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CARACTERIZACION DEL SISTEMA ENZIMATICO DE LOS HONGOS
COMESTIBLES (Pleurotus) COMO UNA ESTRATEGIA DE SELECCION DE CEPAS
PARA LA PRODUCCION RURAL
Rosa Maria De Lima Peralta, M. en C.

Colegio de Postgraduados, 2009

En el presente trabajo se investigo la produccién extracelular de celulasas en medio
liquido con 12 cepas nativas mexicanas y una comercial de Pleurotus. También se
determino el contenido de proteina en los extractos y el peso seco de las colonias. Y
se determino el coeficiente de correlacion entre las variables produccion de celulasa
y proteina. Se encontré que el mejor medio de cultivo liquido para la produccion de
celulasas fue el sugerido por Elisashvili et al (2008a), con algunas modificaciones.
Todas las cepas de Pleurotus crecieron sobre el medio de cultivo liquido con celulosa
(Solka Floc) como fuente de carbono debido a que pudo producir enzimas
celuloliticas para degradar el substrato. Los resultados muestran que la actividad
enzimatica se incremento hasta llegar a un maximo a los 28 dias en la mayoria de
las cepas, a excepcion de las cepas CP-50 y CP-328, donde el maximo se alcanzo a
los 14 y 21 dias, respectivamente. La cepa CP-328 de P. pulmonarius fue la que
produjo la mayor cantidad de celulasa (8.1752 Ul) a los 21 dias de incubacién. En
cuanto a la produccion de proteina la primera en alcanzar su 6ptima produccién fue
la cepa CP-50 (6.7869 ug/ml) a los 14 dias, y el resto de las cepas al final de la
cinética en estudio (28 dias), siendo la cepa CP-98 la que mostré la mayor
produccion (18.4710 upg/ml). Se obtuvo una correlacion significativa entre estas
variables (r*= 0.661), al dia 28 de incubacién. En referencia a la produccién de
biomasa, la cepa CP-171 exhibié la mayor produccién con 9.8639 mg/ml, seguida de
la cepa CP-267 con 9.5778 mg/ml, a los 28 y 14 dias de incubacién

respectivamente.

Palabras clave: Especies de Pleurotus, Fermentacion liquida, Actividad enzimatica,

Produccion de proteina, Produccion de biomasa.
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CHARACTERIZATION OF THE ENZYMATIC SYSTEM OF EDIBLE MUSHROOMS
(Pleurotus) AS A STRATEGY FOR SELECTION OF STRAINS FOR RURAL
PRODUCTION
Rosa Maria De Lima Peralta, Ms. C.

Colegio de Postgraduados, 2009

In this paper the extracellular production of cellulases on liquid medium with 12
Mexican native and one commercial strains was studies. We also determined the
protein content in the extracts and dry weight of the colonies. The coefficient of
correlation between cellulase and protein production was also determined. It was
found that the best liquid medium for cellulase production was that suggested by
Elisashvili et al (2008a) with some modifications. All strains of Pleurotus grown on
liquid culture medium with cellulose (Solka Floc) as the carbon source because it
could produce cellulolytic enzymes to degrade the substrate. The results showed that
the enzyme activity increased up to a maximum at 28 days in most strains, except
strains CP-50 and CP-328, where the maximum was reached at 14 and 21 days,
respectively. The CP-328 strain of P. pulmonarius was the one that produced the
greatest amount of cellulase (8.1752 IU) at 21 days of incubation. For protein
production the first to reach its optimal production was strain CP-50 (6.7869 ug/ml) at
14 days and the rest of the strains at the end of the kinetic study (28 day), being the
CP-98 strain which showed the highest production (18.4710 pg/ml). There was a
significant correlation between these variables (r? = 0,661), at day 28 of incubation. In
relation to biomass production, CP-171 strain showed the highest production with
9.8639 mg/ml, followed by the strain CP-267 with 9.5778 mg/ml, at 28 and 14 days of

incubation, respectively.

Keywords: Pleurotus species, liquid fermentation, enzyme activity, protein

production, biomass production.
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1. INTRODUCCION

En México una de las mejores alternativas para producir alimentos de contenidos
altos en proteinas y vitaminas a partir de materiales de desecho, es el cultivo de
hongos comestibles, ya que se obtienen grandes cantidades en pequefias areas
mediante técnicas sencillas, de bajo costo y en cortos periodos de tiempo (Sobal,
1988). Las especies comestibles cultivadas en orden de importancia son: Agaricus
bisporus, Lentinula edodes (Berk.) Pegler, Pleurotus, Auricularia, Flammulina

velutipes (Curt.: Fr.) Sing. y Volvariella volvacea (Bull.: Fr) Sing. (Chang, 1996).

El género Pleurotus (hongos ostra) comprende algunos de los hongos comestibles
mas populares debido a sus propiedades organolépticas favorables y medicinales, a
su crecimiento vigoroso y a las condiciones de cultivo (Gregori, 2007). Estos hongos
pueden ser cultivados en una amplia variedad de desechos lignocelulésicos
disponibles, tales como: pajas de cereales, bagazo de cafa, aserrin, desechos de
algodon, hojas de platano y pulpa de café, entre otros (Mora y Martinez-Carrera,
2007), con la finalidad de producir alimento humano y animal, enzimas y compuestos
medicinales, o para la degradacion y detoxificacion de compuestos xenobidticos

presentes en la mayoria de residuos industriales.

La habilidad de estos hongos para degradar materiales lignoceluldsicos se debe a su
eficiente sistema enzimatico, el cual produce hidrolasas (celulosas y hemicelulasas),
que son responsables de la degradacion de polisacaridos; asi como oxidasas que
degradan la lignina (lignoliticas) y abren los anillos feniles (Sanchez, 2009). Por lo
tanto las cepas con alta produccion de estas enzimas podrian mostrar ventajas
durante la etapa de colonizacion, biodegradacion de los sustratos y serian una parte

determinante en la produccion de los hongos. (Buswell et al., 1996).

En el caso particular del género Pleurotus, las actividades de lacasas y
endoglucanasas han sido asociadas con las etapas de colonizacién y fructificacion
de estos hongos (Salmones y Mata, 2002). Por tal motivo, el objetivo de este trabajo

de investigacion es conocer a través de métodos bioquimicos la relacion entre la



produccion de celulasa, proteina y biomasa de diversas cepas pertenecientes al
género Pleurotus, en fermentacién liquida, con la finalidad de que estos métodos
permitan llevar a cabo una preseleccion de las cepas en estudio a nivel de fase de
laboratorio. Y de esta manera sugerir las cepas que presenten la mayor produccion
de celulasa en medio de cultivo, para cultivarlas en sustratos lignocelulésicos; ya que
esto seria un indicador de cepas que invadan en menor tiempo el sustrato y
produzcan eficiencias biolégicas altas; y como resultado de este proceso de
seleccidn, los productores, al contar con las cepas adecuadas, obtendrian mayores

beneficios econdmicos.



2. MARCO DE REFERENCIA

2.1. Antecedentes histéricos sobre el cultivo de los hongos comestibles

Los hongos han estado ligados al hombre desde tiempos inmemoriales. Los estudios
realizados sobre estos organismos sefialan su amplia distribucion en diversos nichos
ecologicos y su papel es relevante en relacion con los habitos alimenticios del

hombre y por sus propiedades toxicolégicas (Guzman et al., 1993a).

El consumo de hongos comestibles desde épocas remotas se encuentra localizado
en tres regiones principales del mundo: en el sureste de Asia, Europa y Mesoamérica
(Martinez-Carrera et al., 1993). El cultivo de hongos comestibles en estas regiones,
se registra por primera vez en los siglos VIl y X en China con Auricularia spp. y
Flammulina spp., respectivamente. En el siglo XI se cultivd Lentinula edodes (Berk.)
Sing. conocido como shiitake. Y en Francia en el ano 1600, se cultiva por primera

vez el champifion (Agaricus bisporus).

El cultivo empirico de los hongos comestibles pertenecientes al género Pleurotus
tuvo sus inicios en Alemania, alrededor de 1917, empleando micelio silvestre para la
inoculacién de troncos. Sin embargo el primer cultivo a gran escala empleando
troncos como sustrato, soélo fue posible hasta 1969 en Hungria. A partir de entonces,
el cultivo de Pleurotus a pequefa y gran escala se ha desarrollado rapidamente en
diversas partes del mundo, empleando los subproductos agricolas, agroindustriales y
forestales disponibles regionalmente. Actualmente aunque el champifidn (Agaricus)
ocupa el primer lugar, tanto Pleurotus como el Shiitake (Lentinula edodes) compiten
por el segundo y tercer lugar en la produccién comercial de hongos comestibles a
nivel mundial. Es probable que la produccion comercial de Pleurotus continte
incrementandose en el corto plazo, por las siguientes razones: 1) existen un gran
numero de especies potencialmente cultivables; 2) las tecnologias de produccién son
relativamente sencillas y de bajo nivel de inversion; 3) se han desarrollado cepas
comerciales con amplio rango de temperaturas de fructificacion y sustratos de cultivo;
y 4) las fructificaciones son bien aceptadas por los consumidores en muchos paises
(Mora y Martinez-Carrera, 2006).



2.2. Resena histoérica del cultivo de hongos comestibles en México

El cultivo comercial de hongos en nuestro pais se inicid en el afio de 1933 (Martinez-
Carrera et al., 1991), con los llamados comercialmente champifiones, que
pertenecen al género Agaricus. El cultivo de estos hongos comestibles inicio en un
rancho cercano a Texcoco, Estado de México, propiedad del Sr. José Leven Zdravie
(Martinez-Carrera et al., 1991). Esto convirtié al pais en tercer lugar de América,
donde se emprendia dicho cultivo, solo antecedido por E.U.A (1880) y Canada
(1912) (Martinez-Carrera et al., 2000).

En 1939 después de notables esfuerzos y ensayos constantes, Leven Zdravie logro
establecer en el rancho Tonalco la primera planta productora de hongos en México.
La semilla utilizada en este caso provenia de Francia. Sin embargo, dicha planta era
muy rustica y todavia funcionaba en un plan experimental. La primera cosecha
verdadera y estable se logré hasta 1941, a partir de camellones de sustrato formados
debajo de una tejavana. En 1947, Leven Zdravie se asocio con los sefores Victor
Cano Faro, José Cano y Antonio Pacheco, esta sociedad cultivd champifiéon durante
mas o menos dos afos y también realizé a pequefa escala los primeros enlatados
de hongos comestibles en México. Posteriormente esta sociedad se disolvié y Victor
Cano decidié continuar en la produccion del Champifién y, a finales de 1949, fundé
en Cuajimalpa, D.F., la planta “Hongos de México, S.A. de C.V.” En 1954 en esta
planta se construyo el primer lugar de produccion de inéculo o semilla en México. Su
construccion permitié eliminar la seria dependencia que se tenia del extranjero en el
suministro de semilla. También en este afio Cano Faro invité nuevamente a Leven
Zdravie a trabajar como técnico encargado del proceso de produccién en su
empresa. En 1974 por primera vez en México, se cultivé en Cuajimalpa una especie
de hongo comestible diferente al champifidén, cuyo nombre cientifico corresponde a la
especie Pleurotus ostreatus (Jacq. Ex Fr.) Kumm. al importar de Europa pacas de
trigo previamente inoculadas con micelio de esta especie. Inicialmente como habia
ocurrido antes con el champifidn, la venta de este hongo era bastante dificil, ya que
poca gente lo conocia. Sin embargo en la actualidad su distribuciéon en el mercado es
bastante amplia y se le comercializa con el nombre de setas (Martinez-Carrera et al.,
1991).



2.3. Produccién comercial de hongos comestibles en México

Actualmente la produccion de hongos comestibles en México ofrece notables
ventajas sociales, econdmicas y ecolégicas. Se estima que la produccion comercial
en fresco es de aproximadamente 28,895 toneladas anuales. Nuestro pais es el
mayor productor de Latinoamérica, ya que genera alrededor del 56% de la
produccion total de esa region y lo ubica como el 18° productor a nivel mundial. El
monto actual de las operaciones comerciales supera los 73 millones de dolares,
generando alrededor de 15 mil empleos directos e indirectos, y la importancia
ecoldgica de esta actividad econémica radica en la utilizacién y reciclaje de mas de
280,000 toneladas anuales de subproductos agricolas (Martinez-Carrera et al.,
2000).

A diferencia de otros paises donde el cultivo de hongos comestibles es un negocio
privado, su evoluciéon en México ha tenido dos vertientes principales: el desarrollo
industrial privado y la produccion rural por el sector social. Con respecto al primero,
el sector industrial mexicano se encuentra diversificado y en pleno desarrollo, ya han
logrado establecerse no tan solo diversas empresas productoras de hongos
comestibles, sino también empresas distribuidoras, exportadoras, importadoras e
incluso generadoras de fertilizantes organicos. Existen siete grandes empresas

” “

productoras de hongos comestibles, las cuales son: “Hongos Leben S.A.”, “Hongos

de México S.A.”, “Monterey Mushrooms, Inc”, “Alimentos Selectos de Tlaxcala, S.A.”,
Champifiones Los Altos, S.A.”, “Hongos del Monte, S.A.”, “Champifiones el Riojal,
S.A”, estas empresas producen principalmente champifnones (Agaricus), setas
(Pleurotus) y shiitake (Lentinula). Por otro lado la produccion rural de hongos
comestibles ha dado lugar a un gran numero de pequefos productores,
principalmente de setas dada la sencillez y bajo costo de implementacién de su
sistema de cultivo. Este tipo de produccidén es generalmente temporal, por la forma
en que la unidad de produccién campesina ha integrado el cultivo de hongos como

una actividad adicional (Martinez-Carrera et al., 2000).

El cultivo de setas se realiza en la mayoria de los estados de la Republica Mexicana.

Actualmente se observan cultivos a diferentes niveles en 21 de las 32 entidades



federativas: Aguascalientes, Chiapas, Chihuahua, Colima, D.F., Durango,
Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Edo. de México, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Oaxaca, Puebla, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz, Yucatan y Zacatecas
(Sanchez-Vazquez et al., 2007). Esto indica la importancia econdémica, social y

ecoldgica que tiene su cultivo.

2.4. Desarrollo

En el lenguaje ordinario, el desarrollo describe un proceso a través del cual se liberan
todas las potencialidades de un objeto u organismo, hasta que alcanza su forma
natural, completa hecha y derecha. El término desarrollo ha recibido diferentes
connotaciones a través del tiempo; inicialmente el desarrollo o evolucion de los
seres vivos en biologia se refirid al proceso a través del cual los organismos logran
realizar su potencialidad genética: la forma natural del ser prevista por el bidlogo. El
desarrollo se frustra siempre que la planta o el animal no logran cumplir su programa

genético, o lo sustituyen por otro.

Entre 1759 (Wolff) y 1859 (Darwin), el desarrollo evolucioné de una nocién de
transformacién que supone un avance hacia la forma apropiada de ser a una
concepcion de cambio que implica encaminarse hacia una forma cada vez mas
perfecta. Por otro lado Justus Moser, un conservador que fundo la historia social,
empled la palabra Entwicklung para aludir al proceso gradual de cambio social.
Posteriormente el desarrollo se convirtié en la categoria central del trabajo de Marx:
lo mostr6 como un proceso historico que se desenvuelve con el mismo caracter

necesario de las leyes naturales.

Un acontecimiento importante ocurrié el 20 de enero de 1949, el dia en el que el
presidente Truman tomod posesion, se abrid una era para el mundo, la era del
desarrollo. En su informe Truman empleé |la palabra subdesarrollo para referirse a los
paises con menor grado de avances cientificos, progreso industrial y calidad de vida.
Ese dia dos mil millones de personas se volvieron subdesarrolladas. Posteriormente,
en el aspecto econdmico este término se empobrecid6 mas en las manos de los

primeros promotores de lo mencionado anteriormente por Truman, el desarrollo se



redujo a crecimiento econémico. El desarrollo econdmico consistia simplemente en el
crecimiento del ingreso econémico por persona en las areas econdmicamente

subdesarrolladas.

