decir, .39 uw/mg, asumiendo que una unidad de enzima
libera 1umo! de glucosa proveniente de la celulosa en 1Thaun pH de 500a37°C.

Empleando un buffer de acetatos a un pH de 5.0 se prepararon varias diluciones del
extracto enzimatico para lograr concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100 y 390 U/ml. Se tomaron
después alicuotas de 25 ul que se colocaron en los pozos de las placas previamente preparadas,
las que se colocaron en el fondo de una charola conteniendo cloruro de benzalconio para evitar la
contaminacion y se incubaron a 28°C. S¢é medieron diariamente los diametros de los halos de

claridad hasta los 21 dias.

3313 Determinacion de 1a actividad celulolitica en el sobrenadante de los
medios de cultivo con micelio

Del frente micelial de las colonias con 7 dias de crecimiento a 28°C en agar extracto de
malta, se cortaron cubos de agar (0.5 x 0.5 cm) para inocular cajas con medioc ACMC (ver
seccion 3 2.4). Después de incubar 7 dias a 28°C. Se corto ¢l agar cubierto con micelio de 3 cajas
por cada cepa, colocandolo en el vaso de un homogeneizador junto con 30 ml de agua estéril,
Después se inocularon matraces conteniendo medio liquido de celulosa microcristalina al 1% con
y sin glucosa se incubaron a 28°C. A los 8, 16 y 24 dias de incubacion se tomaron alicuotas de
251 del sobrenadante para depositarlas en los pozos de las placas. Las placas se colocaron en
una charola conteniendo en el fondo cloruro de benzalconio para evitar la contaminacion y se

incubé a 28°C, diariamente se midieron los diametros de los halos de claridad hasta 21 dias.
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3.3.2. CUANTIFICACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA POR LIBERACION
DE COLOR

Se planted correlacionar la capacidad celulolitica con la liberacion de color debida a la
accion enzimatica sobre celulosa microcristalina tefiida con azul brillante de remazol Para ello se
emplearon cepas silvestres celuloliticas y una fuente estandarizada de celulasas de Aspergiflus
niger en diluciones de 20-400 U/ml.

Se prepararon matraces con 250 m! del medio liquido de celulosa microcristalina (LCM)
tipo Walseth, tefiida con azul brillante de remazol y disuelta al 1 % en una solucion con sales
minerales y 0. 05% de glucosa a pH 4.5.

Del frente micelial de colonias en crecimiento sobre agar extracto de malta, se cortaron
cubos de (0.5 x 0.5 cm), con 7 dias de incubacién a 28°C, para inocular cajas con medio ACMC.
A los 7 dias incubacién a 28°C. de 3 cajas de cada cepa se tomo el agar con micelio que fue
después homogeneizado con 30 mi de agua estéril Con 5 mi de esta suspencién se inocularon los
matraces con medio LCM y se incubaron a 28°C hasta 21 dias. Se tomaron muestras de 3 ml que
fueron centrifugados a 300 rpm por 15 minutos. Al sobrenadante se le midio la absorbancia
obteniéndose indirectamente la celulosa consumida (mg/ml) al interpolar la cantidad de colorante
liberado en una curva patran del mismo.

Para complementar con el ensayo anterior se realizo paralelamente una determinacion de
la actividad celulolitica en el sobrenadante para lo cual en un tubo de 15 mi se coloco | mi del
sobrenadante con 3 m! de medio {LLCM) Después de incubar a 28°C por 30, 60, y 150 min se
midi6 1a absorbancia a 595 nm, la que se corrigio con la producida por tubos preparados bajo las
mismas condiciones pero con 0.2 ml de acido tricloroacético para desnaturalizar la enzima.

Para evaluar la celulolisis en el medio liquido con celulosa tefiida se debe correlacionar el
color liberado, con el consumo de celulosa Por eflo fue indispensable conocer la cantidad de
color retenido por gramo de celulosa seca Para encontrar el rango de medicion con una
correlacion lineal entre la concentracion del colorante y la densidad optica de la solucion de
colorante se prepararon diluciones de colorante desde 0.0l hasta 0.1 mg/ml. De esta manera fue
posible definir la cantidad de color retenido por unidad de peso de celulosa al determinar la

cantidad def color no fijado y que se encuentra presente en las aguas de lavado.
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3.3.3. EVALUACION DEL CONSUMO DE CELULOSA EN MEDIO SOLIDO

Se prepararon 4 medios ACM, variando el contenido de agar (1 y 1.5%) y de celulosa
Walseth (0 y 1%) como se muestra en Ja Tabla 4.8, En algunas placas se coloco una pelicula de
celofan o de polipropileno perforado sobre la superficie para intentar cuantificar la biomasa. Los
medios fueron inoculados con la cepa PI8, determinandose para cada medio (por triplicado) el
cambio en la cantidad total de glucanos por el método de Klein-Weissman (1953). Con esle
método las hexosas son oxidadas por el acido sulfirico para dar origen al formaldehido, el cual
en presencia de acido cromotrdpico produce una coloracion violeta proporcional al contenido de
hexosas. La eficiencia del método analitico seleccionado y de los factores estudiados que
interfieren en el desarrollo del color fueron estudiados en un trabajo previo de Aguilera ef al,
(1982) Considerando los resultados obtenidos en dicho estudio, las condiciones optimas para la

cuantificacion de hexosas son las siguientes:

» Tiempo de calentamiento: 50 minutos
. Absorbancia maxima: 570 nm.
. Concentracion de acido cromotropico: 0.5 g en 205 ml de acido sulfilrico 15 M.

Con estas condiciones se realizd una curva patron de glucosa en agua. Esta siguio la ley
de Lambert-Beer hasta una concentracion de 0.40 mg/ml que corresponde a una absorbancia de
| 40. La cuantificacion de las hexosas se llevo acabo colocando 1 mi de Ja solucién problema en
un tubo de ensaye y adadiendo a continuacién 5 ml del reactivo de Klein-Weissman. Los tubos de
ensaye se tapan y colocan en un bafio de agua a temperatura de ebullicion durante 50 minutos. A
continuacion se enfrian los tubos inmediatamente y se leen a 570 nm contra un blanco de agua.

Para preparar el reactivo de Klein-Weissman se disuelven 0.5 g de acido cromotrépico en
5 ml de agua destilada y se adicionan 205 ml de acido sulfiirico 15 M. El reactivo se debe de
preparar al momento, de lo contrario se requicre guardarlo en refrigeracion por un maximo de dos
semanas.

La biomasa se determind por diferencia de peso seco y el crecimiento micelial se obtuvo

midiendo el diametro de 1a colonia diariamente.
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3.3.4. OPTIMIZACION DE PRODUCCION DE CELULASAS POR CEPAS
SILVESTRES Y ACELULOLITICAS DE Pleurotus ostrealus

3.3.4.1 Preparacion del inoculo

De cultivos de P, ostreatns conservados en medio de extracto de malta a 2°C, se cortaron
cuadros de 0.5x 0 S ¢m y se colocaron en cajas peri con medio de extracto de malta (ver seccion
3.2.1). Las cajas se incubaron a 28°C durante 7 dias en el caso de las cepas dicaridticas silvestres
y 14 dias en el caso de monocariotes. Posteriormente, de la periferia de la colonia miceliar en
crecimiento se cortaron cilindros de 0.5 cm de diametro y se colocaron sobre el papel filtro
colocando al centro de las cajas petri con medio de agar agua Dicho medio fue empieado para
evitar que cualquier otra fuente de carbono interfiriera con los nutrientes presentes en los medios
experimentales. Las cajas fueron incubadas a 28°C por 7 6 16 dias segin el tipo de cepa luego, se
midia el diametro de la colonia, se corto el crecimiento, se peso en condiciones estériles. Un
cilindro (colonia en crecimiento) pesa 1.74 g y se colocé en un homogeneizador con 120 ml de
agua destilada estéril. Enseguida, se tomo 5 ml del homogeneizado y se coloco en un volumen de
140 ml de! medio liquido indicado Tabla 4.24, por lo tanto cada matraz fue inoculado con

micelio al 0.8%. Los matraces fueron incubados a 28°C por 8, 16 y 24 dias a 170 rpm.

3.3.4.2 Optimizacién de los componentes del medio para  inducir la
produccion de celulasa basado en o Método estadistico de Box Wilson.

