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1 RESUMEN.

Los residuos de forraje de sorgo, maiz y avena son susceptibles de
emplearse en la produccion de enzimas lingnoceluldésicas vy, en
consecuencia, pueden ser Utiles para su uso como alimentacién para
ganado. En este proyecto se presenta el estudio de la cinética enzimatica del
hongo P. Ostreatus en fermentacion en estado solido.

En este trabajo se presenta el estudio de la cinética enzimatica de P.
Ostreatus en fermentacién en medio sélido, como respuesta del efecto del

mismo en el sustrato.

Se utilizo los residuos de forraje para la siembra del hongo P. Ostreatus; se
determino la actividad enzimética por medio del extracto enzimatico por el
meétodo propuesto por Miller, siendo el forraje de avena el de mayor
produccion de enzimas con 841 U/ml para la actividad Xilanasa. Se
determino también el contenido de proteina del forraje y la produccion de
biomasa en el mismo, siendo el forraje de sorgo el medio Optimo para estos
dos ultimos parametros obteniendo un contenido de proteina del 4.6 % y un

aumento de biomasa de 57.84 g.

Palabras claves: P. Ostreatus, residuos de forraje, actividad enzimatica.

Correo electronico: Diana Sarahi Reyes Gaytan dina_sarahirg@hotmail.com
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2 INTRODUCCION

Los hongos se distribuyen ampliamente por todo el mundo, existen
aproximadamente 10,000 especies de las cuales solo el 10% son
comestibles, Pleurotus es una de ellas. Dentro de este género se distingue la
especie P. ostreatus de origen hdngaro, también llamada Seta, Orellana,
girgola, seta de ostra, seta de chopo, entre otros.

En México, el cultivo de hongos comestibles inici6 en el afio de 1933.
Esto convirti6 al pais en el tercer lugar de América, donde se emprendia
dicho cultivo. Actualmente, la produccion comercial de hongos comestibles
en México ofrece notables ventajas sociales, econdmicas y ecologicas. Se
estima que la produccion comercial en fresco es de aproximadamente 47,468

toneladas anuales. (Martinez-Carrera, 2002; Martinez-Carrera et al., 2006).

Pleurotus Ostreatus es un hongo degradador de materia organica que
se alimenta principalmente de lignina y celulosa, azucares que se encuentran
disponibles en la materia muerta, por ejemplo la paja de maiz, cafia, trigo,

cebada, etc.

Por lo tanto tiene la capacidad de secretar enzimas celuloliticas y lignoliticas
las cuales son proteinas especializadas capaces de acelerar la velocidad de
una reaccidn quimica, promoviendo asi la transformacion de diferentes

moléculas en productos especificos.

Rodriguez, G. (2007), menciona que el micelio debe tener a su disposicion la
fuente de carbono que constituye la base nutricional. Todos los hongos
necesitan este tipo de fuente dado que estan desprovistos de clorofila, y no
pueden realzar la fotosintesis. Por ese motivo pueden vivir y prosperar sobre

materia organica muerta.



La biomasa lignocelulésica comprende un amplio grupo de materiales,
generalmente asociados a los residuos de procesos productivos de los
sectores agricola, forestal e industrial (Rangel, 2012); pudiendo ser estos
utilizados para el cultivo de P. Ostreatus con doble propésito alimentacion
humana y animal.



3 OBJETIVOS

3.1 General

Evaluar la cinéticamente la produccion enzimética del hongo Pleurotus
Ostreatus cultivado en tres sustratos diferentes (residuos de forraje de sorgo,

maiz y avena).

3.2 Especificos

e Evaluacion cinética de la produccion de biomasa.

e Determinar la cantidad de proteina producida por el hongo pleurotus a
diferentes tiempos.

e Evaluar la eficiencia de los sustratos (residuos de forraje de sorgo,

maiz y avena) para el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus.

4 JUSTIFICACION

En los dltimos afos la cria de animales se ha visto afectada por los
costos de los alimentos concentrados, principalmente en aquellas unidades
de produccion que emplean pastos como fuente principal de alimento para
sus rebafios. Esta situacion estad asociada fundamentalmente a la irregular
distribucion de las lluvias a lo largo del afio. (Ferrer y col., 1994). Es por esto

la necesidad de buscar alternativas para mejorar la calidad del forraje.

El sistema enzimético lignolitico y celulolitico del hongo Pleurotus

Ostreatus se involucra de manera significativa en la degradacion de diversas



estructuras quimicas (carbohidratos) presentes en el forraje haciendo posible

el aprovechamiento del mismo como alimento de ganado.

El presente proyecto se realiz6 con el interés de evaluar la cinética
enziméatica del hongo Pleurotus Ostreatus en diferentes residuos forrajes
(avena, sorgo y maiz); con la finalidad de conocer el comportamiento del
hongo sobre el sustrato y conocer la disponibilidad de nutrientes en el

mismo.

5 HIPOTESIS

Es posible determinar la actividad enzimatica del hongo Pleurotus
Ostreatus debido a sus propiedades lignoceluloliticas en al menos uno de los

tres sustratos por medio de fermentacion en estado solido.



6 REVISION DE LITERATURA

6.1 Generalidades de hongo Pleurotus Ostreatus.

Los hongos se distribuyen ampliamente por todo el mundo, existen
aproximadamente 10,000 especies de las cuales solo el 10% son
comestibles, Pleurotus es una de ellas. Dentro de este género se distingue la
especie P. ostreatus de origen hdangaro, también llamada Seta, Orellana,

girgola, seta de ostra, seta de chopo, entre otros.

Gaitan, R., y otros autores. (2006), Mencionan que en México muchas
especies de hongos han sido reportadas como comestibles y algunas de
ellas se consumen desde tiempos prehispanicos, conocidos entre los aztecas
como NANACATL, vocablo que significa «carne». Por su parte México es
pionero en el cultivo de setas en América Latina ya que dicha actividad inici6
en los afios 70, desde entonces el interés por su propagacion y consumo ha

ido en aumento.