Finalmente el Consejo econdmico y social de naciones unidas (ECOSOC)
recomendd en 1962 la integracion de los aspectos social y econdémico en el
desarrollo. Ese mismo afo, las Propuestas de Accion de la Primera Década del
Desarrollo de Naciones Unidas (1960-1970) establecieron que: “El problema de los
paises subdesarrollados no es mero crecimiento, si no desarrollo... El desarrollo es
crecimiento mas cambio. El cambio a su vez es social y cultural tanto como
econdmico... El concepto clave debe ser mejorar la calidad de la vida de la gente”
(Casas, 2001)

2.4.1. Desarrollo rural sostenible

Desarrollo sostenible De acuerdo con la Comisién Mundial del Medio Ambiente y
Desarrollo, 1988, se requiere que todas las naciones persigan un tipo de desarrollo
que integre la produccion con la preservacién y aumento de los recursos y que
garantice la disponibilidad de un medio de vida conveniente y un acceso equitativo a
los recursos. Bajo esta premisa la Comisidn mencionada introdujo el concepto de
desarrollo sostenible como aquel que satisface las necesidades de la generacién
presente sin comprometer la capacidad de las generaciones futuras (Vargas y
Blandén, 1996).

2.5. Importancia de la biotecnologia de los hongos comestibles en México

La biotecnologia de la produccién de hongos comestibles constituye una alternativa
para la obtencidén de alimento sin dano del entorno ecolégico, por lo que esta ha
adquirido gran relevancia social, econémica y ecolégica a nivel mundial. En el
aspecto social y econdmico, se generan fuentes de empleo al llevar a cabo la
produccion de hongos comestibles ya sea a pequefia o gran escala, y como
resultado de este proceso biotecnolégico se obtiene un excedente en su ingreso
econdmico; ademas de producir: 1) Alimento humano de buena calidad nutricional y

con propiedades medicinales (anticancerigenas, antibidticas, que reducen el nivel del



colesterol, y la hipertension, antitrombéticas, antidiabéticas); 2) Suplementos
dietéticos; y 3) Enzimas y productos metabdlicos con amplio potencial de utilizacién
en la industria. Por otro lado, en el aspecto ecoldgico, el sustrato residual degradado
después de la produccién de hongos comestibles, constituye un subproducto que
tiene diversas aplicaciones, tales como: 1) Abono organico para la industria horticola
y de floricultura; 2) Substrato nematicida; y 3) Substrato para la bioremediacion in situ
de agua y suelo en regiones contaminadas por hidrocarburos o residuos organicos
similares a la lignina. Este sustrato parcialmente degradado contiene una gran
variedad de enzimas extracelulares y sustancia nutritivas, las cuales al aplicarse
directamente a zonas contaminadas permiten la degradacion de compuestos
contaminantes y favorecen el desarrollo de otros microorganismos (Mora y Martinez-
Carrera, 2006).

2.6. Los hongos y la agricultura sostenible

La sociedad ha obtenido la mayor parte de los satisfactores alimentarios necesarios
para su desarrollo gracias a la agricultura, sin embargo la satisfaccion de esta
demanda se logra cada vez mas a costa de la mayor degradacion ecoldgica del
ambiente. Este fendmeno ha provocado todo un movimiento para desarrollar
sistemas agricolas mas eficientes, productivos y rentables, que no perjudiquen tanto
la salud del consumidor como la del ambiente y sobre todo que sean sostenibles en

el largo plazo.

Produccion versus conservacion constituye uno de los grandes conflictos y dilemas
de la agricultura sostenible. En las circunstancias actuales donde los procesos
agricolas modernos tienen balances negativos por ser basicamente extractivos,
ambos objetivos pueden contraponerse facilmente. Por ejemplo no puede
incrementarse la produccion agricola en un area dada sin afectarla gravemente
desde el punto de vista ecoldgico y sin elevar de manera significativa los costos para
su conservacion. En este sentido la produccion de hongos comestibles constituye
una alternativa que puede contribuir a manejar dicho conflicto, aprovechando su gran
capacidad para la degradacion eficiente de lignina y celulosa. Se trata de una

biotecnologia compatible con el medio fisico, econédmico y social, si se aplica



apropiadamente. Permite un aumento en el rendimiento econdmico por unidad de
area, sin aumentar la presion sobre los recursos naturales disponibles y los costos de
conservacion a largo plazo, toda vez que se recicla el subproducto degradado por

accién del hongo (Martinez—Carrera et al., 1993).

Otro aspecto importante, en comparacion con otros cultivos comerciales y
agroindustrias, es la marcada eficiencia del proceso biotecnolégico de produccion de
hongos comestibles para utilizar y convertir el agua y la energia en alimento humano.
Se ha estimado que para producir 1 kg de hongos comestibles (Pleurotus)
empleando tecnologias rusticas se requieren 28 L de agua, en un periodo de 28-30
dias después de la inoculacion. Esta cantidad y periodo de produccion son mucho
menores que las estimaciones para otros alimentos y forrajes, tales como la papa
(500 L/Kg), trigo y alfalfa (900 L/Kg), sorgo (1,110 L/Kg), maiz (1, 400 L/Kg), arroz (1,
912 L/Kg), soya (2, 000 L/Kg), carne de pollo (3, 500 L/Kg), y carne de res (100, 000
L/Kg). Por consiguiente se requieren 3, 571 veces mas agua para producir 1 Kg de
carne res que para obtener 1 Kg de hongos comestibles (Martinez—Carrera et al.,
2000).

Es indudable que la biotecnologia de hongos comestibles en México es fundamental
para fortalecer la sostenibilidad agricola mediante el aprovechamiento y reciclaje de
subproductos agroindustriales y forestales; para obtener alimento humano con alto
valor medicinal, proteinico, y comercial, para mejorar la calidad nutricional del

alimento para ganado; y para aumentar la rentabilidad de los cultivos agricolas.

2.7. Importancia de las estrategias en el sector agricola

La estrategia como término y objeto de estudio, es desarrollada desde tiempos atras
en las actividades militares (Tset-tung, 1936) y retomada posteriormente por las
actividades comerciales (Mintzberg, 1991). En la agricultura es incluida por primera
vez de acuerdo a la informacion documental, hace 25 afos en el Plan Puebla; de
hecho es el primer Proyecto de Desarrollo Agricola Regional que involucra el

concepto de estrategia como guia de sus acciones y decisiones (Casas, 1994).



Todos los planes y programas de desarrollo tienen una estrategia que es
considerada la columna vertebral de estos planes y programas y que sin las
estrategias es casi imposible obtener buenos resultados. Por ello las estrategias son
acciones que se realizan en forma ordenada, sistematica y dirigida para conseguir el
fin deseado (Baltazar, 2002).

El concepto de estrategia ha sido objeto de multiples interpretaciones, de modo que
no existe una unica definicion. Sin embargo en el caso especifico de las estrategias
para el Desarrollo Agricola Regional existen definiciones citadas por numerosos
autores, en donde podemos encontrar algunos elementos que son caracteristicos de
este tipo de estrategias. A continuacién se analizaran algunas definiciones
relacionadas con el concepto Estrategia: Para Matus (1972), la estrategia viene a
ser, un analisis y un propdsito de futuro donde se integra lo econémico y lo politico-
social mediante un modelo abstracto del proceso material de desarrollo y donde se
supone que ese modelo responde y reacciona como si fuera la realidad misma frente
a la simulacion de los hechos y perturbaciones que el analista desea explorar en sus

consecuencias, con el objeto de encauzarlas hacia objetivos determinados.

La formulacion de una estrategia parte de una sintesis entre realidad y proyecto y
constituye una imagen preliminar resultante de una exploracién de los problemas
fundamentales de una economia. El diagnéstico tiene como telon de fondo esa
imagen preliminar y ésta surge a su vez de una determinada interpretacion y vision
de la realidad. Esa imagen preliminar es el marco de referencia fundamental para
elaborar el diagndstico que ubica histéricamente la situacién inicial de la cual parte el
analisis de la estrategia; es su punto de comparacién y patrén de referencia para
seleccionar lo importante y descartar lo secundario. Para formular un patrén de
desarrollo nuevo o de ideas nuevas, se requieren principalmente imaginacion vy
capacidad técnica; para formular una estrategia se requieren a demas un analisis

riguroso de la viabilidad.
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El plan no puede limitarse a trazar una meta o modelo ideal inmutable. El plan no
puede ser un simple proceso normativo; la vitalidad, el dinamismo y la
impredictibilidad del proceso practico-real, exigen también un dinamismo y flexibilidad
del plan. Es decir el plan debe modificarse segun la situacion para que se lleve a

cabo y cumpla su objetivo (Matus, 1980).

Garcia- Herrera (2004) propone como elementos fundamentales para la operacion de
la estrategia la vinculacion de tres sectores identificados; cada uno con tareas
especificas interrelacionadas y complementarias: 1) los productores y sus familias; 2)
los equipos humanos técnicos y cientificos; 3) representantes y miembros de
instituciones de apoyo a la produccién y el desarrollo agricola y rural. La accién
coordinada de éstos es lo que da fuerza a la operacion de la estrategia, teniendo
como resultado logros econdmico-sociales. Los componentes de la estrategia que se
vinculan e interrelacionan para lograr los objetivos planteados, son: investigacion
agronomica, divulgacion tecnoldgica, crédito, insumos, seguro agricola, mercados
atractivos y accesibles, que exista la organizacion para la produccién, lograr una

relacion aceptable entre costos de produccidn y precios del producto.

La estrategia agricola debe tener presente “el propdsito, objetivos y metas, los
recursos disponibles y la problematica, asi como el conjunto de acciones a
implementar, con el objeto de cambiar de una situacion actual a una diferente”. La
estrategia agricola tiene el objetivo de mejorar el proceso agricola para realizar
acciones de forma oportuna, eficiente y suficiente que permita mejorar la produccién
y productividad haciendo un uso racional de los recursos, sin llegar a deteriorar el

medio ambiente (Rodriguez, 1995).

Las estrategias en el sector agricola son parte fundamental para promover el
desarrollo agricola y rural de una region. Entendiéndose como desarrollo lograr las
condiciones en las cuales la mayoria de la gente tenga acceso a los recursos
necesarios para satisfacer sus necesidades fundamentales y alcanzar niveles de vida
aceptables de bienestar relacionados con la alimentacion, educacion, seguridad

distraccion, salud mental e integracién social.
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Esto puede lograrse a través del desarrollo agricola regional, el cual es un proceso
integrado al desarrollo social cuya accion se concentra en el uso racional y
permanente de los recursos de los sistemas agricolas, concebidos, formulados,
manejados y perfectibles por el hombre, para incrementar la productividad de esos
recursos y en consecuencia la produccién, con lo cual, a través de los mecanismos
de intercambio, se han de obtener beneficios econdmico-sociales para los

productores, sus familias, sus comunidades y la sociedad en general.

Todo lo anteriormente citado, se conseguira con las estrategias adecuadas,

implementadas a una regién segun las necesidades y problemas que presente.

En el caso particular de la produccion de hongos comestibles, se ofrece la
oportunidad de conjuntar, en un proceso rentable, conocimiento tradicional y
tecnologia apropiada, sin dafar el ambiente, los métodos agricolas tradicionales y los
valores culturales de los grupos campesinos organizados. Estos proyectos deberan
planificarse adecuadamente y con enfoque multidimensional es decir se debe: 1)
Identificar el sector social, y analizar el lugar donde se desea poner en practica, 2)
Idear la estrategia de transferencia de tecnologia y su correcta ejecucién econdmica
y financiera, y 3) programar una evaluacién periédica que permita la optimizacion del

proceso.

2.8. Cultivo de Pleurotus

El cultivo de Pleurotus se ha destacado por una rapida aceptacién en el mercado y
crecimiento igualmente rapido de la agroindustria relacionada. Actualmente, el cultivo
de este género disputa con L. edodes el segundo lugar en la produccién mundial,

solo después de A. bisporus.

La razdén de este crecimiento es que las especies de este género tienen una calidad
organoléptica excelente, crecen sobre una gran diversidad de sustratos en un amplio
rango de temperaturas, son faciles de cultivar, ademas de que para la instauracion
de naves para su cultivo se precisa poco capital inicial. El hecho de que para la
preparacion del sustrato no se requiere un proceso de composteo complejo y

prolongado, ni de la aplicacion de tierra de cobertura al final del crecimiento micelial
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como lo demanda el champifién, o que tampoco se necesite una fase de
oscurecimiento ni de inmersién en agua como en el caso del shiitake, hacen que su
cultivo sea tal vez el mas sencillo de todos los macromicetos conocidos (Sanchez y
Royse, 2001).

Actualmente, debido a diversas investigaciones y adaptaciones tecnoldgicas
desarrolladas, el interés por cultivar las especies del género Pleurotus se ha
difundido en todos los ambitos del pais. Esto ha dado lugar a un innumerable grupo
de pequefias iniciativas de produccion, a baja escala, aun de economia familiar, las
cuales comercializan el producto en fresco. Segun Martinez-Carrera (1997), con este
cultivo se observan dos tipos de tecnologias: una de tipo industrial que requiere de
un composteo aerobio con pasteurizacidn por vapor en tunel; y otra mas rustica, que
se utiliza en pequefias plantas de tipo familiar. Esta ultima, de produccion limitada y
no contabilizada en la economia regional, emplea la inmersion del sustrato en agua

caliente para la eliminacion de la microbiota concurrente.

Debido a que las especies de Pleurotus tienen la capacidad de degradar la celulosa y
lignina presentes en diversos esquilmos agricolas y desechos agroindustriales, los
sustratos utilizados en este pais suelen variar, aunque los mas frecuentes son el
olote, el tamo, el rastrojo de maiz, las pajas (de trigo, cebada, centeno, avena, arroz
y sorgo), y la pulpa de café, entre otras. En la eleccion del tipo de sustrato para el
cultivo de los hongos, es necesario conocer en primer lugar los requerimientos del

hongo, la disponibilidad y abundancia en la regién (Quirarte, 1985).

Requerimientos fisicos

El crecimiento micelial y la fructificacién de los hongos comestibles es afectada por
una gran variedad de factores fisicos, quimicos, biolégicos y ambientales. Entender
su respuesta fisiolégica a dichos factores es primordial para escalar el cultivo y
disefiar las tecnologias apropiadas para su produccién comercial (Martinez-Carrera
et al., 1993).
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Entre los factores fisicos, la temperatura es la mas importante. La temperatura afecta
el metabolismo de las células. Influye tanto en la capacidad enzimatica del
organismo, como en la fluidez de los lipidos de la membrana celular. La sensibilidad
a la temperatura no solo varia entre cepas sino también para una misma cepa segun

su etapa de desarrollo.

Pleurotus es un hongo cuyo micelio puede crecer en un rango amplio de
temperaturas, sin embargo las temperaturas frecuentemente reportadas como
optimas, fluctian entre los 15 °C a 28 °C. Por regla general, las temperaturas
Optimas para la fructificacién de las especies de Pleurotus son ligeramente inferiores

que las temperaturas 6ptimas para crecimiento micelial (Sanchez y Royse, 2001).

La humedad relativa y la humedad del sustrato son también importantes, lograndose
resultados éptimos a 80-90 % y de 70- 80 % respectivamente (Martinez-Carrera et
al., 1993).

Humedad en el sustrato

El contenido de humedad influye directamente sobre el desarrollo de los hongos
porque afecta la disponibilidad de nutrientes y de oxigeno, debido a que el agua
ocupa espacios que pueden ser ocupados por el aire. A niveles excesivos esto se

vuelve una limitante para la respiracion del hongo (Sanchez y Royse, 2001).