Como se muestra en la Tabla 4.14 sc fijaron unidades de variacién para cada componente
de acuerdo al método estadistico de Box Wilson (Cochran, 1997), el cual es una modificacion del
disefio factorial empleado para optimizar medios de cultivo en la produccion de metabolitos. Los
resultados del disciio se utilizan para encontrar los componenles o condiciones que mas afectan y
asi proponer una nueva serie de experimentos en donde el valor de cada parametro es modificado,
ya sea incrementandose © disminuyéndose hasta flegar al nivel optimo para cada uno de los
componentes evaluados. Una vez que se establecieran los niveles inferior y superior para cada
uno de los clementos, se prepararon 8 medios correspondientes a todas las combinaciones
posibles (ver Tabla 4.15) Después fueron inoculados con 5§ ml del homogeneizado al 0.8% y se
incubaron a 28°C A los 8, 16 y 24 dias de incubacion, se determiné la actividad celulolitica de

acuerdo al método propuesto por Mandels (1976).
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3.3.43 Determinacion de la actividad celulolitica por el método de Mandels
(1976)

De los matraces, se tomaron alicuotas de S mi. Se centrifugaron a 200 rpm, tomandose 0.5
ml del sobrenadante que se colocd en tubos a los que se les adiciono 1 ml de buffer 0.05 M de
citrato de sodio a pH de 4.8. A cada tubo se coloco papel filtro enrollado (1 x 6 cm), se incubaron
por 1h a 50°C. Enseguida se adicionaron 3 ml de reactivo de coloracion para detener la reaccion.
Después los tubos se colocaron en un bafio maria a ebullicion por 5 min. Posteriormente s¢
adiciono 10 ml de agua desionizada para diluir el color y asi determinar los azicares reductores
midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 550 nm. Se incluyé un blanco sin papel filtro
para corregir la presencia de azucares provenientes en la preparacion de la enzima.

Para preparar el DNS se pesaron 10 g de acido 3, 5 dinitrosalicilico y se disolvieron en
300 ml de agua desionizada, a los que posteriormente se les adiciono 200 ml de una solucién de
hidréxido de sodio 2 N. Después que todo el material se ha disuelto, se adiciond 300 g de tartrato
doble de sodio y potasio, una vez disuelta la mezcla se lleva a 1 litro con agua desionizada. La
cantidad de azicares reductores se calculan a partir de una curva patron preparada con glucosa en

concentraciones de 0.1 a 1.0 mg/ml tratada de la misma manera que las muestras ver Fig. 4.7,




4. RESULTADOS Y DISCUSION

Con ¢l objeto de aumentar la eficacia de un programa de mejoramiento genético dirigido a
la obtencién de cepas de P. ostreatus para un proceso de biodelignificacion industrial, resulta
indispensable contar con un método preciso, sencillo y confiable; que permita la identificacion de
cepas aceluloliticas capaces de producir una degradacion selectiva de lignina, asi como también
ayude a planear hibridaciones para obtener cepas mejoradas. En estudios previos, Ramirez (1989)
y Camacho (1996) utilizaron diferentes métodos para la identificacion de cepas aceluloliticas de
P, ostreatus obteniéndose resultados que difieren para una misma cepa con cada uno los distintos
métodos empleados. Aunado a esto cabe considerar que los basidiomicetos son, por naturaleza,
de crecimiento lento y las cepas aceluloliticas son mutantes aun mas débiles por Yo que resultaba
necesario evaluar nuevos procedimientos que permitieran caracterizarias de una forma eficaz y

consistente.

4.1. FORMACION DE HALOS DE CLARIDAD EN PLACAS DE
CRISTAL CON AGAR CELULOSA

La formacion de halos de clarificacion en medios de agar con distintos tipos de substratos
ha sido uno de los procedimientos mas ampliamente utilizados para detectar diferentes
actividades enzimaticas (Call y Emeis, 1983) Sc ha empleado un medio con celulosa tefiida para
evaluar la capacidad para degradar dicho sustrato, tanto por cepas bacterianas como fungicas
(Saddle, 1980, Raymond, 1976). Dado que éste es un procedimiento sencillo y rapido, se
considerd conveniente usar celulosa tefiida para intentar correlacionar la formacion de halos de
clarificacién con la actividad celulolitica y, de esta manera, desarrollar criterios cuantitativos para
la clasificacién de las cepas aceluloliticas de I’ osfreafus obtenidas en un programa de
mejoramiento genético.

Para lograr este objetivo, primero resultaba necesario cuantificar las dimensiones de los
halos producidos con una fuente conocida y estandarizada de enzimas cetuloliticas. Se decidio, en
consecuencia, utilizar un concentrado de celulasas de A. niger (Sigma) para preparar diluciones
con diferentes concentraciones de enzima (seccion 3.3.1.2) que se colocaron en pozos perforados

en placas de agar con celulosa tefiida a concentraciones de 0.4 a 1% (seccidon 3.3.1.1). Se
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midieron diatiamente las dimensiones de los halos producidos hasta los 7 dias de incubacion, ya
que al dejar mas tiempo las placas, ademés de no presentar cambio alguno, se contaminaban con
hongos del medic ambiente. En la Figura 4.1 y en la Tabla 4.1 se muestran los resultados
obtenidos para las diferentes concentraciones de celulosa, observandose una alta correlacion entre
la concentracion de celulasas con ¢l tamafio de los halos, expresadu ya sea en términos del
diametro total de! halo resultante o bien de la extension o ancho dela banda de clarificacion.

Con base en estos resultados preliminares, se decidio evaluar el uso de este procedimiento
para cuantificar la capacidad celulolitica de cepas de P. ostreatns. Se midio la formacion de halos
por los sobrenadantes obtenidos al cultivar 3 cepas silvestres (8x3, P18 y 1AP) en un medio
liquido con celulosa microcristalina como fuente de carbono (seccion 3.2.5). A los 8, 16 y 24 dias
de incubacion, se tomaron 25 pl del sobrenadante que se colocaron en los pozos de placas
preparadas con diferentes concentraciones de celulosa tefiida, midiéndose la formacion de halos
diariamente. Los resultados mostrados en las Tablas 4.2, 4.3 y 4.4 indican que en el caso de la
cepa 8X3 la mayor actividad celulolitica ocurrio en la primera semana de incubacion a una
concentracion de celulosa del 0.6 %. Con la cepa P18 se observa también una mayor actividad en
la primera semana de incubacion, aunque en este Caso, Ocurre a la mayor concentracion de
celulosa, 1%. Con la cepa 1AP, el mayor tamafio de halo se observa a la segunda semana y a la
menor concentracion de celulosa, 0.4%. Estos resultados muestran una gran desviacion estandar,
lo que no permite ascgurar que la cepa IAP se comporia de manera diferente respecto a las dos
cepas anteriores. Es de hacerse notar que jas dimensiones de los halos producidos por dichas
cepas fugron, en (érminos gencrales, muy pequefios, contrariamente a lo esperado ya que se
trataba de cepas silvestres.

Por otro lado, en la literatura se encuentra reportado que al aumentar la concentracidn de
celulosa es posible inhibir marcadamente su degradacion (Coutts y Smith, 1976, Tah-Mun,
1976). Se ha propuesto que esto puede ser resultado de 1a absorcion en el substrato de las enzimas
excretadas, o bien que a medida que aumenta la cantidad de celulosa se produce una mayor
cantidad de azicares que puede reprimir la sintesis de la enzima o su accion, como se ha
reportado para 7. viride, 1. konongii y S. puburulentum (Envari y Markkanen, 1977). En el
presente estudio se observo un comportamiento semejante al utilizar las celulasas de A. niger, ya
que la mayor actividad celulolitica se presenté a la mas baja concentracion de celulosa (0.4%)

como se muestra en la Figura 4.2; al aumentar la concentracion de celulosa disminuyd la tasa de
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TABLA 4.1. FORMACION DE HALO POR

CELULASAS DE

Aspergillus niger EN PLACAS DE AGAR CON DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE CELULOSA.

_ EXTENSION DE HALO*
Concentracion (cm) Xt
de Celulosa ”
(@/100ml) Concentracion de celulasas (U/ml)
20 40 60 80 100
| 0 020+00(030+00|026+0.0|040+0.0
0.8 0 0.10+00]0.10+0.0{030+00|050+00
0.6 0 030£00]030+00| 040+0.0 | 0.50+£00
0.4 020+ 00 | 040+ .05(033+.05|050+0.0|060+0.0

* Placa a 7 dias de incubacion

TABLA 4.2. FORMACION DE HALO POR LA CEPA 8X3 EN
PLACAS DE AGAR CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

CELULOSA.

EXTENSION DE HALO*
Concentracion de (cm) Xto
Celulosa p— : Iy .
(g/100ml) Tiempo de incubacién (dias)
g 8 16 24
1.0 0.08 £ 0.04 0 0
0.8 0.10 £+ 0.00 0 0
0.0 0.15 + 0.081 0 0
04 0 0 0

* Placa a 7 dias de incuhacion
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TABLA 4.3. FORMACION DE HALO POR LA CEPA PI8 EN
PLACAS DE AGAR CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE

CELULOSA.
EXTENSION_DE HALO*
Concentracion de {cm) x+g
Celulosa Tiempo de incubacién_del medio (dias)

g/100mi) 8 16 u
1.0 0.20 0,00 0.05£0.12 0.03 +9.05
0.8 0 0.10+£0.16 0.01 0.0
0.6 0 0 0
0.4 0 0 0

* Placa a 7 dias de incubacion

TABLA 4.4. FORMACION DE HALO POR LA CEPA IAP EN

PLACAS DE AGAR CON DIFERENTES CONCENTRACIONES
CELULOSA.
EXTENSION DE HALO*
Concentracién de m) x%0
Celulosa Ticmpo de incubacién del medio (dias)
8 16 24
(g/100mI)

0 0 0.05+0.05 0.08 +£0.09

(R 0.1+ 008 005008 0

06 4] 0 (4]

.4 0 0.18 £0.32 0

DE

* Placa a 7 dias de incubacion
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formacion de halo celulolitico, expresada como el halo formado por unidades de celulasa. Este
efecto se observo también con la cepa 1AP y 8X3 mas no con la cepa P18 ya que con ésta, la
mayor extensién de halo ocurri6 a la mayor concentracion de celulosa utilizada (1%). Dadas las
discrepancias encontradas, este procedimiento no resultd adecuado para cuantificar la capacidad
celulolitica del sobrenadante. Para intentar resolver estas dificultades, se considerd utilizar una
modificacion del método de Raymond y Day (1972) que emplea papel filtro tefiido como fuente
de carbono, utilizando ahora celulosa tefiida en un medio liquido para seguir la liberacién de

color como un indicador de la capacidad celulolitica de la cepa.