Segun Loépez, E. (2002), manifiesta que Pleurotus ostreatus se
encuentra en la lista de 37 especies de hongos descritas, utilizadas en la
medicina tradicional de Mesoamérica y México. Existen reportes antiguos
donde se reporta a los Pleurotus como hongos cuyas propiedades pueden
utilizarse para disipar los enfriamientos, relajar los tendones y las venas, su
parte util son los cuerpos fructiferos, los cuales tienen un sabor dulzén y

suave textura.

En los comienzos de la década de los 80°s, el champifion
representaba mas del 70% de la oferta mundial. Solamente el 2,8% de dicha
produccion correspondia a Pleurotus ostreatus (setas) y el 14,3% a Shiitake.
En tanto, las proyecciones actuales sitian a la produccion de setas en
segundo lugar, representando el 20% de la produccion mundial de hongos
comestibles. Rodriguez, G. (2007).



6.1.1 Clasificacién taxondmica del hongo Pleurotus Ostreatus.

Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Clase: Homobasidiomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Pleurotaceae
Geénero: Pleurotus
Especie: P. ostreatus
Nombre binomial: Pleurotus ostreatus
Champ. Jura. Vosg. 1: 112, 1872

6.1.2 Caracteristicas morfologicas del hongo Pleurotus Ostreatus.

Sombrero: Entre 5 y 15 cm., aunque en ocasiones alcanza
dimensiones mucho mayores dependiendo de la edad del hongo, con forma
de ostra. De color muy variable, desde gris claro hasta marrén oscuro,
pasando por todas tonalidades intermedias, a veces con reflejos azulados,
tomando una coloracion mas amarillenta con el tiempo. Margen delgado y

enrollado del mismo color que el sombrero.

El sombrerillo de esta seta es redondeado, con la superficie lisa,

abombada y convexa cuando es joven, aplanandose luego poco a poco.

Laminas: Laminas blancas a cremas cuando los ejemplares son

maduros. Apretadas y desiguales, con lamélulas. Muy decurrentes.

Las laminillas estan dispuestas radialmente como las varillas de un
paraguas, que van desde el pie o tallo que lo sostiene, hasta el borde. Son

anchas, espaciadas unas de otras, blancas o crema.

Pie: Muy corto, a veces ausente, insertdndose entonces el sombrero

directamente en el sustrato.



El pie suele ser corto, algo lateral u oblicuo, ligeramente duro, blanco,
con el principio de las laminillas en la parte de arriba y algo peloso en la
base. Pueden crecer de forma aislada sobre una superficie horizontal o en
grupo formando repisas laterales superpuestas sobre un costado de los
arboles. La carne de la seta es blanca, de olor algo fuerte, tierna al principio y

después correosa.

Carne: Blanca. Olor y sabor fungicos y agradables. Correosa en el pie,

y en el sombrero cuando los ejemplares son viejos.
Esporada: Blanca cremosa.

Esporas: De blancas a cremosas, cilindricas de 8-11 x 3-4/um.,

hialinas y lisas.
Basidios: Tetrasporicos, claviformes y largos.

6.1.3 Caracteristicas fisiolégicas del hongo Pleurotus Ostreatus.

Pleurotus ostreatus es un hongo degradador de materia organica que
se alimenta principalmente de lignina y celulosa. La lignina y la celulosa son
azucares que se encuentran disponibles en la materia muerta, por ejemplo la

paja, rastrojo de maiz, cafia, trigo, cebada, etc.

En cambio Rodriguez, G. (2007), menciona que el micelio debe tener
a su disposicion la fuente de carbono que constituye la base nutricional.
Todos los hongos necesitan este tipo de fuente dado que estan desprovistos
de clorofila, y no pueden realzar la fotosintesis. Por ese motivo pueden vivir y

prosperar sobre materia organica muerta.



6.1.4 Pleurotus ostreatus: usos y utilizacion del hongo y compost.

Sanchez, J. y Royse, D. (2001), indican que un gran numero de
hongos comestibles tiene la habilidad de colonizar el rastrojo, degradar y
utiliza la lignina, ademas de la hemicelulosa y la celulosa. Estos tipos de
hongos son capaces de utilizar el desecho de las planas en su forma original
sin que hayan sido sujetas a algin proceso de degradacion bioquimica o
microbioldgica. Entre los agentes de descomposicion primaria mas efectivos
existen hongos comestibles como las especies Pleurotus. Después de
cultivar y cosechar los hongos, la relacién carbono-nitrégeno del sustrato es
disminuida y puede ser utilizado como abono para el suelo.

Por su parte Safiudo, B. y otros autores, (2003), mencionan que al
final de la produccion comercial, el compost no esta totalmente degradado,
por lo que es interesante la posibilidad de reciclarlo, como enriquecimiento
de nutrientes principalmente nitrogenados, una fermentacion corta y nueva
pasteurizacion; antes de emplearlo como abono organico para plantas

cultivadas.

El cultivo de los hongos del género Pleurotus spp., tiene un gran
atractivo debido principalmente a que producen proteinas de alta calidad
sobre un sustrato que consiste en materiales de desecho de caracter
lignoceluldsico, materiales producidos en gran cantidad en la actividad
agricola. A pesar de que la calidad de las proteinas de los hongos no es tan
alta como la proteina animal, se considera que la produccion de ésta es mas

eficiente en términos de costos, espacio y tiempo.

El sustrato que queda después de la cosecha del hongo llamado
compost agotado, puede ser usado como sustrato para hongos de otros

géneros, o como forraje para ganado.



En cuanto al potencial como forraje que pueda tener un sustrato usado
en cultivos de hongos del género Pleurotus spp., se ha encontrado que el
mejoramiento de la digestibilidad depende de la especie del hongo, del
sustrato utilizado y de las condiciones del cultivo (12,13).

Con respecto a los efectos benéficos medicinales de P. ostreatus es
conocida su actividad anticancerigena, efectos inmunomodulatorios,
antivirales, antibiéticos, antiinflamatorios y disminucion en los niveles de

colesterol.