Humedad del aire

Este es un factor de suma importancia para la adecuada fructificacion de las
especies de Pleurotus. Dado que los cuerpos fructiferos estan formados por un alto
contenido de agua y su estructura hifal no les permite retener la humedad en
condiciones adversas, un balance adecuado entre la humedad ambiental y el
contenido de humedad del hongo es necesario. Debido a esto, la humedad relativa
del ambiente donde crece el hongo debe ser suficiente para evitar que tanto el

sustrato como los cuerpos fructiferos se deshidraten (Sanchez y Royse, 2001).
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Tamano de particula

El tamano de particula afecta el crecimiento y la fructificacion por que se relaciona
con la accesibilidad a los nutrientes, al agua y al aire por parte de las hifas del hongo.
Los tamafnos de particula muy pequenos dificultan la aireacion necesaria para la
respiracion de los hongos y los tamafios muy grandes son inadecuados por que
dificultan la compactacién del sustrato y el acceso del hongo a los nutrientes, por lo
cual se recomienda que las pajas o rastrojos se corten en segmentos de 5 a 10 cm
(Gaitan-Hernandez et al., 2002)

Aireacion

El oxigeno es un elemento de gran importancia para el crecimiento de los
basidiomicetes por que son organismos aerobios. Para el caso de Pleurotus, se ha
notado que la concentracion alta en CO; estimula la germinacion de las esporas y el

crecimiento micelial pero inhibe la fructificacién (Aguilar, 1993).

Luz
Segun Eger (1974), P. ostreatus no puede fructificar en oscuridad continua; sin
embargo la sensibilidad tanto de la cantidad como de la calidad de la luz depende de

las especies (Sanchez y Royse, 2001).

Factores quimicos

pH

El potencial de hidrogeno del medio de cultivo donde crece un hongo tiene una
influencia directa sobre éste, por que incide sobre el caracter iénico del medio e
influye directamente sobre las proteinas de la membrana y sobre la actividad de las
enzimas ligadas a la pared celular; es decir afecta directamente su metabolismo. Si
el pH del sustrato donde crece el hongo no es el adecuado, aunque las condiciones
de temperatura y nutrientes sean éptimos, el crecimiento se vera afectado, ya que los
niveles de salinidad o alcalinidad pueden detener, inhibir o estimular procesos vitales.
En general los hongos comestibles prefieren un pH poco acido a neutro (pH 5-7)
(Martinez-Carrera et al., 1993)
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2.8.1. Contaminantes plagas y enfermedades en el cultivo de Pleurotus.

Este es uno de los principales problemas a los que se enfrentan los productores de
setas. Los contaminantes aparecen por lo general en la fase de incubacién y esto es
debido principalmente a la mala pasteurizacion del sustrato, al mal manejo del mismo

o a la falta de higiene en el momento de la siembra.

Los contaminantes son hongos (mohos), bacterias y levaduras, siendo los de mayor
importancia los hongos como Trichoderma, Penicillium, Aspergillus Neurospora,
Mycogone y Coprinus, entre otros. Estos hongos aparecen en forma de manchas
verdes, amarillentas, negras y/o anaranjadas sobre el sustrato invadiendo de forma
rapida y evitando el crecimiento micelial de las setas. Su presencia se ve favorecida
por la alta humedad en el ambiente y en el sustrato, asi como por la alta temperatura

y sustrato mal pasteurizado, entre otros.

Las plagas la constituyen insectos que atacan a los cultivos tanto en incubacion
como en el area de produccion, atraidos por el olor del sustrato, estos insectos se
llaman moscas de los hongos. Algunos de estos insectos son dipteros del género
Lycoriella que ponen sus huevecillos en el sustrato donde en un principio se
alimentan del micelio del hongo y después de las fructificaciones adultas. Otros
insectos comunes en los cultivos de las setas son las llamadas catarinas, pequernos
insectos de los géneros Mycotretus y Pseudyschirus que se comen los hongos en

desarrollo.

Las enfermedades que se manifiestan en las fructificaciones son causadas en gran
medida por bacterias y virus. Estos microorganismos se propagan rapidamente a

través del agua, de insectos o utensilios sucios.

Las enfermedades se favorecen por la humedad excesiva, el calor y una escasa
ventilacion, provocando que en los pileos de los hongos, aparezcan zonas de color
amarillo, anaranjado o café, que se pudren con rapidez y despiden un mal olor,
afectando los rendimientos de produccion. Una de las principales bacterias que
causan estas manchas en las fructificaciones son las Pseudomonas (Soler Rivas et
al., 1999).
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2.9. Aspectos biolégicos del género Pleurotus

2.9.1. Ecologia y distribucién

El género Pleurotus presenta distribucion Pantropical, ha sido citado en Africa,
América, Europa, Asia y Australia. En México comunmente se encuentra en zonas
tropicales y subtropicales. Este género crece durante todo el afio en las zonas de
alta humedad y en algunas regiones fructifican preferentemente en la época de
lluvias en los meses de junio a septiembre (Guzman et al., 1993b).

Los nombres vernaculos o comunes con que se les conoce varian légicamente, dada
su amplia distribucién y segun la ubicacion geogréfica en la que se encuentre. Asi
tenemos que en el Estado de Morelos, en Tepoztlan, se le conoce con el nombre de
“Oreja de Cazahuate”, “Hongo de Cazahuate”. En el Estado de México en Laguna
Zempoala, y Huautla de Jiménez Oaxaca, como “Oreja Blanca”, En Calacuya y San
Lorenzo Zacamulpa, Estado de México, como “Hongo de Maguey”. En Tehuacan,
Puebla como “Hongo de Encino” y en la parte central de Puebla (Atlixco) se le
conoce como “Hongo de Cazahuate”. En Xalapa Veracruz, se le conoce como
“‘Hongo de Patancan”. En Perote y Totalco, Veracruz, como “Hongo de Maguey” y en
el Estado de Quintana Roo como “Kushun-che”. En Coatepec, Veracruz y

alrededores como “Hongo del Bagazo” (Martinez-Carrera, 1984).

Casi todos los nombres comunes asignados tienen que ver directamente con el
sustrato, en este caso madera en descomposicion en el cual el hongo crece. Esto es
importante por que nos da una idea clara del gran numero de sustratos en los que el

hongo puede desarrollarse.

El género Pleurotus crece de manera cespitosa y gregaria sobre troncos, tocones o
ramas de diversos arboles y arbustos se han encontrado en diversas especies de
plantas tales como Dendropanax arborea (L.) Sarg., Ricinus comunis L., Yucca

elephantipes Regel y Y. filifera Hort: Engelm (Guzman et al., 1993b).

2.9.2. Morfologia
Los hongos del género Pleurotus estan formados por una serie de filamentos

llamados hifas, que en conjunto forman lo que se denomina micelio este es
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funcionalmente similar al sistema reticular de los vegetales ya que la absorcién de
nutrientes se realiza por su conducto y otra funcién es la de sostener el basidioma al
suelo. En la naturaleza y bajo condiciones favorables de humedad y temperatura,
este micelio extendido sobre un sustrato adecuado, se transforma en pequefios

botones que van aumentando de tamafio hasta formar la tipica seta.

El cuerpo fructifero esta formado por un sombrero o pileo, un pie o estipite y el
himenio (Figura 1), que en conjunto tienen la funcién de producir esporas cuya
mision es perpetuar la especie. El sombrero o pileo es mas o menos circular, y tiene
la finalidad de proteger el himenio que es una estructura que se encuentra en la cara
inferior del sombrero, el cual esta formado por unas laminillas verticales que se
extienden desde la parte superior del pie hasta el borde del sombrero; el propdsito
del himenio es producir las esporas ya que en el himenio se encuentran los basidios,
estructuras formadoras de esporas. El pie o estipite, es quien sostiene el sombrero;
es corto, de forma cilindrica; en el caso de las setas este pie es mas lateral que
céntrico por lo que su desarrollo se da en forma de una ostra u oreja, de hecho a
este hongo técnicamente se le llama Pleurotus, termino que deriva del griego pleura
o pleurdn que significa costado o lado y del latin otus, oreja (Gaitan-Hernandez et al.,
2002).

Pileo

Himenio

Estipite

Figura 1. Partes principales del hongo Pleurotus.

2.9.3. Taxonomia
El género Pleurotus, se encuentra ubicado en la clase Basidiomycetes, Orden

Agaricales, Familia Tricholomataceae.
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Reino: Fungi

Division: Eumicota
Subdivision:  Basidiomycotina

Clase: Holobasidiomycetes
Subclase: Hymenomycetidae

Orden: Agaricales

Familia: Tricholomataceae
Género: Pleurotus
Especies: cystidiosus, djamor, levis, ostreatus y pulmonarius.

(Guzman 1980; Herrera & Ulloa 1990)

2.9.4. Nutricién de los hongos

Los hongos del genero Pleurotus, como todos los hongos se alimentan por
absorcion, son organismos heterétrofos ya que obtienen energia y carbono de la
oxidacion de los sustratos organicos, con la produccién simultanea de CO,, H,O y de
energia no asimilada que se manifiesta en incremento de la temperatura; son
saprofitos es decir crecen en el suelo, y en otros sustratos como: troncos o sobre
desechos agricolas o agricola-industriales, como la pulpa de café, bagazo de cafa
de azucar y diversas pajas de cereales, etc., en general se alimentan de materia
organica muerta, la cual degradan para nutrirse de ella, a través de la gran cantidad
de enzimas extracelulares que liberan en el medio y que degradan diversos tipos de
moléculas, tales como la celulosa, hemicelulosa, lignina, proteinas, entre otras
(Zadrazil, 1974).

Para el buen crecimiento del hongo es necesario que en el sustrato en donde se
desarrolle se encuentren todas las sustancias que se necesita como son fuentes de
carbono, y nitrégeno, ademas de otros elementos como el fésforo, materiales que
absorbe con la degradacion del sustrato en donde crece. En el caso del cultivo de
hongos, los sustratos empleados se hacen mas digeribles mediante procesos de
fermentacion o se mezclan entre si, para suplementar alguna deficiencia en

nutrimentos.
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Carbono
El carbono es necesario para los hongos porque es la fuente directa de energia para
su metabolismo y para la formacion de las diferentes partes y estructuras celulares.
Dada la importancia que tiene para la vida de la célula, este elemento es el que
requiere en mayores cantidades. El carbono puede ser utilizado por el hongo a partir
de diferentes fuentes como polimeros, carbohidratos, lipidos, etc.
a) Azucares: Los carbohidratos se encuentran entre las fuentes de
carbono preferidas por los hongos de las especies de Pleurotus. Segun
Raypeck (1977), la glucosa, la manosa y la galactosa son buenos sustratos
para esta especie, mientras que la xilosa y la arabinosa producen un

crecimiento deficiente.

b) Polimeros: La mayoria de los basidiomicetos son considerados
“‘degradadores de madera” por que son capaces de crecer sobre la biomasa
proveniente de las plantas lefiosas. Las especies de Pleurotus son
consideradas de pudricibn blanca por que son capaces de degradar

materiales ricos en lignina, celulosa y hemicelulosa (Cullen, 2002).

c) Lipidos: la adicién de aceites vegetales tiene un efecto benéfico para el
crecimiento micelial de P. sapidus y P. ostreatus. Segun Kurtzman (1974 y
1976), los productos de la hidrdlisis de aceites (glicerol, acidos grasos y
saponinas) deprimen el crecimiento, pero la adicion de triglicéridos y metil

ésteres de acidos grasos generalmente promueven el crecimiento.

Nitrégeno

El nitrégeno lo necesita el hongo para la elaboracién de sus proteinas, purinas,
pirimidinas y para formar quitina, un polisacarido que se encuentra en la pared
celular de muchos hongos. Las principales fuentes de nitrégeno se obtienen a partir
de la degradacién de los aminoacidos, peptona, caseina y otros, y de la urea o por
medio de sulfatos y nitratos de amonio, sodio, potasio, calcio y fésforo (Guzman et

al., 1993a). Los sustratos sobre los que suelen fructificar las especies de Pleurotus
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pueden contener valores bajos de nitrégeno, ademas estas especies tienen la
capacidad de crecer sobre fuentes inorganicas de nitrégeno como el nitrato de
potasio o la urea, aunque se observa que prefieren las fuentes organicas para un

crecimiento 6ptimo (Sanchez y Royse, 2001).

2.9.5. Valor nutricional de los hongos

Desde tiempos muy antiguos, los hongos han sido tratados como un tipo de alimento
especial. Los griegos creian que estos organismos tenian la propiedad de brindar
fuerza a los guerreros en las batallas. Los faraones apreciaban a los hongos como
un manjar exquisito y los romanos consideraban que eran un muy buen alimento, los
cuales se servian solo en ocasiones festivas. Los chinos valoraban a los hongos
como un alimento saludable a los cuales llamaban el “elixir de la vida”. Los indigenas
mexicanos usaron los hongos como alucinégenos y en ceremonias religiosas; asi

como con propositos terapéuticos (Chang y Miles, 1989).

Actualmente, el hongo seta se ha considerado como un complemento alimenticio de
aceptable valor nutricional (Cuadro 1), ya que sus proteinas contienen todos los
aminoacidos esenciales para el hombre, por lo que debe de ser incluido en la dieta
diaria. Este hongo es rico en carbohidratos, vitaminas, fibra, minerales, ademas de

que posee un bajo contenido de grasas.

Proteinas

Los valores del contenido de proteina, en los principales hongos (Agaricus bisporus,
Lentinula edodes, Pleurotus spp. y Volvariella volvacea) van de 1.75 a 3.63 % en
base al peso seco, aunque este valor puede ser hasta de 5.9%; sin embargo el valor
promedio mas representativo es de 3.5 a 4%. El promedio del contenido de
proteinas en hongos comestibles en general es dos veces mayor que en el
esparrago y col y cuatro y doce veces mayor que la naranja y manzana,
respectivamente. En peso seco, los hongos normalmente contienen del 19 a 35% de
proteinas comparado con el 7.3% presente en el arroz, 13.2% en el trigo, 39.1% en

la soya 'y 25.2% en la leche (Crisan y Sand, 1978). Por lo tanto en proteina cruda, los
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hongos cuentan con un rango por debajo de la carne animal pero por arriba de otros

alimentos, incluyendo la leche, el cual es un producto de origen animal.

Aminoacidos esenciales

Las proteinas presentes en los hongos comunmente cultivados contienen los nueve
aminoacidos esenciales (lisina, metionina, triptéfano, treonina, valina, leucina,
isoleucina, histidina, y fenilalanina) para el hombre. EI aminoacido esencial mas
abundante es la lisina y entre los aminoacidos esenciales que se presentan en

niveles bajos se encuentran el triptéfano y la metionina (Cuadro 1).

Cuadro 1. Composicion de aminoacidos esenciales (g de aminoacidos / 100 g de proteina
cruda corregida) en Agaricus bisporus, Lentinula edodes, Pleurotus ostreatus y
Volvariella volvacea.

Aminoacidos Agaricus Lentinula Pleurotus Volvariella
bisporus edodes ostreatus Volvacea
Leucina 7.5 7.9 6.8 4.5
Isoleucina 4.5 4.9 4.2 3.4
Valina 25 3.7 5.1 54
Triptéfano 2.0 Nd 1.3 1.5
Lisina 9.1 3.9 4.5 7.1
Treonina 5.5 5.9 4.6 3.5
Fenilalanina 4.2 5.9 3.7 2.6
Metionina 0.9 1.9 1.5 1.1
Histidina 2.7 1.9 1.7 3.8
Total de
aminoacidos 38.9 36.0 33.4 32.9
esenciales

Chang y Miles, 1989

Grasa
El contenido de grasa va de 0.9 a 1.8% en base a su peso seco (Chang y Quimio,
1982).
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Vitaminas

Se ha reportado que los hongos comestibles son una buena fuente de diversas
vitaminas que incluyen a la tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), niacina,
biotina y acido ascérbico (vitamina C) (Gaitan-Hernandez et al., 2002).