42 LIBERACION DE COLOR EN MEDIO LiQUIDO CON CELULOSA
TENIDA

4.2.1. POR CELULASAS DE A. niger

Para evaluar la efectividad de este método y eventualmente darle un caracter cuantitativo,
resultaba necesario determinar la liberacion de color por una fuente estandarizada de celulasas
(seccion 3.3 2.). Se prepararon diluciones con diferentes concentraciones de celulasas (de 20 a
400 unidades por mililitro) que se colocaron en tubos con 3 ml de medio liquido de celulosa
microcristalina tefiida con azul brillante de remazol (seccion 3.2.6). Después de incubar a 37°C
por 30, 60 y 150 min se midio la absorbancia a 595 nam. En la Figura 4.3a se presentan los
resultados obtenidos observandose una correlacion entre la liberacion de color, medida como
absorbancia en el sobrenadante, con la cantidad de enzimas presente en el rango de 0 a 100 U/ml,
Esta correlacidon es mayor (1 = 09333) a los 60 min de incubacion con la enzima. A mayores
concentraciones de enzima se pierde la linealidad observandose un comportamiento asintotico

como se muestra en la Figura 4.3b.

4.2.2. POR CEPAS SILVESTRES DE F. ostreatus

Con base en los resultados anteriores, se cultivaron las tres cepas silvestres de P. ostrealus
en medio liquido con celulosa microcristalina tefiida midiendo la actividad celulolitica en los
sobrenadantes (seccion 3.3.2) Alos 7, 14y 21 dias se tomaron muestras de 1 ml y se incubaron
con 3 ml del mismo medio por 30, 60, y 150 min a 37°C. Se midio la absorbancia a 595 nm,

corrigiéndose con la producida por tubos preparados bajo las mismas condiciones pero con 02
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colorante liberado con ta Figura 4.4 y considerando que por cada gramo de celulosa tefiida,
79.95 mg de colorante son retenidos (ver seccion 3.3.2). Los resultados que se muestran en la
Tabla 4.5 indican una muy limitada degradacién de celulosa en todos los casos.

Por otro lado se considero adecuado evaluar el posible efecto acumulado de la accion de
las enzimas sobre el substrato tefiido determinando el color liberado directamente en los medios
de cultivo liquidos con celulosa teiida. En las muestras tomadas a los 7, 14 y 21 dias de los
cultivos miceliales a 28°C, se midio la absorbancia del sobrenadante. La degradacion de celulosa
se calculd de manera similar al experimento anterior utilizando, en este caso, la Figura 4.5.
Como se observa en las Tablas 4.6 y 4.7, las cepas 8x3 y P18 mostraron un mayor consumo de
sustrato que la cepa TAP. E! consumo de celulosa se incrementé con el tiempo de incubacion,
pero solo fue posible cuantificar una escasa degradacién de la celulosa, de 2 a 2.6%, en
comparacion con ¢l 44% reportado por Ramirez (1989) para cepas silvestres (celuloliticas) en
sustratos lignoceluldsicos. Una posible explicacion del menor consumo de la celulosa en medios
liquido es la mayor adaptacién de los basidiomicetos para desarrollarse en medios sdlidos. En los
medio liquidos la baja disponibilidad de oxigeno puede también afectar el consumo de celulosa;
en éstos se dificulta también el contacto estrecho entre la fuente de carbono v el micelio, factor
que en la literatura se ha reportado como indispensable para que la degradacion de la celulosa se
lleve a cabo. Finalmente, también es posible que la concentracion de celulosa utilizada (1%)

produzca un efecto inhibitorio como se observa cn la Figura 4.2
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TABLA 4.5. DEGI_(ADACI(')N DE CELULOSA POR SOBRENADANTE
DE CULTIVOS LiQUIDOS DE CEPAS SILVESTRES DE P.ostreatus

DEGRADACION DE CFLULOSA
TIEMPO DE ig/ml)
REACCION (min) TIEMPO DE INCUBACION (dlias)
7 | 14 { 21
CEPA P18
30 i 2 5
60 0 2 4
150 0 0 3
CEPA 8)C3
30 3 3 4
60 | 3 3
150 40 0 7
CEPA IAP
30 3 5 10
60 0 2 5
150 0 0 2




TABLA 4.6. L[BERACI()_N DE COLOR POR CEPAS DE P. ostreatu EN MEDIOS LiQUIDOS CON
1% DE CELULOSA TENIDA CON AZUL BRILLANTE DE REMAZOL

34

ABSORBANCIA
X 4o
Tiempo de incubacidn (dias)
Cepas 7 14 21
8X3 0.1875% 0279 02241+ 0215 02337+ .0273
PI8 02213+ 0217 0.2443+ 0194 0.2384% 0129
IAP 0.1544 £ 0254 0.2095+ 03113 0.1983 % 0143
AZUL BRILLANTE DE REMAZOL. EN EL SOBRENADANTE
(1g/ml)
Tiempo de incubacién {dias}
Cepas 7 14 21
83 16.2 19.5 204
PIg 19.3 214 209
IAP 13§ 18.2 17.2

TABLA 4.7. CONSUMO DE CELULOSA POR CEPAS DE P. ostreatus CUANTIFICADO POR EL
COLOR LIBERADO AL SOBRENADANTE EN MEDIO LIQUIDO CON 1% DE CELULOSA

TENIDA.

CONSUMO DE CELULOSA
( g Celulosn consumida )
CEPAS 100 g Celulosa inicial
Tiempo de incubacion (dias)
7 14 21

83X3 202 244 256
PI8 2.40 2.68 2.6l
1AP 1.64 227 215
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4.3. CUANTIFICACION DEL CONSUMO DE CELULOSA Y DEL
CRECIMIENTO MICELIAL EN MEDIO SOLIDO

Debido a las dificultades encontradas con los métodos anteriores, se decidio intentar
cuantificar el consumo de celulosa en un medio séfido con agaral 1y 1.5% (seccion 3.3.3.). Se
prepararon medios con y sin la fuente de carbono, celulosa microcristalina tipo Walseth al 1%. A
dichos medios se les determind el contenido de glucanos empleando el mélodo de Klein-
Weissman (1953) (ver seccion 3.3.3) utilizando la Figura 4.6 para convertir los valores de
absorbancia a concentracion de glucanos y, posteriormente, corregir el efecto del agar como se
muestra en la Tabla 4.8, Con el objeto de eliminar una posible interferencia de los glucanos
provenientes del micelio, asi como también de correlacionar el consumo de celulosa con la
produccion de biomasa y el crecimiento micelial (diametro de la colonia) se probaron 2 tipos de
peticulas (celofan y polipropileno) que permitieran separar la masa micelial formada. Las
peliculas estériles se colocaron sobre la superficie de los medios depositandose a continuacién el
indculo de la cepa P18 Después de 10 dias de incubacion se determino en cada caja la cantidad
de glucanos atribuibles a celulosa residual. Para ello se restaron tos glucanos en los medios sin
celulosa de los valores correspondientes en los medios con celulosa (Tabla 4.9) eliminando de
esta manera el efecto de los glucanos provenientes del agar. Cabe mencionar que el contenido de
glucanos en los medios sin celulosa disminuyo de 143 y 176 mg /caja (Tabla 4.8) a 65 y 130
mg/caja al usar pelicula de celofan y 71 y 88 mg/caja con peliculas de polipropileno, lo cual
demuestra que una cierta cantidad de glucanos aportados por el agar es consumido por el hongo.
De manera similar, el contenido de glucanos en los medios con celulosa disminuye de 308 y 378
mg/cajaa 131 y 133 mg/caja al usar celofan y 216 y 21 1mg/caja con polipropileno.

Ei consumo de celulosa se determind para cada medio restando a las cantidades de
celulosa inicial, 1as residuales, como se muestra en la Tabla 4.10. En los medios con pelicula de
celofin el consumo de celulosa fue mayor que al usar polipropileno, (60 y 98% comparade con
12 y 39%) Se observd que al aumentar la concentracion de agar también aumenta el consumo de
celulosa es decir. la degradacion de la celulosa por el hongo es favorecida por la presencia del
agar que probablemente aporia ciertos azlicares como impurezas, o bien debido a que algunas
cadenas laterales del polimero son susceptibles de ser atacadas

En 'a Tabla 4.11 sc muestran los valores de crecimiento miceliar y produccion de

biomasa en los diferentes medios. En términos generales, ninguno de estos dos parametros se vio
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TABLA 4.8. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AGAR SOBRE
LA DETERMINACION DE GLUCANOS TOTALES EN MEDIOS SIN
INOCULAR.