6.2 Sustratos

6.2.1 Residuos de Forraje.

Los principales cultivos, especialmente los cereales, producen
grandes cantidades de tallos y de hojas, ademas del producto principal, que
por lo general es el grano. La paja constituye casi siempre la mitad de la
vegetacion que se puede cosechar de un cultivo. Tales materiales ordinarios
no pueden ser consumidos por el ser humano, pero el ganado los puede

transformar en productos con valor economico. (J.M. Suttie., 2003)

Los cereales son el alimento humano mas importante y, como grupo,
constituyen las especies mas difundidas. Muchos cereales son ademas
cultivados como forrajes o, por lo menos, usados como tales cuando las
condiciones del mercado los favorecen. La paja y los tallos gruesos son
importantes fuentes de alimento para el ganado, sobre todo para los
rumiantes mayores, y los restos de la cosecha a menudo son pastoreados.
(J.M. Suttie., 2003).
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6.2.2 Forraje de sorgo

El sorgo es una planta originaria de la India y uno de los principales
cultivos de México. La produccion se utiliza practicamente en su totalidad
para el consumo animal. Las denominaciones “sorgo forrajero” y “sorgo
grano” provocan algunas confusiones, debido a que se trata de la misma
planta y el sorgo grano esta también considerado como un producto
forrajero. La diferencia es que cuando se habla de sorgo forrajero, se refiere
a la utilizacion de toda la planta, ya sea verde o seca, y no sélo del grano. El
sorgo forrajero puede achicalarse, ensilarse o henificarse; siempre para
consumo animal. (SAGARPA, 2014).

El sorgo pertenece a la familia de las gramineas. Tiene cafas de dos
a tres metros de altura, llenas de un tejido blanco y algo dulce, vellosas en
los nudos. Tiene hojas lampifias, asperas en los bordes. Las flores aparecen
en una panoja floja, grande y derecha; o bien espesa, arracimada y colgante.
La planta se adapta bien en zonas aridas o semiaridas con calor.
(SAGARPA, 2014).

Su valor nutritivo varia con la época de corte, fertilidad del suelo y la
variedad; al igual que todas las forrajeras, sus tallos y hojas pierden valor
nutritivo con la edad, siendo su contenido de proteina relativamente alto
cuando son jovenes. (FONAIAP, 1983).

El rastrojo de sorgo constituye una excelente fuente de fibra (8 a 10
toneladas de forraje por hectarea), disponible en un momento “clave” en el

manejo de pasturas y animales. (Mieres et al. 2011).

6.2.3 Forraje de Avena

Las avenas cultivadas tienen su origen en Asia Central, la historia de

su cultivo es mas bien desconocida, aunque parece confirmarse que este
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cereal no lleg6 a tener importancia en épocas tan tempranas como el trigo o
la cebada, ya que antes de ser cultivada la avena fue una mala hierba de
estos cereales. Los primeros restos arqueoldgicos se hallaron en Egipto, y se
supone que eran semillas de malas hierbas, ya que no existen evidencias de
gue la avena fuese cultivada por los antiguos egipcios. Los restos mas
antiguos encontrados de cultivos de avena se localizan en Europa Central, y
estan datadas de la Edad del Bronce. (inforagro.com).

La avena es una planta herbacea anual, perteneciente a la familia de
las gramineas. Tiene raices mas abundantes y profundas que las de otros
cereales, lo que le permite absorber mejor los nutrientes del suelo y por ello
requiere menos fertilizantes. Sus tallos son gruesos y rectos. Pueden medir
medio metro y hasta un metro. Estan formados de varios entrenudos que
terminan en gruesos nudos, la parte donde nacen las hojas. Estas son
planas y alargadas. Su borde libre es dentado, el limbo es estrecho y largo,
de color verde oscuro, aspero al tacto y en la base lleva numerosos pelos.
Los nervios de la hoja son paralelos y muy marcados. La avena es una
planta de climas frios, muy sensible a las altas temperaturas sobre todo
durante la floracion y la formacion del grano. Exige mucha agua para su
desarrollo porque presenta gran transpiracion. De todos los cereales de
invierno, es de los que mas agua necesita, por eso se adapta mejor a los
climas frescos y humedos. Es poco exigente en suelos, pues se adapta a
terrenos muy diversos. Prefiere los profundos y arcillo-arenosos, ricos en cal
pero sin exceso, y que retengan la humedad. La avena esta mas adaptada
gue los demas cereales a los suelos acidos, por tanto suele sembrarse en

tierras ricas en materias organicas. (SIAP, 2014).

Se emplea principalmente en la alimentacion del ganado, como planta
forrajera, en pastoreo, como heno o ensilado; la avena forrajera se usa sola o
en combinacion con leguminosas forrajeras. La paja de avena esta

considerada como un muy buen alimento para el ganado. Este grano es un
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magnifico forraje en particular para caballos y mulas, asi como para el

ganado vacuno y ovino. (SIAP, 2014).

6.2.4 Forraje de maiz

El maiz es el cultivo mas importante de México. Ademas de su
presencia diaria en la mesa de las familias mexicanas, la planta es también
un excelente forraje para el ganado, especialmente para las vacas lecheras y
los animales de tiro. Se aprovecha como alimento ganadero en varias etapas
del crecimiento de la planta, principalmente a partir del momento en que

aparece la panoja.

La planta del maiz es de aspecto robusto. Recuerda al de una cafia.
Tiene un solo tallo de gran longitud, sin ramificaciones, que puede alcanzar
hasta cuatro metros de altura, es decir, poco mas de la altura de dos
hombres. Al hacerle un corte presenta una médula esponjosa. La planta tiene
flores tanto masculinas como femeninas. La inflorescencia masculina es un
espigon o penacho amarillo que puede almacenar de veinte a 25 millones de
granos de polen. La femenina tiene menos granos de polen, mil como
maximo, y se forman en unas estructuras vegetativas denominadas
espadices. Las hojas son largas y extensas, con terminaciéon en forma de
lanza, o lanceoladas, de extremos cortantes y con vellosidades en la parte
superior. Sus raices son fasciculadas; es decir, todas presentan mas o
menos el mismo grosor, y su misidon es aportar un perfecto anclaje a la
planta. En algunos casos pueden verse los nudos de las raices a nivel del

suelo.