Carbohidratos

Las pentosas, hexosas, metil pentosas, asi como los disacaridos, amino azucares,
alcoholes azucares, y acidos azucares son constituyentes de los carbohidratos en
los hongos. Pleurotus spp. cuenta con rangos de carbohidratos de 46.6 a 81.8 %,
mientras que A. bisporus presenta 60% en base a su peso (Crisan y Sands, 1978).
Recientemente ha surgido el interés por caracterizar los componentes de los
polisacaridos hidrosolubles, que se encuentran en los cuerpos fructiferos de

Pleurotus ya que tienen la habilidad de inhibir el crecimiento de tumores.

Fibra

El contenido de fibra varia de 7.4 a 27.6 % en especies de Pleurotus, mientras que
en A. bisporus 10.4 % y de 4 a 20% en V. volvacea. La fibra es considerada como un
ingrediente muy importante para mantener una dieta balanceada y saludable.
Estudiso recientes mostraron que la comida de pacientes diabéticos con un alto
contenido de fibra reduce los requerimientos diarios de insulina y estabiliza la

glucosa en la sangre (Chang y Miles, 1989).

Minerales

Entre los minerales presentes en altas cantidades se encuentra el potasio seguido
del fosforo, sodio, calcio y magnesio. También existen otros minerales en menor
cantidad tales como el cobre, zinc, hierro, manganeso, molibdeno y cadmio (Chang
y Quimio, 1982).

2.9.5.1. Propiedades medicinales de las especies de Pleurotus

Por mucho tiempo los hongos han sido conocidos, especialmente por las culturas
orientales, en el sudeste de Asia, particularmente en China y Japoén, por sus
propiedades medicinales ademas de su agradable sabor y valor nutricional. En la

actualidad, mediante técnicas modernas, se han mostrado numerosos componentes
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bioactivos de los hongos, los cuales han mostrado actividades anticancerigenas,
antitumorales, antivirales, inmunomoduladoras, hipocolesterolémicas y

hepatoprotectivas (Rodriguez, 2003).

En el aspecto medicinal las especies de Pleurotus han sido recomendadas en
México para combatir diversas enfermedades por las caracteristicas medicinales que
presentan, de esta manera contribuyen a reducir los niveles de colesterol, controlan
la diabetes, también ayudan a combatir la presion alta en la sangre, desordenes
nerviosos, promueven una buena memoria, es un antiparasitario, retarda el

envejecimiento, es un laxante, es un antiinflamatorio intestinal. (Guzman, 2000).

2.9.6. Reproduccién de Pleurotus

Pleurotus presenta un patron de sexualidad heterotalico, es decir es
autoincompatible debido a que para su reproduccion requiere de la unién de dos
micelios monocariéticos compatibles y por lo tanto, el micelio producido por la
germinacién de una basidiospora no puede dar origen al desarrollo del cuerpo
fructifero y la produccién de esporas. Ademas, es tetrapolar ya que forma cuatro
esporas en cada basidio, cada una con un par de factores A1B1 6 A,B>, debido a esto
también es bifactorial, ya que la compatibilidad de los individuos esta gobernada por
un par de factores, de tal forma que al fusionarse por el proceso de plasmogamia,
los micelios que se producen forman un micelio tetrafactorial resultando las
siguientes combinaciones para cada gen: A1 B1, A2 B2, A1 B2 y A2 B1
(Alexopoulos, 1996).

2.9.7. Ciclo de vida de Pleurotus

El ciclo de vida de Pleurotus empieza cuando las basidiosporas (a), liberadas por el
hongo germinan, iniciando el desarrollo de un micelio homocariético haploide (b) de
contenido genético-nuclear idéntico y capaz de propagacion independiente e
indefinida. ElI micelio podria seguir la via asexual o la sexual. ElI micelio
homocariético (también llamado primario o monocarién) haploide, al encontrarse con
otro micelio compatible ocurre la plasmogamia o fusibn de dos micelios

homocaridticos (c), dando origen a un micelio fértil el cual es usualmente un
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heterocarién especializado (también llamado micelio secundario 6 dicarién) (d). Los
dos nucleos sexualmente compatibles siguen como nucleos haploides, formando
hifas con dos nucleos; un par por célula por todo el micelio; en cada septo
usualmente se forma una conexién hifal a manera de puente llamado fibula a través
de la cual uno de los dos nucleos pasa al otro extremo de la célula mientras que el
otro nucleo se divide para pasar por el poro o tabique; (e) bajo condiciones
ambientales apropiadas, el micelio dicariético forma agrupaciones las cuales daran
origen a los cuerpos fructiferos que tienen formas especializadas. (f) Los cuerpos
fructiferos presentan tres estructuras, el pileo, el estipite y el himenio el cual esta
formado por laminas y es en esta estructura donde se lleva a cabo la formacién de
basidios y basidiosporas. (g) Los basidios son estructuras especializadas en donde
ocurre la fusién de los nucleos haploides a través de un proceso llamado cariogamia,
formando asi un nudcleo diploide en la célula. (h) Posteriormente dicho nucleo
diploide sufre el proceso de meiosis, en el cual el material genético parental se
recombinaran y se segregaran, originando cuatro células haploides, las cuales
viajaran hasta los esterigmas del basidio donde formaran a las basidiosporas que
son tipicamente cuatro esporas uninucleadas en cada basidio. (i) Las esporas son
liberadas; y después de la germinacion de estas, continda una division mitética del

nucleo; punto en el cual el ciclo de vida es reiniciado (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Pleurotus a) basidiospora; b) germinacion y formacién del micelio homocarién; c)
fusion de dos micelios homocariéticos compatibles; d) formacion del micelio dicarién; e)
formacién de primordios; f) desarrollo del carpoéforo; g) himenio; h) formacién de los basidios;
i) basidio diferenciado y basidiosporas (Sanchez y Royse, 2001).
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3. MARCO TEORICO

En la mayoria de los cultivos agricolas cerca de la mitad de la biomasa permanece
desaprovechada, lo que resulta en la acumulacién periédica de cantidades
considerables de desperdicios vegetales a causa del caracter intensivo periédico de
la agricultura, lo que ha llegado a convertirse en un peligro para el equilibrio

ecoldgico.

La implantacion de tecnologias que usen estos materiales de desecho para
incrementar la produccion de alimentos basicos es de interés primordial. Esto no
resolveria unicamente los problemas ecolégicos mencionados sino que también
aumentaria el rendimiento econdémico de la agricultura (Quirarte, 1985), el cultivo de
hongos, principalmente del género Pleurotus representa una alternativa
biotecnolégica para solucionar dicha problematica, ya que posee diversas ventajas.
Esto debido a que pueden usar los residuos agroindustriales como sustratos para su
cultivo, ya que estos microorganismos tienen la capacidad de desintegrar las
estructuras rigidas de las paredes celulares de las plantas principalmente de lignina,
para obtener nutrientes y asimilarlos para su nutricion. Por lo que por un lado se
aprovechan los desechos agroindustriales que ocasionan contaminacién ambiental y
se emplean para obtener otro alimento rico en nutrientes como son los hongos

comestibles.

Pleurotus ostreatus tiene una amplia adaptacion a diversos sustratos lignocelulosicos
como son: aserrin de varias clases de maderas, pajas de casi todo tipo de cereales
como arroz, avena, cebada centeno, mijo, maiz (olotes) y trigo, y desperdicios de la

industria papelera, entre otro

3.1. Degradacion de los sustratos agricolas

El sustrato es el material sobre el cual crecen los hongos y es degradado para su
asimilacion. Por su naturaleza quimica esta en relacion directa con las necesidades
de crecimiento de los hongos. Las especies de Pleurotus degradan el complejo

lignina celulosa para absorber sus nutrientes, por o que crecen en madera o en
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productos relacionados con ella. La pared celular de los tejidos vegetales esta
compuesta de celulosa y lignina, que son sustancias quimicas muy complejas,
dificiles de degradar y que solamente los hongos y las bacterias descomponen,
debido a que poseen enzimas que rompen esas moléculas y liberan a la celulosa y a
la hemicelulosa de la lignina (Avila, 2005). El complejo lignocelulolitico en la madera
se localiza en una matriz con concentraciones variables de lignina, celulosa y
hemicelulosa. Las diferencias quimicas y morfolégicas pueden variar
considerablemente en maderas de diferentes especies de arboles (Blanchette,
1995).

El contenido de celulosa va de 40 a 60 %, el de hemicelulosa de 15 a 50 % y el de
lignina de 10 a 30 %, dependiendo del tipo de vegetal, del tejido y edad del mismo.
La organizacién celular es bastante regular; una pared regular tipica de un tejido
vegetal esta constituida por una laminilla media, una pared primaria y otra
secundaria; esta ultima compuesta a su vez, por tres capas: S1, S, y S3 (Figura 3).

Por lo regular la capa S; es la de mayor espesor comparada con las otras.

Interior
cé&lula 2

Pared celular
> primaria

Membrana 2
celular =3
Lamela media «

Interior
célula 1

Figura 3. Diferentes capas que forman la pared de una célula vegetal adulta.
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En la laminilla media se encuentra casi toda la lignina; la pared secundaria contiene
muy poca lignina, esta constituida principalmente por polisacaridos. A cada capa de
la pared secundaria se adhieren la celulosa y cantidades minimas de otros
constituyentes formando estructuras longitudinales llamadas microfibrillas, dentro de
cada una de las cuales se encuentran las moléculas lineales de celulosa unidas
lateralmente por puentes de hidrégeno y por fuerzas de Van der Waals. Los grados
de ordenamiento de las moléculas de celulosa difieren; cuando estan altamente
ordenadas se les conoce como cristalinas, mientras las regiones con menor grado
de ordenamiento se denominan amorfas. Esta intima asociacion fisica se considera
responsable de su resistencia a la degradacion biolégica. En las regiones amorfas,
entre cristales de celulosa, se encuentra también hemicelulosa, minerales y otros
materiales como grasas, ceras, aceites esenciales, taninos, resinas, carbohidratos

solubles y proteinas (Quirarte, 1985).

3.2. Composiciéon quimica de la lignocelulosa

La lignocelulosa es producida como resultado de la actividad fotosintética, donde
interviene la energia solar, agua y diéxido de carbono atmosférico. La asimilacion
fotosintética en plantas conduce a la formacion de carbohidratos, los cuales son
metabolizados para producir: (a) celulosa, (b) hemicelulosa y (c) lignina (Abdullah y
Zafar, 1999).

a) La celulosa es la sustancia mas abundante en el reino vegetal, debido a que es el
mayor componente estructural de la pared celular de las plantas; es un polisacarido
de alto peso molecular formado por unidades de D-glucosa con uniones 1-4 [3-
glucosidicas en la posicidon ecuatorial estable (Figura 4). La molécula es alargada y
plana, sin ramificaciones, identificandose quimicamente tres tipos de celulosa: alfa-,

beta- y delta celulosa.
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Figura 4. Estructura quimica de la celulosa

En la naturaleza es encontrada casi exclusivamente en las paredes celulares de las
plantas, aunque también la producen algunos animales (por ejemplo, los tunicados)
y algunas bacterias. A pesar de las grandes diferencias en la composicién y
estructura anatdomica de las paredes celulares de las plantas, estas presentan un
alto contenido de celulosa, que constituye aproximadamente del 35-50% del peso
seco de la planta. Una caracteristica importante de la celulosa, relativamente inusual
en los polisacaridos, es su estructura cristalina. La naturaleza cristalina de la
celulosa implica un orden estructural en el cual todos los atomos estan arreglados,
uno con respecto al otro. Una caracteristica importante de la cristalinidad es que las
moléculas de las micro fibras individuales estan lo suficientemente cerradas para
impedir la penetracién no solo de enzimas, sino también de moléculas de agua. Sin
embargo, las fibras de celulosa contienen varios tipos de irregularidades, tales como:
enrollamientos de las micro fibras; 6 huecos en la superficie, como son: microporos
y capilares. Dada la heterogeneidad estructural dentro de las fibras, es que estas
son parcialmente menos hidratadas por el agua cuando son sumergidas en un medio
acuoso. No obstante, existen algunos microporos y capilares lo suficientemente
espaciosos para permitir la penetracion de moléculas relativamente grandes,
incluyendo en algunos casos enzimas celuldsicas. Por tal motivo, cuando se realizan
estudios sobre hidrdlisis y utilizacion microbiana son usadas celulosas purificadas,
que varian considerablemente en su estructura fina, y la eleccion del sustrato para
tales estudios afectaran sin duda alguna los resultados obtenidos. Las holocelulosas,
tales como el Solka Floc, son producidas por la deslignificacion de la madera u otros

materiales. Estos materiales contienen cantidades considerables de varias
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hemicelulosas y frecuentemente presentan pesos de baja densidad, lo cual provoca

el levantamiento de algunas fibras de celulosas (Lynd et al., 2002).

Por otro lado las celulosas microcristalinas (por ejemplo Avicel y Sigmacel) son casi
celulosas puras y el tratamiento de dilucién acida usado en su preparacién remueve
las hemicelulosas y el exceso de regiones amorfas de las fibras de celulosa. La
diferencia de las celulosas microcristalinas comerciales, radica principalmente en la
distribucion del tamafio de particula, el cual tiene implicaciones significativas en el
indice de hidrdlisis y utilizacion. Debido a la complejidad estructural de la celulosa
pura y a la dificultad de trabajar con sustratos insolubles, se recomienda
ampliamente, usar celulosas altamente solubles, tal como la carboximetilcelulosa
(CMC), como sustrato para estudiar la produccién de endoglucanasas (Lynd et al.,
2002).

b) Hemicelulosa: Esta constituida por un grupo de polisacaridos no tan homogéneo
como el de la celulosa, a saber: xilanos, beta-mananos, galactanos y L- arabianos
(Figura 5); los xilanos son los mas abundantes en el material lignoceluldsico. A
diferencia de la celulosa cada molécula de hemicelulosa comprende mas de un tipo
de unidades de azucares, los cuales presentan ramificaciones mas cortas (Abdullah
y Zafar, 1999).
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Figura 5. Estructura de la hemicelulosa.

¢) Lignina: Es el segundo polimero natural mas abundante después de la celulosa,
se encuentra en la pared celular de las plantas y es la encargada de darle una

estructura rigida, asi como de constituir una barrera fisica para los agentes



patégenos. Por tanto es considerada como un polimero de baja digestibilidad. La
lignina se encuentra en plantas lefiosas como mazorca, cascara, porciones fibrosas
de raices tallo, hojas y rastrojos. Las maderas contienen mas lignina que cualquier
otra planta, su contenido aumenta conforme la planta madura, y sus ligaduras
quimicas, en especial de celulosa y hemicelulosa, reducen la digestibilidad de esta
dltima (Avila, 2005). La estructura de la lignina varia no solo de especie a especie,

también de arbol a arbol dentro de la misma especie (Abdullah y Zafar, 1999).

La lignina es un polimero estructural de las plantas vasculares, formada por
unidades de fenil propano; proporciona a las plantas rigidez y union entre sus
células, ademas de disminuir la permeabilidad del agua a través de las paredes
celulares y proteger a las células de invasiones por microorganismos. La molécula

de la lignina presenta una estructura ramificada e irregular (Figura 6).

Figura 6. Estructura de la lignina (Kirk y Farrell, 1987).

3.3. Implicacién de las enzimas en la degradacion de los sustratos

Quimicamente las enzimas son mediadoras del metabolismo encargadas
practicamente de toda reaccidon que transcurra en una célula; sin ellas las reacciones
metabolicas ocurririan tan lentamente que serian imperceptibles; por tanto en
ausencia de enzimas la vida seria imposible. Las enzimas poseen una extraordinaria

potencia catalitica, que es generalmente mayor que la de los catalizadores sintéticos
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o inorganicos. Un catalizador es una sustancia que aumenta la rapidez o velocidad
de una reaccion quimica. Cabe mencionar que las enzimas reciben el nombre y se
clasifican de acuerdo a las reacciones que catalizan. La mayor parte de estas tiene
un nombre que se forma adicionando el sufijo “asa” al nombre del sustrato sobre el

cual actuan o a un término que describe las reacciones que catalizan.