CONTENIDO DE GLUCANOS EN
SOLIDQS Glucanos atribuibles
Agar mg/caja a celulosa inicial
o5 X +6 m_g/l:aja
Medio complcto Medio sin celulosa (Solo Xt0
Celulosa 1% Agar)
1.0 308.6 + 14.14 143.1+£17.33 166.0 £ 22.36
1.5 1785+ 5185 176.4 £ 9.36 2021+ 52.77

TABLA 4.9 DETERMINACION DE GLUCANOS TOTALES
ATRIBUIBLES A CELULOSA RESIDUAL CON LA CEPA PI8*

CONTENIDO DE GLUCANOS EN MEDIOS SOLIDOS

Eﬁ'cnja
Agar | Medios con pelicula de Medios con pelicula de
e celofin olipropileno
® Celulosa il Celulosa
. residual . residual
Celulosa | Sin celulosa Celulosa 1% ] Sin celulosa

1%

10 | 13124502 6554085 | 65.7+5.09 | 216.1£196 71.0 +4.44 145.1 £20

1.5 | 133142857 130.524462 | 2.6£54.25 211341654 | 88.2+7.03 123.1 £19

* A 10 dias de incubacidn.




TABLA 4.10. CONSUMO DE CELULOSA POR LA CEPA PI8 A 10
DIAS DE INCUBACION.

Consumo de celulosa

A-i:r Medios con pelicula de celofin Medios con pelicula de polipropileno
Celulosa | Celulosa Celulosa Celulosa
inicial residual {mg) % inicial residual (mp) %
mg/caja mg/caja mg/caja mg/cajn

10 1166012236 657509 [ 10032293 ] 60.4 166.0 £22.36 145.1 £20 | 20.9429.9| 120

15 |200105277]26+5425]11995:+7568 | 987 2021+ 52.77 123.1 £20 [ 79.7£58.9 ) 39.4

TABLA 4.11. CRECIMIENTO MICELIAL Y BIOMASA DE LA CEPA
PIS A 10 DIiAS DE INCUBACION.

Medios con pelicula de celofin Medios con pelicula de poliproptleno
2
. Celulosa 1% Sin celulosa Celulosa 1% Sin celulosa
ol
P " n n n
Diume.lro Biomass Diametro Biomasa Diametro Biomasa Diametro Biomasa
micelial (mg) micelial (mg) micclial (mg) micelial (mg)
(cm) (crn) {cm) (cm) %

10] 502031 |236413| 5008 21+1131465+06(303+£2.2] 45206 2.0+£095

1515162050 |276: 0581454059 156214 :‘I’d‘; 4617 | 42205123+18
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afectado por la concentracion de agar, por la presencia de celulosa o por ¢l tipo de pelicula.
Tampoco fue posible establecer una correlacion entre ellos, debido en parte a la dispersion de los
datos experimentales que se ve reflcjada en los grandes coeficientes de variacion, de 5 a 13%
para el crecimiento miceliar y de 20 al 100% para Ja produccion de biomasa.

Se evalud la degradacion de los dos tipos de pelicula por el hongo. En la Tabla 4,12 se
observa que la pelicula de celofan perdié un 12% de su peso durante la incubacian en todos los
medios. En el caso de la pelicula de polipropileno la pérdida en peso fue menor. No obstante, la
dispersion de los datos no permite establecer diferencias significativas entre los diferentes medios
(Tabla 4.13). Se presentaron dificultades para recuperar las peliculas sin residuos de medio io
que posiblemente afectd los resultados. No obstante, con este método fue posible cuantificar el
consumo de celulosa por una cepa silvestre de . osfreatus por lo que de esta manera podria
cuantificarse ta capacidad celulolitica de diferentes cepas. Sin embargo, el método presenta
diversas dificultades técnicas que lo hacen muy laborioso y, eventualmente, sujeto a diversas
variables que pueden afectar los resultados sin que sea posible tener mucho control sobre ellas.
Esto limita su uso como procedimiento de rutina para la clasificacion cuantitativa de cepas de

basidiomicetos en funcion de su capacidad celulolitica.




TABLA 4.12. CONSUMO DE LA PELICULA DE CELOFAN POR LA

CEPA PIS A 10 DiAS DE INCUBACION.

Medios con pelicula de celofan
A 1 " . i .
5:* Celulosa 1% Pérdida de peso Sin celulosa Perdida de peso
peso mg) peso (mg)
Inicial Final mg % Inicial Finul mg %
10 1e43 0167 | 128215 | 163£22.44 [ 11212522161 109413 16 0£252 | 128
15 14719 1294 19 [ IRO£2687 §122 ] 145£19 | 128417 17042549 1 E1 7

TABLA 4.13. CONSUMO DE LA PELICULA DE POLIPROPILENO

POR LA CEPA PIS8 A 10 DiAS DE INCUBACION.

Medios con pelicula de polipropileno
A nﬂ . H i
5/“ Celulosa 1% Perdida de peso Sin celulosa Pérdida de
. peso (m peso (m peso
Inicial Final mg e Inicial Final mg Ve
10 1476017 315415 | 394226 75 | 678208 | 690£20|1.242885] 17
15 [536+33)] 559+36 { 19488 19 S10228R 537+£5 | 27573 { 50

40
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44, Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre la
produccion de celulasas por cepas silvestres y mutantes
aceluloliticas de P. ostreatus

Como una alternativa, para resolver los problemas encontrados en los métodos anteriores
ce considerd la posibilidad de que la composicion del medio influyera en la produccion de las
celulasas, dado que los resultados obtenidos al incubar las diferentes concentraciones de celulasas
de A niger en las placas de agar celulosa tefida mostraron que al 1% de celulosa la tasa de
formacién de halo disminuye (Seccion 4.1). Esto sugirit la posibilidad de que al modificar la
composicion del medio podrian variar las respuestas de las cepas lo cual explicaria los cambios
en el comportamiento de una misma cepa observados por Ramirez (1989} y Camacho (1996),
tanto con cepas silvestres como aceluloliticas. Considerando esta posibilidad y los reportes de
Coutts (1976), Huitron (1986) y Garzillo (1992), se decidié evaluar el efecto de los componentes
del medic en la produccion de celulasas por una cepa silvestre celulolitica (Mo. 36) y por una
acelulolitica (56 HIN1). Como proponen Mandels (1969) y Huitron (1986) se empled un medio
basal compuesto por celulosa microcristalina tipo Walseth como fuente de carbono, peptona
como fuente de nitrogeno y el surfactante Tween 80, ¢l cual provoca cambios en la permeabilidad
de la célula que se traducen en incrementos en la produccién de celulasas (Reese, 1969,
Taniguchi, 180; Tanaka, 1980). La composicion del medio se optimizé de acuerdo al método
estadistico de Box Wilsen (Cochran, 1997), ampliamente empleado en la optimizacion de medios
de cultivo para la produccion de metabolitos. Para ello se fijaron unidades de variacion por cada
componente para que con los resultados de este primer experimento se identificaran los
componentes o condiciones que mas afectan y asi, proponer una nueva serie de experimentos
donde la concentracion de algunos componentes se incrementen y otros disminuyan hasta llegar
al nivel aptimo para cada uno de cllos (ver Tabla 4.14).

Una vez establecidos los niveles inferior y supetior para cada uno de los componentes, se
prepararon § medios correspondientes a todas las combinaciones posibles (Tabla 4.15). El pH de
los medios se ajusté a 4.8 (Garzillo, 1994), se inocularon con 5 mi de homogencizado de la cepa
Mo 36 y se incubaron a 28°C. A los 8, 16y 24 dias de incubacion se determind la actividad
celulofitica conforme al método de Mandels (1976) midiéndose los azucares reductores por el
método de Miller (1959) (ver seccion 3.3.4.3). Con base en la Figura 4.7, los valores de

absorbancia fueron traducidos a las concentraciones de azricares reductores producidas por la
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accion de las celulasas frente al papel filtro. De esta manera, para la cepa Mo. 36 la maxima
actividad fue detectada a los 8 dias de incubacion, observandose una tendencia decreciente
pasado este tiempo (a los 16 y 24 dias) como se muestra en la Figura 4.8. Tal comportamiento €s
semejante al reportado por Garzillo (1994) quien al crecer . ostreatus (florida) en paja de trigo
al 1%, observo que 1a actividad cetulolitica ocurrid entre el tercer y cuarto dia de crecimiento y la
maxima actividad se registro 2 dias después de iniciada ésta. Los niveles se mantuvieron durante
los 12 dias en que fue crecido el hongo Estos resultados, al igual que los obtenidos en ¢l presente
trabajo, sugieren que la maxima actividad sucede a los 8 dias. Por tanto, tales datos (ver Tabla
4.15) fueron considerados para el calculo de los coeficientes de regresion de cada componente del
medio a optimizar con el método estadistico {Box Wilson). Para ello los valores de azucares
reductores obtenidos se ordenaron por nivel (inferior y superior). Una vez ordenados por grupo
Jos valores se sumaron entre si, a los resultados correspondientes al nivel inferior se les asigno el
signo negativo y positivo al nivel superior. Ambos valores se restan algebraicamente entre si y se
dividen por el namero total de datos, que para este caso fueron de ocho y asi se obtuvieron los
coeficientes de regresidon para cada componente como sé muestran en la Tabla 4.16.
Posteriormente estos resultados se expresaron en gramo por litro (g/) al multiplicar dichos
valores con las unidades de variacion del medio basal (Tabla 4.17). Por otro lado, para calcular
las unidades de variacion de cada constituyente del medio para la cepa Mo. 36 se dividio el
coeficiente de regresion de cada componente entre aquel coeficiente cuyo valor fuera el mayor,
que para este caso, fue de 0.1106.