Como se destinard para consumo animal, la cosecha del maiz
forrajero incluye toda la planta. Se utiliza el tallo, las hojas y las otras partes.
Puede cosecharse verde o deshidratarse para venderse seco y en pacas;
también puede ensilarse, que significa guardar en silos para que se

fermente. El ensilaje, que puede efectuarse aproximadamente tres meses
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después de la siembra, aumenta su nivel nutritivo en cuanto a valor
energético, proteinas y sales minerales. Finalmente, también se hace maiz
molido al que se agregan nutrientes para la alimentacion integral de los
animales. (SAGARPA, 2014).

6.3 Enzimas responsables de la degradacion del material vegetal

6.3.1 Importancia de las enzimas

Las enzimas son proteinas especializadas capaces de acelerar la velocidad
de una reaccién quimica, promoviendo asi la transformacién de diferentes
moléculas en productos especificos. La alta especificidad con la que se
llevan a cabo dichas transformaciones, el volumen reducido de desechos que
generan dichos procesos y las condiciones poco agresivas en las que se
operan, han permitido que estos biocatalizadores se posicionen como
elementos preponderantes en diversos sectores industriales. En efecto, se
considera que en aquellos sectores industriales en donde esta involucrada al
menos una reaccidon quimica, existe la posibilidad de integrar una enzima al

proceso de transformacion

En la actualidad, el uso de enzimas a escala industrial es una realidad,
y considerando la velocidad del avance cientifico y tecnoldgico en el area de
la biotecnologia, es de esperarse que el nimero de procesos biocataliticos
se incremente de manera acelerada en las proximas décadas. (Castillo y
Rodriguez, 2014).

La degradacion de los componentes de las paredes vegetales es un
proceso complejo que involucra la accién sinergista de un gran numero de
enzimas extracelulares. En los hongos filamentosos, estas proteinas son
indispensables para la obtencidbn de energia y nutrientes por estos
microorganismos. Muchas de estas enzimas han recibido una atencion

especial debido a su uso potencial en diferentes procesos industriales. A
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continuacién se presenta informacion relativa a las principales enzimas

lignoceluloliticas producidas por hongos.

6.3.2 Celulasas

La hidrdlisis completa de la celulosa nativa requiere la accion conjunta
de multiples enzimas con distintas especificidades de sustrato. Las tres
enzimas mas importantes son: endocelulasas, exo-Celulasas y -
Glucosidasas. En el caso de hongos, éstos producen los tres tipos de
enzimas (Harris y Smith, 2006).

6.3.2.1 Las endocelulasas

Son las celulasas mas ampliamente encontradas, hidrolizan la
celulosa amorfa (celulosa pretratada con éacido fosforico concentrado) o
derivados solubles tales como la carboximetilcelulosa (CMC) (Coughlan y
Ljungdahl, 1998). Las endocelulasas también reciben el nombre de endo-
1,4-glucanasas, 1,4 B-D glucan 4-glucanohidrolasas y CM-celulasas. Se
inhiben fuertemente por la presencia de celobiosa (Massadeh y col., 2001).
Las endoglucanasas también juegan un papel importante en el incremento
de rendimiento de jugo de frutas, filtracion de cerveza, extracciones con
aceite, en la mejora de la calidad nutricional de productos de panaderia y

alimento para ganado (Kaur y col., 2007).

6.3.2.2 Las exoglucanasas

Son componentes cruciales de la degradacion de celulosa cristalina.
Estas enzimas son inactivas en CMC, pero hidrolizan la celulosa amorfa al
atacar los residuos de celobiosa, con inversion de la configuracién anomérica
de las terminaciones no reductoras de la cadena de celulosa (Kaur y col.,
2007). La accibn de estas enzimas en celulosa cristalina es

significativamente  amplificada (sinergismo) por la presencia de
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endoglucanasas. Las exoglucanasas son también conocidas como
exocelulasas, 1,4-B-glucanasas, celobiohidrolasas y exocelobiohidrolasas. La
actividad exoglucanasa no es facilmente cuantificada, pero su presencia en
una mezcla de enzimas celuloliticas es a menudo correlacionada con el
poder de sacarificacién de celulosa mas o menos cristalina como el avicel
(actividad de avicelasa) o de papel filtro (actividad con papel filtro) (Massadeh
y col., 2001).

6.3.2.3 Las B-Glucosidasas

Son consideradas elementos que componen los sistemas celuloliticos,
hidrolizan la celobiosa a glucosa (Massadeh y col., 2001). Estas enzimas son
detectadas empleando como substrato al p-nitrofenol-glucésido y esta
actividad es denominada aril-B-Glucosidasa. Las B-Glucosidadas son poco
especificas y algunas pueden ser activas contra varios [-glucosido
(Woodward y Wiseman, 1982).

En general, las celulasas son proteinas bimodulares con un dominio grande
catalitico y uno pequefio de union al sustrato ligado por una secuencia

proteica altamente glicosilada rica en prolina y serina.

6.3.3 Xilanasas

La hemicelulosa se encuentra asociada a la celulosa y lignina y llega a
representar hasta el 35% del peso seco de las plantas superiores. La
diversidad de azucares en las hemicelulosas depende de la planta de
procedencia. Por lo regular, las hemicelulosas se clasifican de acuerdo al
azucar residual principal en el esqueleto del polimero. El xilano es la
hemicelulosa mas abundante, est4 presente en los cereales y maderas

blandas y duras (Aro y col., 2005).
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No obstante su complejidad, la degradacion enzimatica del xilano est4
bien descrita y su biodegradacion es efectuada por un conjunto complejo de
enzimas llamadas genéricamente xilanasas, las cuales son producidas por

hongos y bacterias.

Por otro lado, junto con otras enzimas hemicelulasas, las xilanasas
permiten la obtencion de oligosacéaridos de xilano provenientes de desechos
agricolas (sacarificacion de biomasa lignocelulésica) para su uso como
aditivos alimenticios y edulcorantes. Ademas, empleadas junto con celulasas,
son utiles para la modificacion de masas en panaderia y para el
mejoramiento de las dietas de aves y rumiantes, puesto que la hidrdlisis
enzimatica de los arabinoxilanos (en forrajes y cereales) aumenta la

digestibilidad de las materias primas de la dieta (Topakas y col., 2003).