La sustancia sobre la que actua una enzima se denomina sustrato de esa enzima.
Las enzimas reunen los sustratos en un lugar especial de la superficie denominado
centro activo o centro catalitico para formar un complejo enzima-sustrato y

posteriormente su conversion en otros productos (Melo et al., 2007) (Figura 7).

I:] O sustratos

e — enzima
centro activo

complejo
enzima sustrato

J pr r)(‘h to > @

s el

Figura 7. Representacion esquematica que muestra la formacion del complejo enzima-sustrato vy
su conversion en productos (Melo et al., 2007).

La utilizacion de los sustratos lignocelulésicos por los hongos comestibles depende
de su capacidad para sintetizar enzimas extracelulares oxidativas (lignoliticas) e
hidroliticas (celulasas y hemicelulasas) para convertir compuestos individuales
(celulosa, hemicelulosa y lignina) en compuestos de bajo peso molecular, que
puedan ser asimilados para su nutricion. Por tal motivo, la produccion de estas
enzimas por los hongos es una parte crucial en el proceso de colonizacién y
determinante en la produccion de cuerpos fructiferos (Buswell et al., 1996). Las
celulasas son enzimas hidroliticas que participan en el rompimiento de los enlaces

glicosidicos B-1,4 presentes en los polisacaridos (celulosa). Las celulasas son
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producidas por una gran variedad de microorganismos entre los que se encuentran

hongos y bacterias (Ponce y Pérez, 2002).

Los microorganismos que pueden degradar celulosa cristalina producen un sistema
complejo de enzimas que es denominado en forma general celulasa; cada sistema o
complejo celulasa estd compuesto de una variedad de enzimas con diferentes
especificidades y modos de accion, que actuan en sinergismo para hidrolizar la
celulosa. Los componentes del sistema de celulasas, fue clasificado primero en base
a su modo de accién catalitica y mas recientemente se ha clasificado con base a sus

propiedades estructurales (Lynd et al., 2002).

Existen tres tipos de enzimas que actuan en la degradacion de la celulosa, a saber:
(1) endoglucanasas o 1-4-B-D-glucan-4-glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4), (2)
exoglucanasas, que incluye a las 1-4-B-D-glucan-4-glucanohidrolasas (también
conocidas como celodextrinasas) (EC 3.2.1.7.4) y 1-4-3-D-glucan-4-celobiohidrolasas
(celobiohidrolasas) (EC 3.2.1.9.1), y (3) B-glucosidasas 6 B-glucosido glucohidrolasas
(EC 3.2.1.2.1). Las endoglucanasas rompen en forma aleatoria los enlaces internos
de la molécula (celulosa) en las regiones amorfas, generando oligosacaridos de
varias longitudes y consecuentemente nuevos terminales de cadena. Las
exoglucanasas atacan gradualmente las moléculas de celulosa de los terminales no
reductores liberando subunidades de glucosa (glucanohidrolasas) o celobiosa
(celobiohidrolasa) como productos principales. Y las B-glucosidasas hidrolizan a las
celodextrinas solubles y celobiosa, producidas por las actividades anteriores,

originando como producto final a la glucosa (Figura. 8) (Lynd et al., 2002).
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Figura 8. Representacion esquematica, donde se muestra la hidrdlisis de la celulosa microcristalina y
amorfa, por el sistema de celulasas (Lynd et al., 2002).

Un aspecto importante y crucial de los hongos filamentosos celuliticos es que tienen
la capacidad de penetrar en los sustratos celulésicos a través de sus extensiones
hifales, de esta manera pueden confinar su sistema celulasa en el interior de las

particulas celulésicas (Lynd et al., 2002).

3.4. Mecanismos de biodegradacion de lignocelulosa

Quimicamente y morfolégicamente existen distintos tipos de degradacion del sustrato
por hongos. La degradacion de madera por hongos se puede separar en tres grupos
principales (cuya denominacién es basada en los cambios fisicos causados en la

madera por su accién): de pudricién blanca, blanda y café.

Pudricién blanca

Los organismos que ocasionan la pudricion blanca son un grupo de hongos, en
donde se encuentran los basidiomicetes y son caracterizados por su habilidad para
degradar todos los componentes de la pared celular, incluyendo la lignina. Pleurotus

ostreatus se situa en este tipo de pudricién. La razéon por la que atacan la pared
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celular de los sustratos es incierta; sin embargo se relaciona con las enzimas

oxidativas producidas por los hongos.

Los hongos de pudricién blanca que deslignifican la madera presentan un gran
interés de investigacion, debido a la capacidad que estos tienen de modificar o
degradar la lignina y por la transformacién de los sustratos lignocelulésicos para la

alimentaciéon de rumiantes con altas cualidades.

Pudricién blanda

Este término fue usado por primera vez por Savory (1954), que describe el ataque de
la madera en ambientes humedos por hongos. Este tipo de pudricion la llevan a cabo
principalmente los Ascomicetes y Deuteromicetes. Estos microorganismos atacan a
la lignina en menor grado. Los bordes de la madera por la desintegracién de esta

tienen una apariencia humeda, café, blanda y presenta grietas.

Pudricién café

La lignocelulosa en la madera es drasticamente alterada por los hongos de pudricion
café. Una caracteristica distintiva de los hongos de pudricion café, es su capacidad
para despolimerizar la celulosa rapidamente en el proceso de desintegracion
causando pérdidas sustanciales en las propiedades de rigidez de la madera
(Blanchette, 1995).

3.5. Importancia industrial de las enzimas

Las pectinasas fueron empleadas en 1930 por primera vez en la industria
alimentaria. Posteriormente en las siguientes dos décadas, el uso de celulasas,
xilanasas, hemicelulasas y pectinasas se incremento considerablemente
especialmente en la industria textil, alimentaria, cervecera y de vino; asi como en la
industria de la pulpa y papel. Actualmente, estas enzimas constituyen el 20 % del
mercado en el mundo, y son producidas principalmente por Trichoderma y
Aspergillus (Bhat, 2000).
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Aplicaciones
En la industria textil las celulasas juegan un papel muy importante en el destefiido de
la mezclilla, ya que se usan para remover el color azul indigo y dar una apariencia de

destenido o deslavado.

Por otro lado, las celulasas también se afiaden a los detergentes quita pelusas,
debido a que la enzima degrada las microfibrillas que se separan parcialmente de las
fibras principales, restituyendo a las fibras una superficie suave y a la prenda su color
original. Dentro de la industria alimentaria, las celulasa se usan para favorecer la
extraccion vy filtracion de jugos de frutas o verduras, filtracion de mostos, extraccion
de aceites comestibles, etc. Asi mismo, se usan en la hidrdlisis principalmente de
materiales lignoceluldsicos para mejorar la digestion de rumiantes (Ponce y Pérez,
2002).

Otras enzimas de igual importancia que las mencionadas anteriormente, son las
xilanasas, donde una de sus aplicaciones mas importantes es en la industria de la
pulpa y del papel. El pulpeo Kraft involucra el cocimiento alcalino de la pulpa para
remover el 95% de la lignina presente en la madera. El 5% del remanente le confiere
a la pulpa el color café pardo oscuro. Por razones estéticas y para mejorar las
propiedades del papel es necesario un paso de blanqueo, el cual tradicionalmente se
hacia por un proceso multietapas, que utiliza cloro o diéxido de cloro. Los productos
alternos de estos compuestos quimicos son sustancias cloradas, algunas de las
cuales son toxicas, mutagénicas, persistentes y bioacumulativas que causan
numerosos dafos en los sistemas bioldgicos. En los ultimos diez anos, la industria de
la pulpa y el papel utiliza mezclas de xilanasas en el proceso de bioblanqueo, con
esto se ha logrado realzar la brillantez de las pulpas y disminuir la cantidad de cloro
utilizado, ademas de resultar muy efectivas con respecto a los costos (Ponce y
Pérez, 2002).
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3.6. Antecedentes de investigaciones relacionadas con la actividad enzimatica
de diversas cepas de hongos

Se ha estudiado la produccion de enzimas celuliticas en diversas especies de
hongos comestibles pertenecientes al género Pleurotus, tanto en fermentacién sélida
como liquida (o sumergida). En ambos casos se han examinado diversos factores

que afectan o favorecen la produccion de estas enzimas.

En cuanto a los factores de los que depende la produccién extracelular de celulasas
durante la fermentacion liquida, tenemos: fuente de carbono, por lo que se han
usado particulas de paja de trigo y viruta de madera (Inglis et al., 2000), extractos de
paja de trigo y tabaco (Garzillo et al., 1994), 6 algun tipo de celulosa comercial como
Solka Floc, celulosa microcristalina (Lynd et al., 2002) y CMC (Buswell et al., 1996),
con la finalidad de inducir la produccion de celulasas en los medios de cultivo; asi
como también es importante un pH 6ptimo del medio, el cual se ha reportado de 6 a
6.5 (Elisashvili et al., 2008a; Inglis et al., 2000; Buswel et al., 1996; Garzillo et al.,
1994) vy la temperatura (Inglis et al., 2000) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Antecedentes relacionados con la actividad de celulasas por diferentes
cepas de hongos mediante fermentacion liquida.
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Investigacion Organismos Sustrato para Método para Autor

determinar la la deteccion
produccioén de de azucares
celulasas reductores
Efecto de la composicion del Trichoderma Papel filtro Ghose (1987) Ahamed y
medio de cultivo en la reesei’s Vermette,
morfologia de Trichoderma 20009.
reesei’'s y la produccion de
celulasas
Lacasas de P. ostreatus P. ostreatus 2,6-dimetoxi Tecuitl-
observadas en diferentes fenol (DMP) Berestain
fases de su crecimiento en etal.,
fermentacion sumergida: 2008.
produccién de nuevas
isoformas de lacasas
Estudios sobre la fermentacion Pleurotus tuber- Wu et al.,
sumergida de Pleurotus tuber- regium (Fr.) 2003.
regium (Fr.)
Singer- Parte 1: factores
fisicos y quimicos que afectan
el rango de crecimiento
micelial y la eficiencia de
bioconversion
Producciéon de celulasas vy 4 cepas Papel filtro (7 Del acido Inglis et al.,
xilanasas por basidiomicetes agrupadas en el mm de dinitrophtalico. 2000.
de temperaturas-bajas (LTB) taxon, Coprinus diametro;
psychromordibus ~ Whatman No.1),
CMC y avicel
Perfiles de enzimas Lentinula edodes  La Actividad de Nelson- Buswell et
lignoceluliticas de hongos (L54) endoglucanasas Somogyi al., 1996.
comestibles (CMC) y para (Somogyi,
P. sajor-caju las 1954).
(PI-27) exoglucanasas,
Avicel
V. Volvacea
(V14)
Propiedades hidroliticas de Pleurotus CMC, p- Nelson (1944).  Garzillo et
celulasas extracelulares de ostreatus nitrophenyl-3-D- al., 1994.
Pleurotus ostreatus “florida” celobiosida
(pPNPL) o
celobiosa

Por otro lado, en lo que se refiere al estudio de la produccién enzimatica por
fermentacion sélida de diferentes cepas del género Pleurotus, se han empleado una
gran variedad de desechos lignocelulésicos disponibles, tales como: paja de trigo
(Elisashvili et al., 2008a; Lechner y Papinutti, 2006), bagazo de cafia de azucar
(Membrillo et al., 2008; Marquez-Araque et al., 2007; ), pulpa de café (Velazquez-
Cedefio et al., 2002; Salmones y Mata, 2002), rastrojo de maiz (Avila, 2005),
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desechos de platano (Reddy et al., 2003), entre otros; con la finalidad de evaluar la

produccion de cuerpos fructiferos y la actividad enzimatica de dichas cepas.

Con respecto a la produccion de cuerpos fructiferos por especies de Pleurotus, es
importante mencionar los resultados obtenidos por Sihuanca, 2009; acerca de las
Eficiencias Biolégicas alcanzadas por algunas de las cepas estudiadas en este
trabajo de investigacion. En el cuadro 3, se observa que las cepas 30, 98, 253 y 257,
presentaron variacion en cuanto a su EB en las diferentes formulas de sustrato
usadas, sin embargo, la cepa CP-30 mostré la mayor EB en la formula 22 con 104.95

%, seguida de la cepa CP-98, en la formula 20 con 63.31 %.

Cuadro 3. Comparacion de la EB mostrada por cepas de Pleurotus en diversas formulas.

Eficiencia biolégica

Cepa Especie Férmula C17 Férmula C18 Férmula C19 Férmula C20 Férmula C22

CP-30 P. levis 81.21+9.28 bc  83.38+5.93c  72.48+14.72c 101.51425.02 ab 104.95+11.90 a
CP-98  Pleurotus spp NP NP 46.72+1857b  63.31%10.1a 39.50+9.39 b
CP-253 P. djamor 479324540 a 51.503+6.30 a NP 50.685+2.00 a 46.59814.88 a
CP-267  P. ostreatus 52+7.31 a 49.01+3.60 a 27.6+10.4 ¢ 32.38+3.72 b 57.30+9.01 a

Fuente: Sihuanca, 2009.

Otro trabajo interesante, es el realizado por Ramirez, 2005; quién estudio la EB, de
las cepas CP-253 y CP-50 en sustrato de aserrin (con pH 11) y paja de trigo; quién
reporta que la cepa CP-50 presentd una mayor EB en el sustrato paja de trigo con
135.9 % (Cuadro 4).

Cuadro 4. Comparacion de la EB mostrada por cepas de Pleurotus en diversas formulas.

Eficiencia biolégica

Cepa Especie
Aserrin Paja de trigo
CP-253 P. djamor 14.1 £ 2.36* 120.1 £ 7.41
CP-50 P. ostreatus 94.8 + 3.80* 1359+5.3

*pH 11, del sustrato

Fuente: Ramirez, 2006.

Estos resultados indican que la EB producida por las diferentes especies de

Pleurotus, depende de la cepa y la afinidad de estas al sustrato.
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por cepas de Pleurotus, tenemos los siguientes (Cuadro 5):

Y en referencia a los trabajos de investigacion para evaluar la actividad enzimatica

Cuadro 5. Antecedentes relacionados con la actividad de celulasas por diferentes
cepas de hongos comestibles mediante fermentacion sélida.