Una vez que las unidades de variacion de cada elemento fueron calculadas, sus valores se
sumaron o restaron (segin el signo) al medio basal, obteniéndose, la composicion del medio
optimizado para la produccion de celulasas para la cepa Mo. 36 (Tabla 4.18). Se observaron
incrementos en la concentracion de cada uno de los componentes del medio respecto al medio
basal; para la celulosa microcristalina, de 4 a 5 g/l; para a la peptona, de 0.9 a 1.2 g/l y para el
Tween 80 de 1.4 a 1.8g/1

Para la cepa 56HIN1 (acelulolitica) se procedid de igual manera que para la cepa Mo 36,
fijando unidades de variacion de acuerdo al método estadistico de Box-Wilson como se describio
anteriormente (Tabla 4.14). Siguiendo el procedimiento antes indicado, se prepararon los 8
medios correspondientes a todas las combinaciones posibles (ver Tahla 4.19). Se encontrd

nuevamente que la méaxima produccion de azucares ocurre a los B dias de incubacion, excepto
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TABLA 4.14. RANGOS DE VARIACION DE LOS COMPONENTES
DEL MEDIO BASAL Y CONCENTRACION DE LOS MEDIOS
EXPERIMENTALES.

CONCENTRACION
MEDIO BASAL UNI?)};DES EN MEDIOS
VARIACION EXPERIM l;Z)NTALES
Concentracion | Nivel Nivel
Componentes g/l o | @Y | jnferior | superior
Celulosa 4.0 40 | 16 | 240 5.6
microcristalina
Peptona 0.9 30 0.27 0.63 1.17
Tween 80 1.4 30 0.42 0.98 1.82

TABLA 4.15. EFECTO DE LA COMPOSICION DEL MEDIO SOBRE
LA ACTIVIDAD CELULOLITICA FRENTE A PAPEL FILTRO DE

LA CEPA Mo. 36*.

COMPOSICION Azucares pH
Medios (gl reductores final
P (mg/ml) -~
Celulosa Pentona Tween _ xto
microcristalina| P 80 x*o
| 24 0.63 098 [0549+0.023| 4.801+0.02
2 5.6 0.63 098 |0504+0034]| 436+0.13
3 2.4 1.17 098 10.793+0.010| 586+0.10
4 2.4 0.63 1.82 (0858 +0.034| 4.60+0.23
5 5.6 1.17 098 [1.109+0.006| 553 +0.16
6 2.4 1.17 182 10929+0.040| 561 £0.19
7 5.6 0.63 1.82 10967 +0.040| 4.39+0.23
8 5.6 1.17 1.82 11.102+0.078| 5.27 £+ 0.58

*A f dias de incubacion
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TABLA 4.16. CALCULO DE LOS COEFICIENTES DE REGRESION
DE CADA COMPONENTE DEL MEDIO CON LA CEPA Mo.36*.

COMPOSICION
(mg/ml)
. Celu!osa' Peptona Tween 80
microcristalina
Actividad celulolitica en los 2 niveles
experimentados
Inferior | Superior | Inferior | Superior Inferior Superior
0.549 0.504 0.549 0.793 0.549 0.858
0.793 1.109 0.504 1.109 0.504 0.929
0.858 0.967 0.858 0.929 0.793 0.967
0.929 1.102 0.967 1.102 1.109 1.102
Suma de valores experimentales
-3.129 3.682 -2.878 31933 -2.955 3.856

Coeficientes de regresion para cada componente
(suma de valor inferior - suma de valor superior} /8
0.0691 | 0.1318 | 0.1126

*Segun método de Box Wilson




TABLA 4.17. CALCULO DE LAS UNIDADES DE VARIACION PARA
CADA COMPONENTE DEL MEDIO PARA LA CEPA Mo. 36,

COMPONENTES
Pariametros B
. Celu!osa. Peptona Tween 80
microcristalina
Coeficiente 0.0691 0.1318 0.1126
Unidad de
variacion 1.60 0.27 0.42
medio basal
Coeficiente de
regresion
expresado en 0.1106 0.0355 0.0473
(g/N
Unidades de variacién
(Coeficiente de regresion/ 0.1 106)
Unidades de 1.0 0.3205 0.4276
variacion




TABLA 4.18. OPTIMIZACION DE LA COMPOSICION DEL MEDIO

PARA LA CEPA Mo.36*.

COMPOSICION DEL MEDIO

(g
Parimetros _
. Celu!osa_ Peptona Tween 80
microcristalina

Medio basal 4.0 0.9 1.4

Unidad de 1.0 0.3205 0.4276

variacion

Coeficiente

5.0 1.2209 1.8276

#Segun métedo de Box Wilson

17




TABLA 4.19. EFECTO DE LA COMPOSICION DE LOS MEDIOS
SOBRE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA FRENTE A PAPEL
FILTRO DE LA CEPA S6HINIL*,

COMPOSICION Azicares pH
Medios (g/) reductores final
{(mg/ml) -
Celulosa Pentond Tween B xto
microctistalina |V 80 xto

1 2.4 0.63 0.98 0.388 +£0.002 | 4.53 £0.03
2 5.6 .63 0.98 0.292 £0.015 | 4.43 £0.06
3 24 1.17 0.98 0.273 £0.015 | 4.69 £0.02
4 2.4 0.63 1.82 0.279 £0,014 | 4.46 +£0.64
5 5.6 1.17 098 |0.298 £0.0012 | 496 +0.22
6 24 1.17 1.82 0.401 20,011 | 4.78 £0.20
7 5.6 0.63 1.82 0.292 £0.012 | 4.68 £0.07
8 5.6 1.17 1.82 0.331 £0.005 | 4.76 £0.27

*A 8 dias de incubacion
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para el caso de los medios 5y &, donde esto ocurrio a los 16 dias de incubacion como se muestra
en la Figura 4.9. Sin embargo, comparando la Tabla 4.19 y Tabla 4.20, la mayoria de los
medios incubados a los 8 dias muestran una mayor concentracion de azOcares reductores, por lo
que se decidié considerar los valores obtenido a los 8 dias de incubacion para el calculo de los
coeficientes de regresion de cada componente de acuerdo al método de Box Wilson (Tabla 4.21).

En la Tabla 4.22 se muestran los valores de los coeficientes de cada componente del
medio para la cepa S6HINI en gramos por litro, asi como las unidades de variacion de cada uno
de ellos Con estos valores se determiné la composicion del medio optimizado para la produccion
de celulasas por la cepa S6HINI (Tabla 4.23).

En la Tabla 4.24 se muestra, como resultado del disefio (Box-Wilson), la composicién de
los medios optimizados denominados medio tipo C(+) para las cepas celuloliticas y medio tipo
C(-) para las cepas aceluloliticas. De acuerdo a los resultados anteriormente descritos para la cepa
Mo. 36 y S6HINI, se mostrd que la liberacion de azicares reductores se vio efectivamente
influida. tanto por las concentraciones probadas, como por los componentes del medio. De ahi la
importancia de optimizar la compesicion del medio antes de establecer criterios cuantitativos de
clasificacion. Por tal motivo, se consideré conveniente evaluar dichos medios (Tabla 4.24) para
la produccion maxima de celulasas, tanto de las cepas antes empleadas (Mo. 36 y 56H1INT1) asi de
tas cepas P403, P404 y P407, clasificadas previamente por métodos cualitativos como
celuloliticas C(#), y las cepas PM4, PM204 y PM301 clasificadas previamente como
aceluloliticas C(-) Después de 8, 16 y 24 dias de incubacién se cuantificaron los azucares
reductores. Los resultados obtenidos de este proceso se muestran en las Tablas 4.25, 4.26 y 4.27
asi como en las Figuras 4.11, 4.12y 4.13.

De los resultados en la Tabla 4.25 se observa que a los 8 dias de incubacion, las cuatro
cepas clasificadas previamente como C(-) presentaron, en el medio tipo C(-), una mayor
liberacion de azicares, de 0.532 a 1.440 mg/ml, que en el medio tipo C (#), en donde los valores
fueron 0.478 a 1,111 mg/ml para las mismas cepas. Por otro lado, las cuatro cepas clasificadas
como C{}) presentaron una mayor liberacion de azicares en el medio tipo C(+), de 0.512 a 1 833
mg/ml, no asi en ¢l medio tipo C(-) en donde los niveles fueron 0.518 a 1.615 mg/ml. De lo
anterior se observa aparentemente que, a los 8 dias de incubacion, las cepas clasificadas como
aceluloliticas se ven favorecidas en su produccion de celulasas por el medio llamado tipo C(-).