Los hongos filamentosos son productores interesantes de estas
enzimas desde un punto de vista industrial, debido al hecho de que pueden
excretar xilanasas al medio. A escala industrial, las xilanasas se producen
por Aspergillus y Trichoderma spp. en fermentacion solida (Solorzano y
Pereira, 2002).
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Preparacion del sustrato y FES del hongo Pleurotus Ostreatus.

Se trabajo con pellets (semilla de sorgo) inoculado con micelio del
hongo Pleurotus Ostreatus conservados en refrigeracion a 4 °C hasta su uso,
proporcionados por el departamento de fitomejoramiento de la universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro.

Se empleo como sustrato soélido residuos de forraje de sorgo maiz y
avena, se trabajé con 100 g colocados en mallas tubulares de polietileno
identificadas por colores amarilla(avena), blanca(sorgo) y azul(maiz) para su
posterior esterilizacion en un recipiente de aluminio a punto de ebullicion por
30 min.

Una vez esterilizado el sustrato se procedio a realizar la siembra e
iniciar con la fermentacion en estado solido. Se realizé por triplicado en
bolsas de polietileno transparentes para evitar la contaminaciéon del medio,
se coloco el sustrato dentro de la bolsa y se le agregaron los pellets del
hongo Pleurotus Ostreatus, se cerraron las bolsas y se identificaron; después
se procedio a colocarlas en un cuarto colgadas hasta su muestreo. La
siembra se realizo bajo condiciones ambientales no controladas (temperatura

ambiente).El muestreo se realiz6 cada 5 dias durante 40 dias.

7.2 Extracto enzimatico

Se extrajo el extracto enzimatico en 500 ml de solucién buffer de
acetatos al 0.1M a un pH de 5.6 por medio de agitacion manual, para
posteriormente filtrarla con tela muselina. Se congelo a -20°C en un

congelador marca TORREY a hasta su analisis.
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7.3 Contenido de azucares reductores en extracto enzimatico.

El contenido de azucares reductores contenidas en los extractos por el
método colorimétrico de DNS propuesto por Miller, se basa en la reduccion
del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), por la glucosa u otro azucar reductor, al
acido 3-amino-5-nitrosalicilico (Chapilin, 1986), cuya presencia puede
detectarse por lectura de la absorbancia en la zona de 540-570 nm, esto se
llevé a cabo mediante mesclas de reaccién teniendo en cuenta las
cantidades adecuadas por tubos de ensaye que siendo después de las
mezclas de reaccion se les afiade las cantidades de DNS y se somete a un
punto de ebullicion posteriormente a bafio de hielo, los intervalos de tiempo
son de 5 min para después leer a 540 nm en espectrofotdmetro (UV/VIS
Velab).

Esta técnica se aplico para la determinacion de la actividad de las
enzimas Xilanasa y Celulasa (endo-glucanasa, exo-glucanasa y -

glucosidasa).

7.3.1 Determinacion de actividad Xilanasa en extracto enzimatico.

La actividad xilanasa es la responsable de la degradacién de los

xilanos contenidos en la molécula de hemicelulosa (Ghose and Bisaria 1987).

En un tubo de ensaye colocar 700 pL de Xilano de abedul al 1% como
sustrato mas 300 pL de extracto enzimatico; cada tubo se coloca en bafio
maria a 50°C durante 5 minutos y se detiene la reaccion mediante bafio de
hielo durante 5 minutos. A cada tubo se le miden azucares reductores. Cada
una de las determinaciones debe hacerse por triplicado o de acuerdo a las

muestras que se tengan. Los tubos pueden ser incubados simultaneamente.

Se preparo un blanco de sustrato en un tubo de ensaye con 300 uL de

buffer de acetatos 0.05 M a pH 5.6 mas 700 pL de sustrato; y en blanco de
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enzima con 700 pL de buffer de acetatos 0.5 M pH 5.6 mas 300 pL de
extracto enzimatico, se trataron de la misma manera que la mezcla de

reaccion; estos datos se utilizaron para calcular la absorbancia total.

7.3.2 Determinacion de actividad Celulasa en extracto enzimaético.

Para realizar la deteccibn d la accién responsable de la de-
polimerizacién de la celulosa es necesario determinar tres actividades

enzimaticas, las cuales son: endo-glucanasa, exo-glucanasa y B-glucosidasa.

Determinacion de la actividad endo-glucanasa

En este caso se detecta la actividad de las enzimas responsables de
la hidrdlisis de los enlaces (3-1,4 localizados en las regiones internas de la
molécula de celulosa, contribuyendo a la disminucion del grado de

polimerizacion.

En un tubo de ensaye colocar 200 uL de corboximetil celulosa a 1000
ppm como sustrato mas 100 pL de extracto enzimatico; cada tubo se coloca
en bafio maria a 50°C durante 10 minutos y se detiene la reaccion mediante
ebullicion en bafio maria durante 5 minutos. A cada tubo se le miden
azlcares reductores. Cada determinacion se debe realizar por triplicado o de
acuerdo a las muestras que se tengan. Los tubos pueden ser incubados

simultaneamente.

Se preparo un blanco de sustrato en un tubo de ensaye con 100 pL de
buffer de acetatos 0.1 M a pH 4.8 mas 200 pL de sustrato; y en blanco de
enzima con 200 pL de buffer de acetatos a pH 4.8 mas 100 pL de extracto
enzimatico, se trataron de la misma manera que la mezcla de reaccion; estos

datos se utilizaron para calcular la absorbancia total.
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7.3.2.1 Determinacién de la actividad Exo-glucanasa.

En este caso se detecta la actividad de las enzimas responsables de
la hidrdlisis de los enlaces [-1,4 localizados en las regiones externas de la
molécula de celulosa, contribuyendo a la disminucién del grado de

polimerizacién.