Investigacion organismos Tipo de Sustrato para Método para Autor
fermentacion determinar la la deteccion
produccién de de azucares
celulasas reductores
Evaluacién de L. edodes Paja de trigo y CMC DNS Elisashvili
la actividad de IBB 123, hojas de arbol vy en papelfiltro (Miller, 1959) etal.,
enzimas L. edodes Fagus sylvatica). 2008a.
lignoceluliticas IBB 363, Y sumergida
de cepas de L. L. edodes (50 ml de medio
edodes y IBB 369, con cascaras de
Pleurotus  spp. P. dryinus mandarina,
En IBB 903, manzana y
fermentacion en  P. ostreatus  platano, con una
estado sdlido y IBB 8, concentracion de
sumergida de P. ostreatus glucosa de 40 g/l)
varios sustratos IBB 108,
lignoceluldsicos P.
tuberregium
IBB 624,
P. ostreatus
IBB 2175y
P. ostreatus
IBB 2191
Se estudio el 2cepasde Bagazo de cafa CMC DNS Membrillo
efecto del Pleurotus de azucar (Miller, 1959) etal.,
tamario de ostreatus 2008.
particula del (IE-y CP-50)
sustrato y la
adicion de
fuentes de
nitrogeno en la
produccién de
proteinas y
enzimas
lignoceluliticas
Se estudio la Trametessp. Bagazo de cafa CMC DNS Marquez-
actividad (EUM1), de azucar (Miller, 1959) Araque et
enzimatica y Pleurotus al., 2007
especifica de ostreatus
xilanasas, (IE8) Y
celulasas y  Aspergillus
lacasas niger
(AD96.4)
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rastrojo de maiz

Produccién de Lentinus Paja de trigo CMC 0.5 % para Nelson y Lechnery
enzimas tigrinus (77%), endoglucanasas Somogyi. Papinutti,
lignoceluldsicas suplementada con , Xilano 0.2% 2005.
, durante el harina de trigo para
crecimiento vy (20%) y CaCOs endoxilanasas.
fructificacion del (3%)
hongo
comestible
Lentinus
tigrinus, sobre
paja de trigo
Reduccion  de Pleurotus Pulpa de café CMC DNS Velazquez-
sustratos. ostreatus 'y (Miller, 1959) Cedeiio et
Cultivo de Pleurotus al., 2002.
Pleurotus pulmonarius
ostreatus (IE
38) y Pleurotus
pulmonarius (IE
4, IE 135 e IE
226) sobre
pulpa de café:
cambio en la
produccién de
algunas
enzimas
lignocelulodsicas
Utilizacion del P. ostreatus  Sustrato banana Papel filtro y Reddy et
sustrato banana y CMC al., 2003
para la P. sajor caju
produccién de
enzimas
celuliticas y
lignoliticas  por
fermentacién
sélida del
sustrato,
usando 2
especies de
Pleurotus (P.
ostreatus y P.
sajor caju
Deteccion de 6 cepasde Pulpade café CMC DNS Salmones
enzimas Pleurotus (Miller, 1959). y
extracelulares spp.: P. Mata, 2002
producidas por  djamor (Fr)
Pleurotus spp. Boedjin, IE-
crecidas sobre 121y IE-
pulpa de café 218; P.
ostreatus
(Jacq. Fr.)
Kumm, IE-
38, IE49,y
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La habilidad de estos hongos para degradar materiales lignoceluldsicos se debe a su
eficiente sistema enzimatico, el cual produce hidrolasas (celulosas y hemicelulasas),
que son responsables de la degradacion de polisacaridos; asi como oxidasas que
degradan la lignina (lignoliticas) y abren los anillos feniles (Sanchez, 2009). En el
caso particular del género Pleurotus, las actividades de lacasas y endoglucanasas
han sido asociadas con las etapas de colonizacion y fructificaciéon de estos hongos
(Salmones y Mata, 2002).

Por tal motivo, al considerar todos los factores antes mencionados de los que
depende la producciéon de celulasas por las cepas en estudio, como resultado se
obtendran mejores microorganismos celuloliticos; y su posterior cultivo "in vitro" nos
permitira contar con una fuente facilmente disponible de enzimas celuloliticas para

ser utilizadas en la hidrdlisis de residuos lignoceluldsicos.

Diversos sustratos se han utilizado para la determinaciéon enzimatica de hongos
celuloliticos, tales como: CMC (Elisashvili et al., 2008a; Membrillo et al, 2008;
Marquez-Araque et al., 2007; Lechner y Papinutti, 2005; Velazquez-Cedeno et al.,
2005; Reddy et al.,, 2003; Salmones y Mata, 2002; Inglis et al., 2000, Lynd et al.,
2002; Buswell et al., 1996; Garzillo et al., 1994), Avicel (Inglis et al., 2000 y Buswel et
al., 1996) vy papel filtro (Elisashvili et al., 2008a; Inglis et al., 2000 y Reddy et al.,
2003), en la mayoria de las investigaciones. Y en el caso de la medicién de azucares
reductores liberados, se usan frecuentemente dos métodos para su determinacion:
del acido dinitrosalicilico (DNS; Miller, 1959) (Elisashvili et al., 2008a; Membrillo et al.,
2008; Marquez-Araque et al., 2007; Velazquez-Cedefo et al., 2005; Salmones y
Mata, 2002; Inglis et al., 2000; Lynd et al., 2002), y el método de Nelson- Somogyi
(Nelson- Somogyi, 1944) (Lechner y Papinutti, 2005; Buswell et al., 1996 y Garzillo et
al., 1994).

4. PROBLEMA DE INVESTIGACION
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Actualmente el incremento en la demanda de alimentos por la sociedad constituye un
grave problema, debido a que la satisfaccion de esta demanda se logra a través de
actividades agricolas intensivas que provocan el deterioro del medio ecolégico. Otro
problema, también importante es la generacion de residuos agroindustriales y de las

industrias del papel y forestal.

En este sentido la produccién de hongos comestibles constituye una alternativa para
ambos problemas. Se trata de una biotecnologia compatible con el medio fisico,
econdmico y social, si se aplica apropiadamente. Permite obtener biomasa para
consumo humano, sin aumentar la presion sobre los recursos naturales disponibles,
toda vez que se recicla el subproducto por accion del hongo (Martinez—Carrera et al.,
1993). Y como resultado de este proceso biotecnolégico se obtiene un alimento

humano con alto valor medicinal, proteinico, y comercial.

Particularmente las especies del género Pleurotus pueden utilizar casi todos los
desechos agricolas como sustratos, ya que durante el crecimiento del micelio y la
maduracion de los cuerpos fructiferos, secretan enzimas extracelulares para
degradar materiales insolubles en los sustratos a moléculas simples con la finalidad
de obtener nutrientes (Kuforiji y Fasidi, 2008). Las cepas con alta produccion de
estas enzimas podrian mostrar ventajas durante la etapa de colonizacién,
biodegradando los sustratos y produciendo hongos (Buswell et al., 1996; Salmones y
Mata, 2002).

En el Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles (CREGENHC) del
Colegio de Postgraduados, Campus Puebla, se tiene una muestra representativa de
las principales especies de Pleurotus que crecen en México, las cuales han sido
identificadas a nivel molecular. Algunas de estas especies representan recursos
genéticos con sistemas enzimaticos especificos que pueden tener implicaciones
importantes para la produccién comercial de “setas”. A la fecha no se ha
caracterizado la producciéon de enzimas por parte de estos recursos genéticos

nativos. En el presente trabajo de investigacién se planted determinar la produccién
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de celulasas, proteina y biomasa, por diversas especies de hongos comestibles
(Pleurotus) aisladas de diversas regiones de México. Esto permitira llevar a cabo una
seleccidn inicial a nivel de laboratorio, ya que las cepas que presenten una mayor
actividad enzimatica podrian tener la capacidad de degradar mas eficientemente los
compuestos lignocelulésicos y al mismo tiempo, mostrar mejores rendimientos de

hongos comestibles.

5. HIPOTESIS

44



1) Los recursos genéticos nativos de Pleurotus mostraran patrones diferentes en su

sistema enzimatico, especificamente en la produccién de proteina y celulasa.

2) Existira una correlacion entre la produccion de proteina y la enzima estudiada.

6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Caracterizar el sistema enzimatico de diversas especies de Pleurotus que crecen en

México, determinando la produccion de proteina y celulasa. Esto con el objetivo de

desarrollar en el largo plazo un criterio de seleccidén de cepas para la produccion rural

de hongos comestibles.

6.2. Objetivos particulares

Seleccionar un medio de cultivo liquido que estimule la produccion de enzimas
celuloliticas de cepas de Pleurotus.

Comparar la actividad enzimatica de 13 cepas agrupadas en 6 especies
pertenecientes al género Pleurotus, en fermentacion liquida a los 14, 21 y 28
dias de incubacion.

Caracterizar macroscépicamente las colonias desarrolladas en dicho medio.
Evaluar la produccion de biomasa desarrollada por las cepas en estudio.
Evaluar la produccion de proteina de las 13 cepas en estudio en el medio de

cultivo liquido y a los dias de incubacién antes mencionados.

7. MATERIALES Y METODOS
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El presente trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos
Comestibles, del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla. La figura 9 muestra de

manera general la metodologia seguida en este trabajo.

Figura 9. Esquema general que muestra la metodologia propuesta en este trabajo de investigacion.
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Resultados
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Disefo de una estrategia para desarrollar métodos
de produccién mas eficientes y confiables hongos
comestibles en cultivado

7.1. Material biolégico

Se estudiaron 12 cepas de hongos comestibles pertenecientes al género Pleurotus
procedentes de diversas regiones de México y, una cepa comercial de P. ostreatus
(CP-50) usada como testigo. Las cepas se mantuvieron y resembraron en agar papa
dextrosa [(PDA) (Bioxon, México)]. En el cuadro 6, se muestran las especies, la clave
asignada en el CREGENHC (Sobal et al., 2007), donde actualmente se encuentran

depositadas y el lugar de procedencia. El material bioldégico estudiado estuvo
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representado por cepas nativas provenientes de 10 estados, a saber: Chiapas (2
cepas), Durango (1 cepa), Hidalgo (1 cepa), Morelos (1 cepa), Nuevo Ledn (1 cepa),
Puebla (2 cepas), Tabasco (1 cepa) Tlaxcala (1 cepa), Veracruz (1 cepa) y Yucatan

(1 cepa).

Cuadro 6. Cepas del género Pleurotus empleadas en esta investigacion.

Especie Cepa Procedencia
P. cystidiosus CP-18 Veracruz
P. levis CP-30 Puebla
P. djamor CP-44 Morelos
P. ostreatus CP-50 Comercial
P. spp. CP-98 Hidalgo
P. djamor CP-120 Puebla
P. djamor CP-171 Yucatan
P. spp. CP-194 Tlaxcala
P. djamor CP-253 Tabasco
P. djamor CP-257 Chiapas
P. djamor CP-261 Chiapas
P. ostreatus CP-267 Nuevo Ledn
P. pulmonarius CP-328 Durango

CP= Colegio de Postgraduados.

7.2. Investigaciones preliminares para determinar el medio de cultivo que
promueva la actividad de la enzima celulasa

Con la finalidad de seleccionar un medio de cultivo que estimulara la producciéon de
la enzima celulasa en las cepas de Pleurotus, se llevaron a cabo diversos ensayos
(anexo 1) cultivando unicamente la cepa CP-50 (P. ostreatus) en 6 medios de cultivo
liquidos, a saber: caldo papa dextrosa (PDB, Difco), extracto de Malta (Marca
comercial), medio completo para levaduras (CYM), extracto de paja de trigo (E.P.T.),
extracto de paja de trigo mas peptona (E.P.T. + P) y Solka Floc (S.F.). En el anexo Il
se muestran las cantidades y el modo de preparacion de los medios de cultivo
utilizados y en el anexo lll se reportan los resultados encontrados. Siendo el medio

de cultivo Solka Floc el que demostré la mayor actividad enzimatica por lo que se
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decidié continuar las investigaciones con dicho medio y cuya preparacién es la

siguiente.

Medio de cultivo liquido con Solka Floc usado como fuente de carbono

Este medio fue preparado de acuerdo a Elisashvili et al (2008a), quien reportd las
siguientes cantidades de reactivos para preparar un litro de medio de cultivo: 10.0 g
de glucosa (J.T. Baker), 1.0 g de NH4sNO3 (J.T. Baker), 0.8 g de KH,PO,4 (J.T. Baker),
0.2 g de Na;HPO4 (Quimica Meyer), 0.5 g de MgSO,4-7H,0 (J.T. Baker), 2.0 g de
extracto de levadura (Bioxon). Posteriormente, el medio de cultivo fue esterilizado a
121 °C, durante 25 min. Se vertieron 13 ml del medio de cultivo en cajas Pétri (60x15
mm) bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar (VECO,
México). Cabe mencionar que, la glucosa fue sustituida por el reactivo Solka Floc y el

NH4NO;3; por peptona.

7.3. Inoculacion de los medios de cultivo

Todas las cepas fueron cultivadas en cajas Pétri con medio de cultivo agar papa
dextrosa (PDA). Una vez que el micelio cubri6 las cajas Pétri, se tomaron pequefios
circulos de aproximadamente 0.5 cm de diametro, los cuales sirvieron para inocular
el medio de cultivo liquido Solka Floc. Cada caja de Pétri fue sembrada con un

inoculo de 0.5 cm de diametro previamente colonizado por la cepa en estudio.

7.4. Muestreo
Se programé una cinética de crecimiento a diferentes dias de incubacién (0, 14, 21y
28 dias). Durante cada tiempo se fueron tomando muestras aleatorias (n= 2) de cada

cepa, es decir dos cajas por tiempo y se procedieron a su analisis o estudio.

7.5. Obtencion del extracto enzimatico

Una vez que las colonias fueron cosechadas, se procedié a homogenizar el medio de
cultivo liquido con una micro pipeta (Rainin, U.S.A) utilizando puntas estériles. Se
tomaron 2 ml del medio de cultivo y colocaron en tubos Eppendorf de la misma
capacidad; estos fueron rotulados especificando la cepa, el tiempo de incubacién, la

réplica y la fecha. Las muestras se centrifugaron en una microcentrifuga (Eppendorf,
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E.U.A) a 5000 rpm, durante 7 min, a temperatura ambiente para obtener el

sobrenadante el cual fue almacenado a -20 °C.

7.6. Analisis de las variables

A continuacion se describe la manera en que se analizaron las variables consideras
en esta investigacion. La figura 10 resume la metodologia seguida en esta parte del
trabajo.

Figura 10. Diagrama general de la metodologia utilizada para determinar la actividad enzimatica,

produccion de la biomasa y de proteinas, asi como la caracterizacion macroscépica de
las cepas de Pleurotus en medio de cultivo liquido con Solka Floc, como fuente de

carbono.
|| Material biolégico ||
‘s . Medicion del pH
Inoculacién en el medio de :e;ﬂ;%ioedz
cultivo liquido con Solka Floc cultivo estéril
Cinética de crecimiento
(0, 14, 21 y 28 dias de incubacion) a
25°C
1. Determinacioén 2. Determinacion 4. Determinacion de | 3. Caracterizacion
de la actividad de la biomasa produccidén de protein: macroscopica de
enzimatica (Peso seco del las colonias
(celulasa) micelio)

7.6.1. Determinacién de la actividad de la enzima celulasa

La determinacion de celulasa se llevo a cabo por el método de Miller (1959) usando
el acido dinitrosalicilico y como sustrato se usé carboximetilcelulosa (CMC, SIGMA).
La longitud de onda se fij6 a 540 nm. El diagrama de flujo que resume los principales

pasos para determinar la actividad de la enzima celulasa se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Diagrama que muestra como se determino la actividad de la enzima celulasa en las cepas
cultivadas en medio de cultivo liquido con Solka Floc, como fuente de carbono.

Determinacion de la produccion de
celulasa

Reactivos:
- Acido dinitrosalicilico (DNS)
- Substrato: Carboximetilcelulosa
(CMC)
- Buffer citrato (0.05 M, pH 4.8)

Obtencién del extracto
enzimatico

Las muestras se depositaron en
tubos eppendorf de 2 ml (n=3)

Contenido de la mezcla de reaccion:
-0.9ml, CMC
—P - 0.1 ml de extracto enzimatico
En tubos de ensaye por triplicado

Centrifugacion a 5000 r.p.m por
7 min

|
|| Recuperacién del sobrenadante || || Tiempo de incubacion: 20 min a 45 °C ||

Almacenamiento de las ||
muestras a -20 °C

Agregar 1.5 ml de DNS ||

Homogenizar las muestras
por 5 seg

Colocar los tubos en agua
hirviendo por 5 min

Sacar los tubos del bafio maria
y sumergir en agua helada por 2
min

Medir de la absorbancia a
540 nm

Resultados ||

50



Preparacion de los reactivos

Preparacion del citrato de sodio

Para la preparacion de este reactivo se vertieron 360 ml de agua destilada y estéril
en un vaso de precipitado y enseguida se le agregd el citrato de sodio
(CeHsNasz0O7-2H,0, 14.71 g/l) (Sigma, E.U.A.), esta mezcla se agito en una parrilla de

agitacion (Thermolyne).

Preparacion del acido citrico

Bajo las mismas condiciones que en el caso anterior, se vertieron 640 ml de agua
destilada y estéril en un vaso de precipitado y posteriormente se adicion6 el acido
citrico (CsHs07-H20, 10.5 g/l) (Sigma, E.U.A.).