De igual manera, ¢l medio tipo C(+) favorecié la produccién de celulasas de las cepas
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TABLA 4.20. EFECTO DE LA COMPOSICION DE LOS MEDIOS
SOBRE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA FRENTE A PAPEL
FILTRO DE LA CEPA S6I11N1*,

COMPOSICION Aziicares pH
Medios (g/) reductores final
(mg/ml) -
Celulosa | poovona | THEED _ xto
microcristalina | P 80 X*go

1 24 0.63 0.98 0.270 £0.026 | 4.62 £0.02

2 5.6 0.63 0.98 0.058 £0.008 | 4.68 £0.30

3 24 1.17 0.98 | 0.083 £0.011 {5.07 +0.41

4 24 0.63 1.82 | 0.199+0.020 | 4.73 +0.34

5 56 117 0.98 0.366 £0.017 | 5.09 £0.89

6 24 1.17 1.82 | 0.205 +0.006 | 5.13 +£0.72

7 5.6 0.63 1.82 | 0.218 £0.009 | 4.88 £0.29 l
|

8 5.0 1.17 1.82 0.404 £0.034 | 5.69 £0.87

*A 16 dias de mcubacion




TABLA 4.21. CALCULO DE LOS COEFICIENTES DE REGRESION
DE CADA COMPONENTE DEL MEDIO CON LA CEPA S6HIINT*.

COMPOSICION
{mg/m!)

Celulosa

. Lo Peptona Tween 80
microcristalina

Actividad celulokitica en los 2 niveles
experimentados

Inferior | Superior | Inferior | Superior | Inferior Superior
0.388 0.292 0.388 0.273 0.388 0.279
0.273 0.298 0.292 0.298 0.292 0.401
0.279 0.292 0.279 0.401 0.273 0.292
0.401 0.331 0.292 0.331 0.298 0.331

Suma de valores experimentales
- 1.341 1.213 - 1.251 1.303 - 1.251 1.303

Coeficientes de regresion para cada componente
(suma de valor inferior — suma de valor superior) /8

-0.016 (.0065 0.0065
*Segun método de Box Wilson




TABLA 4.22. CALCULO DE UNIDADES DE VARIACION PARA
CADA COMPONENTE DEL MEDIO PARA LA CEPA S6HTINT*.

COMPOSICION
Componentes
. Celu!osa. Peptona Tween 80
microcristalina
Coeficiente -0.0160 0.0065 0.0065
Unidad de
variacion 1.60 0.27 0.42
Medio basal
Coeficiente de
regresion -0.0256 0.0017 0.0027
(gl
Unidades de variacién (Coeficiente/ 0.0256)
Unidades de 1.0 0.0685 0.1066
variacién




TABLA 4.23. OPTIMIZACION DE LA COMPOSICION DEL MEDIO
PARA LA CEPA S6HINT*

COMPOSICION DEL MEDIO

(g/
Parametros o _
Celulosa
. e Peptona Tween 80
microcristalina

Medio basal 4.0 09 1.4
Unidad de 1.0 0.0685 0.1066

variacion

Coeficienie

3.0 0.9685 1.5066

*5egun método de Box Watson

TABLA 4.24. COMPOSICION DEL MEDIO OPTIMIZADO PARA
UNA MAXIMA PRODUCCION DE CELULASA.

COMPOSICION DEL MEDIO

Medio OPTIMIZADO (gN)
. Celul_osa. Peptona Tween 80
microcristalina
Tipo (C +) 5.0 1.22 1.82
Tipo (C -) 3.0 0.96 1.50

54




TABLA 4.25. ACTIVIDAD CELULOLITICA DE LAS CEPAS DE P.
ostreatus EN EL. MEDIO TIPO (C+) Y TIPO (C-)*.

Azicares reductores
(mg/ml)
Cepas | Clasificacién Xxao
cualitativa
previa Medio Tipo (C+) Medio Tipo (C-)

S6HINI C- 0.478 % 0.022 0.532+0.011
PM4 C- 0.491 % 0.021 0646 £ 0.023
PM204 C- 1.111 £0.290 1.447 +0.131
PM301 C- 0.586 + 0.016 0.626 + 0.031
[ Mo36 C+ 1.030 £ 0061 0835 + 0.005
P403 C+ 1.831 £0.033 1.615+0.016
[ paoa c+ 0.512 % 0.005 0639 + 0.044
P407 c+ 0.525+0.012 0.518 £ 0.009

*A 8 dias de ineubacion
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TABLA 4.26. ACTIVIDAD CELULOLITICA DE LAS CEPAS DE P.
ostreatus EN EL MEDIO TIPO (C+) Y TIPO (C-)*.

Azucares reductores
(mg/ml)
Cepas X+
€PA8 | Clasificacién x£o
cualitativa
previa - -
Medio Tipo (C+) Medie Tipo (C-)

S6HINY C- 18010171 0.719 + 0.063

PM4 C- 0468 £ 0036 0510+ 0021
PM204 C- 1.351 £0309 1152 +0.108
PM301 C- 0726 £0.045 0.803 + 0.073
Mo36 C+ 1438+0014 0.803 + 0063

P403 C+ 143810014 1.152 +0.025

P404 C+ 3.058+£ 0471 0363 £0.052

P407 C+ 05170011 0.405 + 0.005

*A 16 dias de incubacion
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TABLA 4.27. ACTIVIDAD CELULOLITICA DE LAS CEPAS DE 7.
ostreatus EN EL MEDIO TIPO (C+) Y TIPO (C-)*.

Azacares reductores
(mg/ml)
C -
cpas Clasificacién X0
cualitativa
previa N Lo
Medio Tipo (C+) Medio Tipo (C-)

56HINI C- 0616+0.014 0.603 + 0.028
PM4 C- 0.565 £ 0.084 0.436 +0.012
PM204 C- 0924 £0.129 0.475 + 0.032
PM301 C- (0.597 £ 0.025 0.603 + 0.023
Mo36 C+ 0712 £0.048 0.680 + 0.028
P403 C+ 0.873 £0.008 0.886 + 0.007
P404 C+ 1.964 £0.012 1.348 £ 0.089
P407 C+ 0.587 £0.008 0.404 1+ 0.050

A 24 dias de incubaciém
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clasificadas como C{+). Con objeto de corroborar lo anteriormente descrito, se realizo un analisis
de varianza, donde se evalud el efecto de los medios tipo C(+) y tipe C (), sobre cada una de las
cepas encontrandose, diferencias no significativas. Por tanto, se planteo la realizacién de un
analisis de varianza, para valorar el efecto de los medios sobre el grupo de las cepas C(-} ¥ el
grupo de las cepas C(+) detectandose nuevamente, diferencias no significativas. No obstante, el
anilisis de varianza entre las cepas mostro diferencias altamente significativas. Al realizar las
pruebas de rango multiple segun Tukey las cepas fueron agrupadas en tres clases a, b y ¢ (ver
Tabla 4.28). Estos resultados muestran que es posible, proponer criterios mas objetivos de
clasificacion que permitan diferenciar las cepas acelulolitica de las celuloliticas Las cepas
agrupadas en (a) presentan niveles de produccion de azicares reductores bajos (0.4-0.8 mg/ml) se
consideran de baja actividad celulolitica. En este grupo se encuentran las cepas S6HIN1, PM4,
PM301 P404 y P407 las cepas agrupadas en (b} presentan niveles de produccién de azicares
reductores de 0.8-1 6 mg/ml considerandose de actividad celulolitica intermedia. En este grupo se
incluyen las cepas PM204 y Mo. 36. Cabe mencionar que en este grupo se presentan algunas
ambigiiedades, ya que la cepa PM204 en el medio tipo C(+) se agrupaenay b, mientras que en
el medio tipo C(-) se ubica en los grupos b y c. En cuanto a la cepa Mo. 36 en el medio tipo C(+)
y medio tipe C(-) se Jocalizo en los grupos a y b. Finalmente, las cepas agrupadas en (c)
presentan niveles de produccion de azicares reductores altos (1.6-3.0 mg/ml) se consideran de
alta actividad celulolitica En este grupo se encuentra la cepa P403 como se aprecia en la Tabla
4.28. Pero al realizar la representacion grafica de tales resultados, se observaron claramente tres
grupos. Donde las cepas PM204 y Mo 36 se ubicaron en el grupo b como se muestra en la
Figura 4.14,

A los 16 dias de incubacion (Tabla 4.26) en la mayoria de las cepas probadas, se observo
aparentemente, una mayor liberacion de azucares reductores en ¢l medio tipo C(+), de 0.468 a
3.058 mg/ml, comparada con la obtenida en el medio tipo C{-), la cual fue de 0363 a 1.152
mg/ml. Es decir, a este tiempo de incubacion el medio tipo C(*+) aparentemente, favorece de
manera indiscriminada la produccion de celulasas, tanto para las cepas C(+) como para las cepas
C(-). No obstante estos resultados, los criterios de clasificacion anteriormente descritos, son
aplicables en este tiempo con excepcion de las cepas S6HINT y P404 que presentaron un

comportamiento atipico en el medio Tipo C (+) como se observa en la Figura 4.15,
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Lo dicho en los parrafos anteriores muestra que los criterios propuestos en este trabajo son
aplicables para la clasificacion de las cepas incubadas tanto a 8 como a 16 dias (Tabla 4,29).