En un tubo de ensaye se coloca 1000 pL de buffer de Citratos 0.1 M a
pH 4.8 y se coloca una tira de papel filtro Whatman #1 de 1 x 6 cm como
sustrato, se adicionan 100 pL de extracto enzimatico. Cada tubo se coloca en
bafio maria a 50°C durante 60 minutos y se detiene la reaccién mediante
ebullicibn en bafio maria durante 5 minutos. A cada tubo se le miden
azucares reductores. Cada determinacion se debe realizar por triplicado o de
acuerdo a las muestras que se tengan. Los tubos pueden ser incubados

simultdneamente.

Se preparo un blanco de sustrato en un tubo de ensaye con 1000 pL
de buffer de citratos 0.1 M a pH 4.8 mas una tira de papel filtro como
sustrato; y en blanco de enzima con 1000 pL de buffer de citratos 0.1 M a pH
4.8 mas 100 pL de extracto enzimatico, se trataron de la misma manera que
la mezcla de reaccion; estos datos se utilizaron para calcular la absorbancia

total.

7.3.2.2 Determinacion de la actividad B-glucosidasa.

En este caso se detecta la actividad de las enzimas responsables de
la hidrolisis de los enlaces -1,4 localizados en la celobiosa liberada por
efecto de la accion de la exoglucanasa. La hidrdlisis de la celobiosa libera

glucosa como producto para finalizar la hidrolisis de la celulosa.

En un tubo de ensaye se colocan 800 pL de buffer de acetatos 0.2 M

se agrega 100 pL de p-NPG (4-nitrofenil-B-D-acido glucurénico) 9.0 mM
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como sustrato, a la mezcla se adicionan 100 pL de extracto enzimatico. Cada
tubo se coloca a bafio maria a 50°C durante 10 minutos y se detiene la
reaccion agregando Na,C0; 0.1 M. A cada tubo se le miden azlcares
reductores. Cada determinacion se debe realizar por triplicado o de acuerdo
a las muestras que se tengan. Los tubos pueden ser incubados

simultdneamente.

Se preparo un blanco de sustrato en un tubo de ensaye con 900 uL de
buffer de acetatos 0.2 M a pH 4.8 mas 100 pL de sustrato; y en blanco de
enzima con 900 uL de buffer de acetatos 0.2 M a pH 4.8 mas 100 pL de
extracto enzimatico, se trataron de la misma manera que la mezcla de

reaccion; estos datos se utilizaron para calcular la absorbancia total.

7.4 Contenido de proteina por el método de Microkjeldahl.

Las proteinas poseen una estructura quimica central que consiste en
una cadena lineal de aminoéacidos plegada de forma que muestra una
estructura tridimensional, esto les permite a las proteinas realizar sus

funciones.

La composicion de las proteinas consta de carbono, hidrégeno,

nitrdgeno y oxigeno ademas de otros elementos como azufre, hierro, fésforo

y cinc. (proteinas.org.es).

7.4.1 Preparacion de la muestra (materia seca parcial).

Una de las bolsas de la siembra se asigno para esta determinacion
después de su muestreo se seco en una estufa FELISA a 70°C por 48 hrs,
para posteriormente moler en un molino Thomas Modelo 4 Wiley® con maya
1 mm; después se tamizé en maya 0.707 mm se almacend en bolsas de

plastico identificadas hasta su determinacion.
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7.4.2 Fundamento del método de Microkjeldahl.

El método se basa en la destruccion de la materia organica con acido
sulfarico concentrado, formandose sulfato de amonio que en exceso de
hidréxido de sodio libera amoniaco, el que se destila recibiéndolo en acido
sulfarico donde se forma sulfato de amonio y el exceso de acido es valorado
con hidréxido de sodio en presencia de rojo de metilo. Cada determinacién
se realizé por duplicado por muestreo en intervalos de 5 dias hasta los 40
dias de crecimiento micelial del hongo P. Ostreatus.

7.5 Determinaciéon de produccién de biomasa.

La determinacion de la biomasa es una de las variables mas importantes de
un bioproceso, ya que su determinacion nos lleva a la comprension de la
eficiencia del mismo. Se trata de una variable clave para establecer las tasas
de produccion, de consumo de nutrientes y el calculo de los balances de

masa de cualquier proceso bioldgico. (Arnaiz y col., 2000).

7.5.1 Preparacion de la muestra.

Una de las bolsas de la siembra se asigno para esta determinacion después
de su muestreo se seco en una estufa FELISA a 70°C por 48 hrs, para
posteriormente moler en un molino Thomas Modelo 4 Wiley® con maya 1
mm; después se tamizé en maya 0.707 mm se almacend en bolsas de

plastico identificadas hasta su determinacion.

7.5.2 Determinacién de biomasa.

La determinacion se llevo a cabo por diferencia de peso en base al peso
inicial de la muestra con diferencia del peso de la muestra seca después del
crecimiento micelial del hongo P. Ostreatus considerando el porcentaje de

materia seca del sustrato y la materia seca de la semilla del hongo. Cada
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determinacién se realizd por duplicado por muestreo en intervalos de 5 dias

hasta los 40 dias de crecimiento micelial del hongo P. Ostreatus.

7.6 Disefio del experimento para la determinacion de proteina.
Las variables de proteina fueron evaluadas mediante un disefio

completamente al azar mediante el modelo ANOVA-disefio lineal utilizando el
paquete estadistico MiniTab versiéon 17.3.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION.

8.1 Actividad enzimatica del hongo P. Ostreatus.

Actividad endo-glucanasa de P. Ostreatus en sustrato de avena.

En la figura 1 se muestra la actividad enzimatica de endo-glucanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de avena durante 40 dias. Se puede observar que los valores maximos de
actividad enzimatica son de 52 U/ml a los 20 dias, y su valor minimo fue de
11 U/ml a los 30 dias

50 -

40 -

20 A

10 A

Endo-glucanasa U/ml

O T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Dias

Figura 1. Cinética de la actividad enzimatica de endo-glucanasa en sustrato
de avena. (Endo-glucanasa U/ml-cuadrado).
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Actividad endo-glucanasa de P. Ostreatus en sustrato de sorgo.