Preparacion del buffer citrato (0.05 M, pH 4.8)

La preparacién del buffer citrato también se llevo a cabo en condiciones de agitacion,
se agregd primero la solucién del citrato de sodio (CsHsNaszO7-2H,O, 14.71 g/l)
(Sigma, E.U.A.), y se tom¢ la lectura del pH inicial de la solucién. Posteriormente fue
adicionada poco a poco la solucion de acido citrico (CeHg07-H20, 10.5 g/l) (Sigma,

E.U.A.), hasta lograr ajustar el pH de la solucién citrato a 4.8.

Preparacion del sustrato (CMC)

Se disolvid 1 g de carboximetilcelulosa (Sigma, E.U.A.), en 100 ml de buffer citrato de
sodio (0.05M, pH 4.8). Para disolver esta mezcla, fue necesario usar una parrilla de
agitacion y agregar lentamente la carboximetilcelulosa hasta diluirla completamente
(este procedimiento dur6é aproximadamente 2 h). El sustrato se almacen6 a 4 °C

hasta su uso.

Preparacion del DNS 1%

El reactivo del &cido dinitrosalicilico (DNS, Sigma) al 1% se prepar6 pesando 10 g de
acido dinitrosalicilico (Sigma, E.U.A.), 2 g de fenol (Sigma, E.U.A.), 0.5 g de sulfito de
sodio (J. T. Baker) y 10 g de hidroxido de sodio (J. T. Baker) en 1 | de agua destilada
previamente esterilizada. Este reactivo se conservo en un frasco Schott, cubierto con

papel aluminio y almacenado a temperatura ambiente.
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Curva estandar a base de glucosaal 0.1 M

Se preparé una solucion de glucosa al 0.1 M para realizar la curva estandar. Para tal
fin se disolvieron 0.901 g de glucosa (J. T. Baker), en 50 ml del buffer citrato (0.05 M,
pH 4.8). Posteriormente se realizaron tres diluciones que sirvieron para graficar una
curva de concentraciones conocidas con la finalidad de calcular los azucares

reductores liberados por la enzima celulasa (Cuadro 7) (Anexo V).

Cuadro 7. Diluciones de glucosa y sus respectivas concentraciones (uMol/ml),
para realizar la curva estandar.

Dilucion de glucosa Concentracion de glucosa pMol/ml ECU
1:25 (2 ml / 50 ml) 4.0 6.67
1:15 (3 ml / 50 ml) 6.0 10.01
1:10 (3 ml / 50 ml) 10.00 16.67

ECU= Unidad de enzima celulasa.

Reaccion enzimatica

La mezcla de la reaccién se preparé colocando 0.9 ml de sustrato (CMC) y 0.1 ml de
extracto enzimatico (segun la dilucidon que requiera cada muestra en estudio), en
tubos de ensaye por triplicado. El tiempo de incubaciéon fue por 20 min, a 45 °C,
transcurrido este tiempo se adicionaron a las muestras 1.5 ml de DNS. Cabe
mencionar que para cada muestra se prepard un blanco, el cual se realizé con las
mismas cantidades de reactivos, solo que el extracto enzimatico se adiciond después
de agregar el DNS, al final del tiempo de incubacion. Las mezclas se homogenizaron
en un voértex y, enseguida los tubos se colocaron en agua hirviendo por 5 min, e
inmediatamente después fueron transferidos a un recipiente con agua helada, para
detener la reaccion. Todas las lecturas de la cinética se midieron a 540 nm en un
espectrofotometro (PerkinElmer, Lambda EZ201, E.U.A.).

Actividad especifica de la enzima celulasa

Un valor adicional que se obtiene de acuerdo a lo reportado por Mirzaakhmedov et al
(2007), Han et al (2005) y Li et al (2005), consiste en calcular la actividad especifica
de la enzima presente en el medio de cultivo. Este valor se calcula dividiendo la

actividad enzimatica entre la proteina total (expresada en mg).
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7.6.2. Determinacion de la produccion de biomasa

A los diferentes dias de incubacién se tomaron simultdneamente muestras del
extracto enzimatico y de la biomasa producida por cada cepa. Para obtencion de la
biomasa desarrollada por las cepas, se cosechd el micelio producido por cada cepa
con la ayuda de una espatula estéril, y se colocd en una charola de aluminio,
previamente pesada; se tomo el peso fresco de las colonias y posteriormente se
colocaron en un horno (Felisa, 144AD, México) a 95 °C por 24 h y registrando al final

el peso seco.

7.6.3. Determinacion de proteina

La determinacién de proteinas se llevo a cabo en cada uno de los tiempos (0, 14, 21,
28 dias). La proteina total se determino por medio del Kit de Bio-Rad Protein Assay
(Bio-Rad, U.S.A.) el cual se basa en el método de Bradford (Bradford, 1976). Este
método incluye la adicion de un colorante acido a la solucion con proteina y la
subsecuente medicién a 595 nm con un espectrofometro (PerkinElmer, Lambda
EZ201, E.U.A.). Posteriormente, se compara con una curva estandar que provee la

concentracion de la proteina.

Preparacion de la curva estandar de la proteina

Se uso seroalbumina bovina (BSA, Sigma) como proteina estandar para preparar la
curva de calibracidn que representara la relacion entre la concentracion de la
proteina y la absorbancia a 595 nm. Se preparo una solucion stock de BSA de 1.0
mg/ml en agua destilada. A partir de esta solucion se prepararon soluciones
conocidas de acuerdo al Cuadro 8. La reaccion se preparo mezclando 800 pl de cada
una de las diluciones de BSA mas 200 pl de la solucion Bradford del Kit de Bio-Rad
Protein Assay (Bio-Rad, U.S.A.). La mezcla se agito en un vortex y se incubo a
temperatura ambiente por 30 min. La absorvancia se midié a una longitud de onda de
595 nm contra un control sin proteina (reactivo Bradford mas agua destilada) en un
espectrofotometro (Perkin Elmer, Lambda EZ201, USA) (Anexo V). La curva
estandar (absorvancia contra concentracion de BSA) se grafico y con la ecuacién
que se obtiene se calculo la concentracion de la proteina de las muestras. La curva

estandar se repitié para cada determinacion.
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Cuadro 8. Preparacion de las concentraciones de la solucion estandar de

seroalbumina bovina.

Solucion stock [1 Cantidad de agua Concentracion final de la solucién
mg/ml] (ul) destilada (pl) estandar (ug/ml)
4 1996 2
20 1980 10
36 1964 18
44 1956 22

Determinacién de la proteina en los cultivos con las cepas de hongos

La concentracion proteica de las muestras se determino de la siguiente manera: a
800 ul de extracto enzimatico (en algunos casos se diluyo la muestra en agua
destilada y estéril), se le adicionaron 200 ul de la soluciéon Bradford del Kit de Bio-
Rad Protein Assay (Bio-Rad, U.S.A.); posteriormente la mezcla se agité en un vortex
y se incubd la reaccion por 30 min a temperatura ambiente. Inmediatamente
después, se realizo la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm
contra un blanco (como se menciono anteriormente) en un espectrofotometro (Perkin
Elmer, Lambda EZ201, USA). La proteina en los extractos enzimaticos se determino
por medio de la formula y= mx + b, obtenida de la curva estandar.

Donde:

y = absorbancia de la muestra.

x= concentracion de proteina.

b= ordenada al origen.

Esta fue ajustada para los casos donde se hicieron diluciones. Para obtener los
valores de mg de proteina por mililitro, se despejo la formula anterior. Y se
sustituyeron en “y” los valores de la absorbacia de cada muestra en estudio,
posteriormente se hicieron los calculos correspondientes y finalmente se multiplico el

resultado obtenido por el numero de veces en que se diluyé la muestra.
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7.7. Caracterizacion macroscopica de las colonias

A los 28 dias de incubacion, se registraron las caracteristicas macroscopicas de las
colonias desarrolladas por las cepas, tales como: crecimiento micelial (lento,
moderado 6 rapido), color, textura, densidad, tipo de micelio aéreo y, adicionalmente
también se observaron las caracteristicas que presentd el medio de cultivo con la

presencia de las diferentes cepas.

7.8. Analisis estadistico

Los datos obtenidos para cada variable y cepa en estudio, se analizaron
estadisticamente, empleando el programa de computo SPSS (version 15) (Anexo VI).
Se calcularon las medias, desviaciones estandar, y las diferencias significativas
fueron estimadas usando la prueba de rangos multiples de Duncan a p < 0.05.
Ademas fue calculado el coeficiente de correlacion de Pearson, para determinar
alguna relacion significativa entre la produccion de celulasas y proteina de cada cepa

durante los diferentes dias de incubacion.
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8. RESULTADOS

8.1 Anadlisis de las variables

8.1.1. Curva estandar para celulasas

Con los datos obtenidos de las absorvancias pertenecientes a las diluciones de la
glucosa se construyo la curva estandar para cuantificar el producto de la reaccion de

enzima celulasa (Figura 12).

0.6 ~

0.5 y=0.143x- 0.057
R?=0.978

0.4
0.3
0.2
0.1

Abs (540 nm)

4 6 10 15

Glucosa uMol/ml

Figura 12. Curva estandar para la determinacién de la actividad de la celulasa.

Y a partir de la gréafica obtenida se cred la linea de regresion, la pendiente y la

ordenada al origen (ecuacion de la recta: y = mx+b)

Donde:

y = absorvancia de la muestra.

X= concentracion de azucares reductores.
b= ordenada al origen.

De esta ecuacion se obtiene la concentracion de azucares reductores presentes en

la muestra.

8.1.2. Curva estandar para proteinas
Con los datos obtenidos de las lecturas de absorvancia de las diferentes diluciones
del reactivo BSA (seroalbumina bovina) se construyé la curva estandar para

proteinas (Figura 13).
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Figura 13. Curva estandar para determinar la cantidad de proteina producida por las cepas en
estudio.

8.2. Caracterizacién del material biolégico cultivado en medio de cultivo liquido
Cada cepa seleccionada fue caracterizada tomando como base las variables
biomasa, proteina, actividad enzimatica y morfologia de la colonia. Estos resultados
se analizaron estadisticamente para comparar las variables estudiadas. De manera

detallada se muestran a continuacion los resultados obtenidos por cada cepa

8.2.1. Cepa CP-18 (Pleurotus cystidiosus)
La cepa CP-18 de P. cystidiosus mostrd un crecimiento micelial lento y no alcanzé a
invadir completamente la caja Petri al final de la cinética en estudio (28 dias), la

colonia presentd color blanco, con textura algodonosa y, densidad y micelio aéreo

abundantes (Figura 14).

Figura 14. Colonizacion de P. cystidiosus (CP-18), sobre medio de cultivo liquido Solka
Floc, a 28 dias de incubacion

En esta cepa no se encontré diferencia significativa (p>0.05) en la produccion de

celulasa, pero si en la produccion de proteina y biomasa, donde se obtuvo una
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diferencia altamente significativa (p<0.01) y significativa respectivamente (p<0.05),
con respecto a los dias de incubacion considerados en la cinética de estudio (Cuadro
9).

Cuadro 9. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccién de celulasa,
proteina y biomasa para la cepa CP-18 de Pleurotus cystidiosus, a 28 dias
de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 23 0.484 0.697
Proteina 7 88.79 0.000
Biomasa 7 12.248 0.017

Por otro lado, también se aplicd una prueba de rangos multlipes de Duncan tomando
en cuenta la produccion de celulasas, proteina y biomasa por dicha cepa a los
diferentes dias de incubacion, resultando la formacion de dos grupos homogeneos (a
y b). En esta cepa la maxima produccion de celulasa (0.3448 Ul) y proteina 6.2308
(Mg/ml) se obtuvo al dia 28 de la fermentacién y, en el caso de la biomasa la mayor
produccion se obtuvo en el dia 21 (7.7847 mg/ml), disminuyendo al final de la cinética
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, proteina y
biomasa producidas por la cepa CP-18 de Pleurotus cystidiosus, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc y la formacion de grupos
homogéneos de las variables estudiadas.

Incubacion Variables
(dias) Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3312+0.0265 a 2.9005 + 0.0430 b .0888 +0.0118 b
14 0.3341 £ 0.0267 a 6.0579 + 0.3569 a 3.3138 + 1.5792 b
21 0.3399 + 0.0068 a 5.8477 + 0.0859 a 7.7847 + 1.7854 a
28 0.3448 +0.0190 a 6.2308 + 0.2974 a 7.7222 + 1.8149 a

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas (Prueba de Duncan, p<0.05).

En la figura 15, puede apreciarse la produccién de biomasa (A), la cual se fue
incrementando gradualmente en cada tiempo de incubacién de la cepa CP-18 vy,
disminuyo ligeramente a los 28 dias; sin embargo, en el caso de la produccion de
proteina y celulasa (B), se observd que estas variables seguian incrementandose
paulatinamente durante todo el tiempo de incubacion, registrando una mayor

produccion al final de la cinética (28 dias).
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Figura 15. Produccion de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-18 de
Pleurotus cystidiosus, creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de
incubacion y una temperatura de 25°C.

En el cuadro 11, se puede observar que la maxima actividad especifica de la
celulasa de la cepa CP-18 se presenté en el dia 21, en donde también la produccion

de proteina mostré un aumento considerable.

Cuadro 11. Actividad especifica de la celulasa la cepa CP-18 de Pleurotus cystidiosus, a
28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacién (dias) Actividad especifica (Ul/mg)
0 114.1873
14 55.1524
21 58.1323
28 55.3367

8.2.2. Cepa CP-30 (P. levis)

Al crecer la cepa CP-30 de P. levis en medio de cultivo Solka Floc, ésta mostré un
crecimiento micelial lento, ademas se formaron pequefas colonias satélite de textura
lisa, densidad y micelio aéreo escasos, y no alcanzé a invadir completamente la caja

Petri al final de la cinética en estudio (Figura 16).

Figura 16. Colonizacién de P. levis (CP-30), sobre medio de cultivo liquido
Solka Floc, a 28 dias de incubacion.
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Para la cepa CP-30 (P. levis) se obtuvieron diferencias altamente significativas tanto
en la produccién de celulasa como en la de proteina (p<0.01) y en el caso de la
produccion de biomasa se encontré diferencia significativa (p<0.05) con respecto a

los dias considerados en la cinética (Cuadro 12).

Cuadro 12. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa,
proteina y biomasa para la cepa CP-30 de Pleurotus levis, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 23 386.530 .000
Proteina 7 51.348 .001
Biomasa 7 7.498 .041

Al aplicar la prueba de rangos multiples de Duncan para comparar las medias
correspondientes a las diferentes variables en estudio con un nivel de significancia
de 0.05 (a<0.05) se obtuvo la formacion de tres grupos (a, b y ¢) en las tres variables
en estudio, lo cual indica, que la produccién de estas, a los diferentes dias
considerados en la cinética en estudio mostré diferencias significativas. Al igual que
en la cepa anterior, la mayor produccién de celulasa (2.6806 Ul) y proteina (11.9677
Mg/ml) se obtuvo en el dia 28 de incubacion y, en el caso de la produccion de
biomasa ocurrié en el dia 21 (6.3347 mg/ml), decreciendo al final de la cinética
(Cuadro 13).

Cuadro 13. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, proteina y
biomasa producidas por la cepa CP-30 de Pleurotus levis, a 28 dias de
incubacién usando medio liquido Solka Floc y la formacién de grupos
homogéneos de las variables estudiadas.