Finalmente, a los 24 dias de incubacion (Tabla 4.27) no se observaron diferencias
importantes en la produccion de celulasas entre las cepas, cuitivadas en los dos medios.

Con base en los criterios anteriormente descritos, es posible selecciunar aquellas cepas
que muestren baja actividad celulolitica como las mas adecuadas para una posible aplicacion en
un proceso de delignificacion, ya que probablemente, degradan en una menor proporcion la
celulosa presente. Adicionaimente, resultaria necesario corroborar su capacidad para degradar la
lignina como un segundo criterio de seleccion. Las cepas que reunen estas condiciones son la
S6HINT, PM4, PM301 P404 y P407, ya que a los 8 dias, presentan niveles de produccion de
azicares reductores bajos {0.4-0.8 mg/ml). En el otro extremo se encuentra la cepa P403 que
mostrd un comportamiento altamente celulolitico. Tal criterio servird como una herramienta de
gran valor para planear la obtencion de hibridos mejorados. No obstante, para una seleccion final,
los hibridos deberan ser cultivados en substratos lignocelulésicos para evaluar los cambios en su
composicion.

Por otro lado, es importante aclarar gque de acuerdo con los resultados descritos
previamente, las cepas probadas presentaron una misma respuesta con ambos medios
optimizados es decir, que cualquiera de los dos medios permitio la clasificacion de las cepas.
Pero esto no debe descartar 1a necesidad de optimizar el medio, ya que segun la literatura la
composicion del medio es fundamental para que Se e€xprese o no la actividad celulolitica. Por lo
Tanto, los criterios aqui propuestos resultan ser mas adecuados que los propuestos por Rautela
(1966), quien propuso un método comin para determinar si un hongo produce celulasas
extracelulares al crecerlo en tubos conteniendo medio de agar con celulosa. Puesto que el medio
es opaco, aquellos hongos con celulasas forman zonas claras debajo del micelio mientras que los
hongos sin celulasas no presentan cambio alguno en el medio. Sin embargo no advierte que
ciertos componentes adicionados al medio permiten la manifestacion de celulasas o, inclusive,
incrementan su actividad. Por su parte Eriksson (1974) previo este comportamiento modificando
dicha técnica al emplear un medio compuesto por 0.1% glucosa y 0.25% de extracto de levadura
ademis de la celulosa. Para medir la capacidad celulolitica de cepas mutantes de Polyporus
adnstus, Eriksson {1974) adicioné el extracto de levadura para asegurarse que las mutantes

aceluloliticas de este hongo no fueran del tipo de fas mutantes Coflybia velutipes, que muestran
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muy baja actividad de celulasas en ausencia de extracto de levadura en el medio, y actividades
normales en presencia de éste (Norkran y Aschan, 1953).

A lo largo del presente trabajo, se plantearon varios métodos que permitieron evaluar
cuantitativamente la habilidad de distintas cepas de P. osfreatus para degradar celulosa. En
principio, con cepas celuloliticas se encontrd una escasa actividad, debido quizds a la alta
concentracion de celulosa empleada y la falta de una fuente de nitrogeno orgénica Por tanto €s
probable que el sistema enzimético no estuviera presente en el medio. Por consiguiente los
métodos inicialmente planteados no detectaron actividad. Cabe mencionar que segun la literatura
{Gilligan y Reese, 1954) P. ostreatus posee un sistema enzimatico que actua de manera sinérgica
y requiere ser inducido

La induccion de dicho sistema enzimatico se ve influida de manera diferenciada por la
concentracion de los componentes, asi como el tipo de estos presentes en el medio (Garzillo,
1992, 1994; Kerem, 1992). En el medio pueden encontrarse compuestos de facil difusién
{Celobiosa, cetodextrina, etc.), o derivados de celulosa, los que pueden actuar como inductores
directos o bien, posteriormente, ser transformados por enzimas intracelulares en inductores mas
eficientes (Coughlan, 1985; Uzcategui, 1991). Por otro lado, la peptona actia como fuente de
nitrogeno para la sintesis de enzimas y su concentracion puede influir aumentando o
disminuyendo la produccion de celulasas. Huitron (1986) al trabajar con Aureohasidium sp.
confirmé lo anterior Posteriormente, Eriksson y Petterson (1982) encontraron dos tipos de
proteasas que incrementan la actividad de las endoglucanasas de Sporoirichum pulvernleninm.
Por su parte, el surfactante Tween 80 actiia incrementando la actividad de las celulasas,
posiblemente debido a cambios en la permeabilidad de la célula mas no en la producion de
celulasas (Reese, 1969). Con base en lo anterior se decidio modificar la composicion del medio
apoyandose en un disefio estadistico empleando el método de Box Wilson. Los componentes del
medio fueron optimizados para una produccion maxima de celulasas para posteriormente,
establecer los criterios cuantitativos que permitan seleccionar las cepas por sus habilidades para
degradar la celulosa Tal método posee la ventaja de ser relativamente rapido y sencillo, permite
establecer la composicion optima del medio de acuerdo a las cepas, asi como establecer criterios
cuantitativos de seleccion. Por otro lado, es importante considerar que para la aplicacion de este
método en otros organismas es necesario considerar que los sistemas celuloliticos varian de una

cepa a otra segn los reportes de Garzillo (1992, 1994) y de Kerem (1992), por lo que se
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requeriria hacer una evaluacion de los posibles componentes del medio necesarios para inducir
una produccion maxima de celulasas, asi como de las condiciones de cultivo.

Los criterios de seleccion expuestos en el presente trabajo son una herramienta de gran
importancia para planear la obtencion de hibridos mejorados. Esto se confirma, puesto que la
cepa P403, segin los criterios antes expuestos, €s clasificada como de alta actividad celulolitica.
Dicha cepa fue sometida a la accion de un mutageno por Ramirez (1989) y a partir de esta obtuvo
la cepa 56HINI, a la que consideré como mutante acelulolitica total. Sin embargo, al aplicar los
criterios propuestos, esta cepa fue clasificada de baja actividad celulolitica, lo cual comprueba
una atenuacion de la capacidad celulolitica como consecuencia de la accion del mutageno. Por
otro lado, debido su baja actividad fue seleccionada para obtener el hibrido mejorado S6HINI x
Mo 36 de cuya progenie Ramirez (1989) obtuvo el monocariote PM4, clasificado por ella como
acelulolitico. Segin los criterios aqui propuestos este monocariote, fue clasificado como de baja
actividad. De igual forma, el monocariote PM301 se obtuvo de la progenie de! hibrido mejorado
9H4N2 x Mo. 36 y se clasifico también como de baja actividad. Esto demuestra que los criterios
cuantitativos aqui propuestos son de gran importancia para identificar las cepas de baja actividad

celulolitica, a lo largo del proceso de mejoramiento genético de cepas (Figura 4.16),




TABLA 4.28 RECLASIFICACION DE LAS CEPAS DE P. ostreatus EN

LOS MEDIOS TIPO C (+) Y C (-) CON BASE EN SU ACTIVIDAD

CELULOLITICA Y SEGUN PRUEBA DE TUKEY*.

Azucares
reductores
. .. (mg/ml)
Cepas CIasni.'ica'cmn xta GI’UPOS Reclasificacion
cualitativa
previa A
Medio Tipo
(C+)
56HINI C- 0 478 £0.022 a Baja actividad
PM4 C- 049120421 a Baja actividad
PM204 c- 101140290 a b Actividad
inicrmedia
PM301 C- 05860016 A Baja aclividad
Actividad
Mo36 C+ 1.030£0061 a b intenmedia
P403 C+ 1831 £0.033 b Alta actividad
P304 C+ 0.5124£0 005 2 Baja actividad
P407 C+ 0.525£0.012 a Baja actividad
Clasificacion _—
Cepas | cualitativa | Medio Tipo I Grupos |Reclasificacion
previa (C-)
56HINI C- 053210011 a Baja actividad
PM4 C- 0.646£0023 a Baja actividad
Actividad
PM204 C- 144750131 bl intermedia
PM301 C- 0.626 £ 0031 a Buaja actividad
Aclividad
Mo36 C+ 083510005 al|b intermcdia
P403 C+ 1.615£ 0016 c Alta actividad
P304 C+ 0.639 £ 0044 a Baja actividad
P407 C+ 0518 £ 0009 8 Baja actividad

* A 8 dias d¢ incubacion
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TABLA 4.29 CLASIFICACION DE LAS CEPAS DE
EL MEDIO TIPO (C+) Y TIPO (C-) A 8 Y 16 DIAS DE INCUBACION.