En la figura 2 se muestra la actividad enzimatica de endo-glucanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de sorgo durante 40 dias. Se puede observar que los valores maximos de
actividad enzimatica son de 61 U/ml a los 20 dias, y su valor minimo fue de
23 U/ml a los 40 dias.
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Figura 2. Cinética de la actividad enzimatica de endo-glucanasa en sustrato
de sorgo (Endo-glucanasa U/ml-cuadrado).
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Actividad endo-glucanasa del hongo P. Ostreatus en sustrato de maiz.

En la figura 3 se muestra la actividad enzimatica de endo-glucanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de maiz durante 40 dias. Se puede observar que los valores maximos de
actividad enzimética son de 24 U/ml a los 30 dias, y su valor minimo fue de 1
U/ml a los 40 dias. Cabe destacar que de los 15 dias no se mostro actividad

enzimatica.
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Figura 3. Cinética de la actividad enzimatica de endo-glucanasa en sustrato
de maiz. (Endo-glucanasa U/ml-cuadrado).
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Actividad exo-glucanasa del hongo P. Ostreatus en sustrato de avena.

En la figura 4 se muestra la actividad enzimética de endo-glucanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de avena durante 40 dias. Inicialmente se presento una actividad minima de
229 U/ml a los 5 dias, posteriormente se incremento la actividad a 635 U/ml a
los 35 dias.
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Figura 4. Cinética de la actividad enzimatica de Exo-glucanasa en sustrato
de avena. (Exo-glucanasa U/ml-triangulo).
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Actividad exo-glucanasa del hongo P. Ostreatus en sustrato de sorgo.

En la figura 5 se muestra la actividad enzimética de endo-glucanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de sorgo durante 40 dias. La exo-glucanasa obtuvo su maximo valor a los 10
dias con 343 U/ml, y decrecié a los 15 dias con 154 U/ml.
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Figura 5. Cinética de la actividad enzimatica de Exo-glucanasa en sustrato
de sorgo. (Exo-glucanasa U/ml-triangulo).
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Actividad exo-glucanasa del hongo P. Ostreatus en sustrato de maiz.

En la figura 6 se muestra la actividad enzimética de endo-glucanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de maiz durante 40 dias. Se observo la maxima actividad enzimatica a los 40
dias con 390 U/ml, mientras que la minima actividad fue de 154 U/ml a los 15
dias.
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Figura 6. Cinética de la actividad enzimatica de Exo-glucanasa en sustrato
de maiz. (Exo-glucanasa U/ml-triangulo).
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Actividad B-glucosidasa del hongo P. Ostreatus en sustrato de avena.

En la figura 7 se muestra la actividad enzimética de endo-glucanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de avena durante 40 dias. La B-glucosidasa presento su minima actividad a
los 5 dias con 10 U/ml, tras lo cual se observa una actividad maxima de 105
U/ml alos 10 dias. Cabe destacar que se present6 un actividad nula a los 40

dias.
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Figura 7. Cinética de la actividad enzimatica de B-glucosidasa en sustrato de
avena. (B-glucosidasa U/ml-circulo).
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Actividad B-glucosidasa del hongo P. Ostreatus en sustrato de sorgo.

En la figura 8 se muestra la actividad enzimética de endo-glucanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de sorgo durante 40 dias. Se observo la maxima actividad enzimética a los
40 dias con 44 U/ml, mientras que la minima actividad fue de 21 U/ml a los
25 dias. Cabe destacar que se presento una actividad nula a los 15 dias.
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Figura 8. Cinética de la actividad enzimatica de B-glucosidasa en sustrato de
sorgo. (B-glucosidasa U/ml-circulo).
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Actividad B-glucosidasa del hongo P. Ostreatus en sustrato de maiz.

En la figura 9 se muestra la actividad enzimética de endo-glucanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de maiz durante 40 dias. Se observo la maxima actividad enzimatica a los 35
dias con 49 U/ml, mientras que la minima actividad fue de 15 U/ml a los 20
dias.
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Figura 9. Cinética de la actividad enzimatica de B-glucosidasa en sustrato de
maiz. (B-glucosidasa U/ml-circulo).
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Actividad xilanasa del hongo P. Ostreatus en sustrato de avena.

En la figura 10 se muestra la actividad enzimética de xilanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de avena durante 40 dias. Se puede observar que inicialmente obtuvo su
menor actividad con 537 U/ml alos 5 dias y obtuvo su maximo valor a los 40
dias con una actividad de 841 U/ml.
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Figura 10. Cinética de la actividad enzimatica de Xilanasa en sustrato de
avena. (Xilanasa U/ml-rombo).
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Actividad xilanasa del hongo P. Ostreatus en sustrato de sorgo.

En la figura 11 se muestra la actividad enzimatica de xilanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de sorgo durante 40 dias. Se puede observar que la Xilanasa obtuvo su
maximo valor a los 35 dias con una actividad de 734 U/ml, y decrecié a los
40 dias con una actividad de 624 U/ml.
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Figura 11. Cinética de la actividad enzimatica de Xilanasa en sustrato de
sorgo. (Xilanasa U/ml-rombo).
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Actividad xilanasa del hongo P. Ostreatus en sustrato de maiz.

En la figura 12 se muestra la actividad enzimética de xilanasa
producida durante el crecimiento del hongo Pleurotus Ostreatus en sustrato
de maiz durante 40 dias. La xilanasa presento su minima actividad a los 15
dias con 515 U/ml, mientras que su maxima actividad se observo a los 30
dias con 638 U/ml.
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Figura 12. Cinética de la actividad enzimatica de Xilanasa durante en
sustrato de maiz. (Xilanasa U/ml-rombo).

Realizando la comparacion actividad enzimatica-tiempo que se muestran en
las figuras anteriores tenemos que los mayores niveles de actividad
enzimatica en promedio se presentaron en los 30 a 40 dias de crecimiento lo
cual nos muestra una significativa degradacion de los carbohidratos
complejos (celulosa y hemicelulosa) del sustrato por medio de la accion
enzimatica de P. Ostreatus conforme el tiempo segun lo observado durante

los muestreos realizados.

Como se puede observar en la fig. 10 la mayor actividad enzimatica fue la de
la enzima xilanasa con 841 U/ml para P. Ostreatus; Aro y col., 2005,

mencionan que el xilano es el principal polisacarido de la hemicelulosa;
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compuesto presente en la estructura quimica de los sustratos utilizados para
el cultivo del hongo y la capacidad celulolitica del mismo, podrian ser el

principal motivo de los resultados obtenidos.

En cuanto al sustrato los residuos de forraje de avena fue el mejor medio
para la actividad enzimatica de P. Ostreatus ya que produjo mayores niveles
de enzimas lignoceluloliticas, en comparacion con los sustratos de sorgo y
maiz. Fabela y Col., 2007; mencionan que los residuos de material vegetal
(paja de avena) utilizado como sustrato para el crecimiento de P. Ostreatus
presentan excelentes niveles de produccion de enzimas lignoceluloliticas.
Por lo tanto coincidimos que los residuos de material vegetal en sinergia con

P. Ostreatus presentan una actividad enzimatica favorable.

8.2 Contenido de proteina.

Contenido de proteina en residuos de Avena.

En la fig 13 se muestra el comportamiento del contenido de proteina
en el sustrato de residuos de forraje de avena inoculado con micelio del
hongo P. Ostreatus; el cual tuvo un porcentaje maximo de 5.26% a los 25

dias y un minimo de 3.34% a los 10 dias.
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Dias

Figura 13: Porcentaje de proteina en el sustrato de residuos de avena.
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Contenido de proteina en residuos de Maiz.

En la fig 14 se muestra el comportamiento del contenido de proteina

en el sustrato de residuos de forraje de maiz inoculado con micelio del hongo

P. Ostreatus; el cual tuvo un porcentaje maximo de 4.52% a los 30 dias y un

minimo de 2.95% a los 35 dias.
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Figura 14: Porcentaje de proteina en el sustrato de residuos de maiz.
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Contenido de proteina en residuos de Sorgo.

En la fig 15 se muestra el comportamiento del contenido de proteina
en el sustrato de residuos de forraje de sorgo inoculado con micelio del
hongo P. Ostreatus; el cual tuvo un porcentaje maximo de 5.85% a los 35

dias y un minimo de 4.03% a los 10 dias.
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Figura 15: Porcentaje de proteina en el sustrato de residuos de sorgo.

El contenido maximo de proteina en la comparacion de los tres
sustratos fue de 5.85% siendo en el sustrato de residuos de sorgo a los 35
dias, esto quiere decir que aunque hubo diferencias en los diferentes tiempos
tuvimos un aumento significativo al final del muestro, esto podria atribuirse al
microorganismo utilizado para la fermentacién del medio ya que P. Ostreatus
es un hongo con alto contenido proteico (Romero y col., 2000) teniendo
también en cuenta que la determinacion proteica del sustrato se realizé con

residuos del hongo.

Por otra parte Ferrer y col., 1994; analizaron el contenido de proteina
en bagazo de cafia de azucar utilizando Trichoderma Reesei obteniendo

niveles de proteina de 8.1% siendo este medio 6ptimo para la alimentacion
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de rumiantes mencionan. Por lo tanto tenemos que en cuanto a contenido de
proteina en residuos de materia vegetal la utilizaciéon de bagazo de cafia de
azucar es mejor que los residuos de forraje.

8.3 Produccién de biomasa.

En la fig. 16 se muestra la cinética del crecimiento de biomasa de P.
Ostreatus en residuos de forraje de avena un comportamiento muy irregular
comparado con los sustratos de sorgo y maiz; siendo su maximo aumento a

los 5 dias con 42.05 g mientras su minimo fue de 30.33 g a los 40 dias.
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Figura 16. Crecimiento de biomasa en residuos de avena.
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En la fig. 17 se muestra el aumento de biomasa de P. Ostreatus en el residuo

de sorgo obteniendo su maximo crecimiento a los 40 dias con 57.84 g, y su

minimo de 34.92 g a los 5 dias. Siendo este sustrato el mas eficiente para el

crecimiento de P. Ostreatus.
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Figura 17. Crecimiento de biomasa en residuos de sorgo.
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En la fig. 18 se muestra el aumento de biomasa de P. Ostreatus en residuos
de forraje de maiz siendo este el de menor produccion con un valor maximo

de 43.04 g a los 30 dias, observandose una disminucion a los 40 dias con

21.04 g.
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Figura 18. Crecimiento de biomasa en residuos de maiz.

En las figuras 16, 17 y 18 se muestra el crecimiento de biomasa de residuos
de avena, sorgo y maiz respectivamente; siendo el sustrato de sorgo el de
mayor produccion a los 40 dias con un aumento de biomasa de 57.84 g lo
cual nos muestra que es el mejor sustrato para el crecimiento del hongo ya

gue conserva su fase exponencial hasta el ultimo muestreo.

En todos los casos P. Ostreatus tiene materia organica dispuesta; sin
embargo Villegas y col, (2009) trabajo con Pleurotus sapidus y Trametes sp.
menciona que los hongos evaluados son capaces de adaptarse al sustrato y
modificar su composicion nutricional; por lo que se puede suponer que P.
Ostreatus pudiera ser capaz de adaptarse con mayor facilidad al sustrato de

sorgo y crecer con mayor facilidad.
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9 CONCLUSION

Se pudo mostrar que los sustratos para la cinética enzimatica
mostraron valores significativos, siendo el sustrato de residuos de forraje de
avena en primer orden el mas eficiente seguido de los residuos de forraje de
sorgo. La Xilanasa fue la enzima con mayor presencia en todos los sustratos

entre los 30 y 40 dias de crecimiento micelial de P. Ostreatus.

El contenido de proteina fue mayor a los 40 dias siendo el sustrato de

residuos de forraje sorgo el mas eficiente.

En cuanto a la cinética de produccién de biomasa es el residuo de
forraje de sorgo el que presenta un aumento gradual significativo, siendo

este sustrato el medio mas apropiado para el crecimiento de P. Ostreatus.
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