P. ostreatus EN

8 Dias 16 Dias
Cepas
Medio Tipo | Medio Tipe | Medio Tipo Medio Tipo
(C+) (C) (CH) (C)

S6HINI a a b a

PM4 a a a a
PM301 a a a a

P404 a a c a

P407 a a a a
Mo. 36 ab ab b a
PM204 ab be b b

P403 b c b b

a= baja actividad celulolitica

b= actividad intermedia

c= alta actividad
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Por Gltimo, como ya se ha discutido en el presente trabajo ¢l método de seleccion aqui

propuesto posee varias ventajas sobre los empleados anteriormente; por lo que no esta

puntualizarlas:

por demas

Método convencinonal
(Rautels).

Jubos contanicmio madwy de
agoer con celtlosa. (Medio no

Método modificado
(Eriksson).

Método cualitativo por
formacion de halos de
claridad (Ramirez).

Método cunntitative
propuesto

(Pérez).

Tubos contemendo medio de
agar con celulosa {Medio no

la formucién de halos de
clarificacion en medios de

Oplimizacion  del medio de
acucrdo al mélodo estadistico

Su  evaluacidn del carfcter
cclulolitico requicte de dos
métodos complementarios: 1)
Peptona-papel filtro.

2) Medio modificade de doble

optimizado) optimizado) peptona-papel filtro y celulosa | de Box Wilson y
doble capa modificado | determinacion de la actividad
(Medio no optimizado). celuloliica  conforme  al
método de Mandels (1976)
midiéndose  los  azicares
reduclores por ¢l método de
Miller (1959)
No ndvierie  que  ciertes | Modifica técnica de Routela |No _advierte que  cierlos [ Se  advierte  que ciertos
componentes  adicionados  al [ provid que cicrtos | componentes  adicionados  al | componenies adicionados &l
medio permiten la | companentes  adicionados  al | medio penmiten la [ medio permiten la
manifestacion de celulasas o | medio penmiten In | manifestzcion de celulasas o, | manifestacian de celulasas o
inclusive,  incrementan sy manifestacién de cclulasas o, | inclusive, incrementan  su inclusive, incrementan  su
actividad inclusive, incrementan  su | aclividad. actividad.
actividad por lo que emplea un
medio compueste por 0.1%
glucosa y 025% de extracto
de Tlcvadura ademas de la
celulosa.
Criterios _ cualitativos  dc | Cniterios  cualitativos  de Criterio cualitative de | Se identifica tres grupos de
clasificacién: los hongos con | clasificacion: los hongos con seleccion: presencia de 7onas | cepas:
celulasas  formaran  zonws | celulasas  formanm  sonas clurus  (hulo de  claridad){a)  De baja  actividad
claras debajo  del  micelio | claras  debajo del  micelio | debajo  del micelio indica celulolitica con una
micentras que los hongos sin | micntras que los hongos sin | capncidad celulolitica y 1a | produccién (0.4-0.8 mg/ml) de
celulasns  no  presentaran | cclulasas  no  presenlaran nusencin  de  celulasas  no | azacares reductores.
caimbio alguno en ¢l medio. cambio alguno en ¢l medio. presenta halo. b) De actividad celulolitica

intermedia con una
produccion (0.8-1.6 mg/ml) de
azucares reduclores.

¢ De actividad cclulolitica
alta con una produccién (1.6-

capa. 10 mg/ml) de azucares
o . | reductores.
[ Susceptible de  evalupciones Susceptible de  evoluaciones Susceptible de  evaluaciones Evaluaciones de  mayor
CrToneas. | erroneas. erroneas. confiabilidad
in vanos casos 1o se aprecia | Bl micelio no interfiere en la
la formacién del halo debido | evaluacion
al répido crecimiento
. miceliar.
= _ Eficacia del método
| Deficiente. Deliciente Debido o que una cepalYa que prevé un
presenta un  comportamicnio comportamiento  celulolitico
celulolitico diferente en ambos | mas definido v claro.
métodos de evaluacion.
Mo recomendable  comp {No  recomendable  como No  recomendable  como | Recomendado como

herramicnts  para planear la
ohtencion de hibrides
mejorados  dehide o sus

| limitaciones

herramienta para plancar la
ohlencion de hibridos
mejorados  debido  a  sus

herramieta para plancar 1o
ohlcicion de hibridos
mejorados  debido  a  sus

Limitaciones

herramienla para planear la
obtencion de hitridos
mejorados

Lo——

Métodos sencillos y ripidos

Métedo relativamente sencillo
v ripido




FIGURA 4.16. PROCESO GENERAL PARA EL MEJORAMIENTO

GENETICO DE LAS CEPAS DE P. ostreatus.

Cepas dicariotas silvestres
altamente productoras

l

Produccion de mutantes aceluloliticas de
los componentes monocariotico

A

1° Etapa de produccion de hibridos mejorados por
apareamiento con monocariotes silvestres
vigorosos

L
Obtencion de progenie y recuperacion de
monocariotes aceluloliticos
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2° y subsecuentes etapas de produccion de
hibridos mejorados por apareamiento con
monocariotes silvestres vigorosos

Método cuantitativo para
seleccion de cepas
aceluloliticas

L

Coleccion de cepas
con capacidad acelulolitica
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5. CONCLUSIONES

A lo largo del presente trabajo se plantearon varias metodologias encaminadas a evaluar
cuantitativamente la habilidad de las cepas para degradar celulosa. Con bases en los resultados

obtenidos se pueden establecer las siguientes conclusiones:

1) En la deteccion de halos celuloliticos en placas de agar con celulosa tefiida las cepas silvestres
{8x3, IAP y PI8) no presentaron halos, mientras que solo se observaron halos claros al
emplear enzima celuloliticas de 4. niger, cuya dimension dependia de la concentracion de
enzima, del tiempo de incubacion y de la concentracion de celulosa. Se observé que a
concentraciones de 1% de celulosa 6 superiores se inhibe marcadamente la degradacion de la

misma.

2) Al evaluar la actividad cetulolitica mediante la liberacion de color en un medio liguido con
celulosa tefiida, las cepas silvestres (8x3, 1AP y PIB) presentaron muy bajos consumos (2 a
2.6%)

3) Al determinar el consumo de celulosa empleando medios solidos, la cepa PI8 consumio 60.4
y 90.6% de la celulosa inicial al emplear estos medios con peliculas de celofan, mientras que
con peliculas de polipropileno se registrd 12 y 37% respectivamente. La produccién de
biomasa y el crecimiento micelial fueron mayores con peliculas de polipropileno. No obstante
que esta técnica permite cuantificar la capacidad celulolitica, se presentan ciertas dificultades

1écnicas que limitan seriamente su uso como método estandar.

4y De acuerdo con los reportes en la literatura que indican que la composicion del medio influye
sobre la produccion de celulasas, se propuso la optimizacion del medio para las diferentes
cepas probadas. Se encontrd asi un medio tipo C (-) y un medio tipo C (+) que al evaluar su
efecto sobre las cepas por medio de un andlisis de varianza este indicd que no habia
diferencia significativa en la produccion de celulasa entre los medios empleados vy las

diferentes cepas.
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6)

68

Por otro lado en la produccion de azicares por las cepas, el analisis de varianza indicé, entre
éstas diferentes altamente significativa. Al realizar las pruebas de rango multiple segiin Tukey
las cepas fueron agrupadas en tres categorias (a, by ¢). Proponiéndose los siguientes criterios
de clasificacion:

e Las cepas agrupadas en (a) presentan niveles de produccion de azacares reductores bajos
(0.4-0.8 mg/ml) se consideran de baja actividad celulolitica. En este grupo se encuentran
Jas cepas S6ITINT, PM4, PM301 P404 y P407.

o Las cepas agupadas en {(b) presentan niveles de produccion de azicares reductores de 0.8-
1.6 mg/ml se consideran de actividad celulolitica intermedia. Se incluyen las cepas
PM204 y Mo. 36

+ las cepas agrupadas en (c) presentan niveles de produccion de azicares reductores altos
(1.6-3.0 mg/ml) se consideran de alta actividad celulolitica. En este grupo se encuentra

ta cepa P403

Los criterios anteriores pueden servir como herramienta para planear la obtencion de hibridos
mejorados. Estos deberan ser, no obstante, cultivados en substratos lignocelulosicos para

evaluar los cambios en su composicion.
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RECOMENDACIONES B s ™ M
SMIR Cf 1!

Debido a que la degradacion de la celulosa y de la lignina son procesos simultaneos en los
hongos de pudricion blanca, se recomienda determinar la capacidad de los mutantes para
degradar lignina empleando un medio con agar y tignina kraft, Esto permitir evaluar la

capacidad real de estas cepas.

Se recomienda evaluar la capacidad de las cepas con capacidad reducida, en substratos

lignocelulésicos para cuantificar cambios en la composicion

Para evaluar la capacidad celulolitica de ofros organismos, es importante considerar que
los sistemas celuloliticos varian de una especie a otra segin reportes de Garzillo, (1992, 1994) y
Kerem (1992) por lo que es recomendable evaluar diferentes fuentes de carbono, de nitrégeno

(1anto organico como inorganico) y otros surfactantes.
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