Incubacion Variables
(dias) Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3681 £ 0.0378 ¢ 2.7439 + 0.0397 c 0.0222 + 0.0118 c
14 0.3875+0.0415 ¢ 8.4700 + 0.2577 b 2.5930 + 0.4066 b
21 1.2432 £ 0.0772 b 8.2528 + 0.2676 b 6.3347 + 2.9286 b
28 2.6806 +0.2534 a 11.9677 £1.4572 a 5.6305 + 0.5421 a

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas(Prueba de Duncan, p<0.05)

En la figura 17, se observa la cinética de produccion de biomasa (A), la cual fue

incrementando progresivamente del dia cero, hasta el dia 21, decreciendo en el dia
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28. En el caso de la produccion de proteina y celulasa (B), se observé un
comportamiento similar, aumentando del dia cero al 28, y la mayor produccion se

presento al final de la cinética.
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Figura 17. Produccién de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-30 de
Pleurotus levis, creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacion y
una temperatura de 25°C.

En el cuadro 14, se puede observar que la mayor actividad especifica de las celulasa
de la cepa CP-30 se presenté en el dia 28, en donde también la produccion de

proteina mostré un aumento considerable.

Cuadro 14. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-30 de Pleurotus levis, a 28
dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacién (dias) Actividad Especifica (Ul/mg)
TO 134.1524
14 45.7526
21 150.6399
28 223.9896

8.2.3. Cepa CP-44 (P. djamor)
La forma de comportamiento de la cepa CP-44 en medio de cultivo liquido fue de
crecimiento micelial moderado, y al término de la cinética la colonia present6 textura

lisa, densidad y micelio aéreo escasos y formd pequenas fructificaciones rosas.
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Al aplicar el analisis de varianza, en la cepa CP-44 de P. djamor, no se encontro
diferencia significativa (p>0.05) en la produccién de celulasa, pero si en la produccién
de proteina y biomasa, en donde se obtuvo una diferencia altamente significativa
(p<0.01), con respecto a los dias de incubacion considerados en la cinética de
estudio (Cuadro 15).

Cuadro 15. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa,
proteina y biomasa para la cepa CP-44 de Pleurotus djamor, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasas 23 213 886
Proteinas 7 162.712 .000
Biomasa 7 38.068 .002

También se aplicé una prueba de rangos multlipes de Duncan tomando en cuenta la
produccion de celulasa, proteina y biomasa por dicha cepa a los diferentes dias de
incubacion, resultando la formacién de un grupo (a) en la produccién de celulasa,
tres grupos (a, b y ¢) en la produccion de proteina y dos (a y b) en la produccion de
biomasa. En esta cepa la maxima produccién de celulasa (0.3651 Ul) y proteina
(6.6841 ug/ml) se obtuvo en el dia 28 de la fermentacion y, en el caso de la biomasa
la mayor produccion se obtuvo en el dia 14 (6.2597 mg/ml), decreciendo

gradualmente del dia 21, hasta el final de la cinética (Cuadro 16).

Cuadro 16. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, proteina
y biomasa producidas por la cepa CP-44 de Pleurotus djamor, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc y la formacion de grupos
homogéneos de las variables estudiadas.

Incubacién Variables
(dias) Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3506 +0.0187 a 2.6457 + 0.0991 c 0.0763 + 0.0059 b
14 0.3496 +0.0478 a 5.4971 + 0.2511 b 6.2597 + 0.0177 a
21 0.3564 + 0.0543 a 6.5112 + 0.2049 a 5.5097 + 1.3140 a
28 0.3651+0.0130 a 6.6841 + 0.2379 a 5.6305 + 0.1296 a

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)
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En la figura 18, puede observarse la produccién de biomasa (A), en la cual se
registré su mayor produccion en el dia 14, y posteriormente fue decreciendo hasta el
final de la cinética (28 dias) y, en el caso de la produccién de proteina y celulasa (B),
se observd que estas variables incrementaron paralelamente durante todo el tiempo

de incubacion, registrando una mayor produccion al término de la cinética.
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Figura 18. Produccién de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-44 de
Pleurotus djamor, creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacion y
una temperatura de 25°C.

En el cuadro 17, se puede observar que la mayor actividad especifica de las celulasa
de la cepa CP-44 se presenté en el dia 14, en donde también la produccion de

proteina mostré un acrecentamiento considerable.

Cuadro 17. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-44 de Pleurotus djamor, a
28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacion (dias) Actividad Especifica (Ul/mg)
0 132.5204
14 63.6052
21 54.7439
28 54.6356

8.2.4. CP-50 (P. ostreatus)
Esta cepa considerada como testigo, mostré un crecimiento rapido, micelio de color
blanco, con textura algodonosa-aterciopelada y, densidad y micelio aéreo

abundantes (Figura 19).
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Figura 19. Colonizacion de P. ostreatus (CP-50), sobre medio de cultivo liquido
Solka Floc, a 28 dias de incubacion

En la cepa CP-50, considerada como cepa comercial, se obtuvieron diferencias
altamente significativas (p<0.01) en la produccion de celulasa, proteina y biomasa,
con respecto a los diferentes dias de incubacién (Cuadro 18).

Cuadro 18. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa,

proteina y biomasa para la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 23 39.699 000
Proteina 7 188.784 .000
Biomasa 7 15.702 .01

Al aplicar la prueba de rangos multiples de Duncan para comparar las medias
correspondientes a las diferentes variables en estudio con un nivel de significancia
de 0.05 (0<0.05) se obtuvo la formacién de tres grupos (a, b y c¢) en la produccion de
celulasa, a los diferentes dias considerados en la cinética en estudio y, tanto en la
produccion de proteina, como de biomasa se encontré la formacién de dos grupos (a
y b). En esta cepa, la maxima produccion de celulasa (2.0231Ul) y biomasa (7.6958
mg/ml) ocurrié a los 14 dias de incubacion y en el caso de la proteina (7.2915 pg/ml)
a los 21 dias. Una vez que estas variables alcanzaron su mayor produccion, fueron

decreciendo hasta los 28 dias de incubacién (Cuadro 19).
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Cuadro 19. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, proteina y
biomasa producidas por la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc y la formacion de grupos
homogéneos de las variables estudiadas.

Incubacién Variables
(dias) Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3564 + 0.0140 c 2.7415+0.0033 b 0.0541 £ 0.0059 b
14 2.0231 +0.1219 a 6.8523 +£0.1322 a 7.6958 £ 0.2298 a
21 1.2218 £ 0.6152 b 7.2915+0.1322 a 6.6291 £ 2.0683 a
28 0.3331 £ 0.0154 c 6.7869 + 0.3965 a 5.9250 + 1.2846 a

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)

En la figura 20, se denota la produccién de biomasa (A), celulasa y proteina (B), las
cuales presentaron un aumento considerable en el dia 14 de incubacion y después
la produccién de celulasa decrecié drasticamente hasta el final de la cinética (28
dias) y en el caso de la produccién de proteina y biomasa solo menguo ligeramente

hasta el final del periodo de incubacion.
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Figura 20. Produccion de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-50 de

Pleurotus ostreatus, creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacion y
una temperatura de 25°C.

En el cuadro 20, se puede observar que la mayor actividad especifica de la celulasa
de la cepa CP-50 se presenté en el dia 14, en donde también la produccion de

proteina presentd un aumento importante.
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Cuadro 20. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus, a
28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacion Actividad Especifica
(dias) (Ul/mg)
0 130.0155
14 295.2447
21 167.5676
28 49.0855

8.2.5. CP-98 (P. sp.)

La cepa CP-98 de P. spp. mostré un crecimiento micelial moderado y no alcanzé a
invadir completamente la caja Petri al final de la cinética en estudio (28 dias), la
colonia presentd color blanco opaco, con textura lisa y consistencia viscosa,
densidad abundante y micelio aéreo escaso. Cabe mencionar que el medio de cultivo
se torno a un amarillo ligeramente mas oscuro y de consistencia viscosa en los

primeros dias de incubacion (Figura 21).

Figura 21. Colonizacion de P. sp. (CP-98), sobre medio de cultivo liquido Solka
Floc, a 28 dias de incubacion.
Al aplicar el analisis de varianza, en la cepa CP-98 de P. spp., se encontré diferencia
altamente significativa (p<0.01), tanto en la produccion de celulasa como en la de
proteina, pero no en la produccién biomasa (p<0.05), con respecto a los dias de
incubacion considerados en la cinética de estudio (Cuadro 21).
Cuadro 21. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa,

proteina y biomasa para la cepa CP-98 de Pleurotus spp., a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 23 314.056 .000
Proteina 7 78.300 .001
Biomasa 7 4.881 .080
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Ademas se aplicd una prueba de rangos multlipes de Duncan para comparar las
medias correspondientes a las diferentes variables en estudio con un nivel de
significancia de 0.05 (a<0.05) se obtuvo la formacién de dos grupos (a y b) en la
produccion de celulasa y, tres en la produccion de proteina (a, b y ¢) y biomasa (a,
ab y b) a los diferentes dias considerados en la cinética en estudio. En esta cepa la
maxima produccion de celulasa (1.7463 Ul) y proteina (18.4710 ug/ml) se obtuvo el
dia 28 de la fermentacion y, en el caso de la biomasa la mayor produccion se
presenté en el dia 21 (8.6347 mg/ml), disminuyendo hasta el final de la cinética
(Cuadro 22).

Cuadro 22. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, proteina
y biomasa producidas por la cepa CP-98 de Pleurotus spp., a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc y la formacion de grupos
homogéneos de las variables estudiadas.

Incubacion Variables
(dias) Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3768 + 0.0217 b 2.6948 + 0.0231 ¢ .0888 +0.0236 b
14 0.3506 + 0.0146 b 7.6299 + 0.0000 b 3.0097 + 2.0565 ab
21 0.3467 + 0.0109 b 10.0037 + 1.9825 b 8.6347 +2.8815 a
28 1.7463 + 0.1898 a 18.4710+0.7137 a 6.6180 % 3.3293 ab

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)
En la figura 22, se observa que la produccién de biomasa (A) incremento

gradualmente del tiempo cero al dia 21, decreciendo al final del periodo de
incubacion; no asi, en el caso de la produccién de celulasa y proteina, en donde

ambas fueron incrementando durante los 28 dias de fermentacion.
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Figura 22. Produccién de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-98 de Pleurotus spp., creciendo
en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacién y una temperatura de 25°C.
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En el cuadro 23, se puede apreciar que la mayor actividad especifica de la celulasa
de la cepa CP-98 se presenté en el dia 28, en donde también la produccion de

proteina presentd un aumento considerable.

Cuadro 23. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-98 de Pleurotus spp., a 28
dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacion (dias) Actividad Especifica (Ul/mg)
0 139.8386
14 45.9536
21 34.6607
28 94.5432

8.2.6. CP-120 (P. djamor)

La forma de comportamiento de la cepa CP-120 en medio de cultivo liquido fue de
crecimiento micelial moderado, y al término de la cinética la colonia presentd textura
lisa, densidad regular y micelio aéreo escaso y formé pequefas fructificaciones
blancas (Figura 23).

Figura 23. Colonizacién de P. djamor (CP-120), sobre medio de cultivo liquido Solka
Floc, a 28 dias de incubacion

En el cuadro 24, se observa que la cepa CP-120, presentd diferencias altamente
significativas (p<0.01) en la produccién de celulasa, proteina y biomasa con respecto

a los dias considerados en la cinética en estudio.
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Cuadro 24. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa,
proteina y biomasa para la cepa CP-120 de Pleurotus djamor, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 23 6.821 016
Proteina 7 89.935 .000
Biomasa 7 133.224 . 000

Al aplicar la prueba de rangos multlipes de Duncan para comparar las medias
correspondientes a las diferentes variables en estudio con un nivel de significancia
de 0.05 (0<0.05) se obtuvo la formacién de cuatro grupos en la producciéon de
celulasa (a, ab, b y bc) y proteina (a, ab, b y c) a los diferentes dias considerados en
la cinética en estudio, y en la produccion de biomasa se formaron tres (a, b y ¢). En
esta esta cepa se observd, que en el tiempo cero se registrd una concentracion
mayor de celulasa (0.3506 Ul) y, la maxima produccién de proteina (6.7869 ug/ml) y
biomasa (4.2555 mg/ml), se obtuvo el dia 14 y 28; la produccion de proteina fue

disminuyendo hasta el final de la fermentacién (Cuadro 25).

Cuadro 25. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, proteina y
biomasa producidas por la cepa CP-120 de Pleurotus djamor, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc y la formacién de grupos
homogéneos de las variables estudiadas.

Incubacion Variables
(dias) Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3506 + 0.0109 a 2.8537 £0.0297 ¢ -0.0402+0.0059 c
14 0.3418 + 0.0149 ab 6.7869 £ 0.4229 a 3.2180 £0.4066 b
21 0.3341 + 0.0068 bc 6.1981 +0.1983 ab 4.2263 £0.0412 a
28 0.3205 + 0.0137 ¢ 5.9084 +0.2379 b 4.2555 +0.2828 a

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)

En la figura 24, se observa que la produccién de biomasa (A), incremento
progresivamente del dia cero al 21 y se mantuvo hasta el dia 28 de incubacion. En
contraste con esta variable, en la produccién de celulasa (B), no se registré6 aumento
y, su concentracién fue decreciendo hasta el final de la cinética en estudio. Y la
maxima produccion de proteina se presentd en el dia 14 decreciendo ligeramente
hasta el dia 28.
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Figura 24. Produccion de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-120 de
Pleurotus djamor, creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacién y
una temperatura de 25°C.

En el cuadro 26, se puede apreciar que la actividad especifica de la celulasa de la
cepa CP-120 fue incrementando gradualmente del dia cero al 28, lo cual coincide

con el rango de mayor produccion de proteina.

Cuadro 26. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-120 de Pleurotus djamor, a
28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacién (dias) Actividad Especifica(Ul/mq)
0 122.8640
14 50.3734
21 53.9050
28 54.2469

8.2.7. CP-171(P. djamor)

Al crecer la cepa CP-171 de P. djamor en medio de cultivo Solka Floc, ésta mostro
un crecimiento micelial moderado, de textura algodonosa con agregaciones hifales,
densidad regular y micelio aéreo escaso, invadiendo completamente la caja Petri al

final de la cinética en estudio (Figura 25).

Figura 25. Colonizaciéon de P. djamor (CP-171), sobre medio de cultivo liquido
Solka Floc, a 28 dias de incubacion.

70



Al aplicar el andlisis de varianza, en la cepa CP-171 de P. djamor, se encontro
diferencia altamente significativa (p<0.01), en la produccion de proteina; y en la
produccion de celulasa y biomasa no se encontraron diferencias significativas
(p=<0.05), con respecto a los dias de incubacion considerados en el periodo de

incubacion (Cuadro 27).

Cuadro 27. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccién de celulasa,
proteina y biomasa para la cepa CP-171 de Pleurotus djamor, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 23 2.926 .059
Proteina 7 110.553 .000
Biomasa 7 4.059 105

También se aplicé una prueba de rangos multlipes de Duncan para comparar las
medias correspondientes a las diferentes variables en estudio con un nivel de
significancia de 0.05 (a<0.05) se obtuvo la formacién de tres grupos en la produccién
de celulasa (a, ab y b), proteina (a, b y c) y biomasa (a, ab y b) a los diferentes dias
considerados en la cinética en estudio. La mayor produccion de celulasa (0.3729 Ul)
se presento el dia 14 de incubacion, decreciendo al final de la cinética en estudio y
en el caso de la produccion de proteina (6.7168 ug/ml) y biomasa (9.8638 mg/ml) el
dia 28 (Cuadro 28).
Cuadro 28. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, proteina
y biomasa producidas por la cepa CP-171 de Pleurotus djamor, a 28 dias

de incubacién usando medio liquido Solka Floc y la formacidén de grupos
homogéneos de las variables estudiadas.

Incubacion Variables
(dias) Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3525 + 0.0146 ab 2.7883 +0.0693 ¢ -0.0152+0.0177 b
14 0.3729 + 0.0469 a 6.2682 +0.1916 a 6.5180+2.1744 ab
21 0.3477 + 0.0226 ab 5.3710 +0.1388 b 7.0597 £ 1.2080 ab
28 0.3263 + 0.0096 b 6.7168 £0.4031 a 9.8638 +5.3151 a

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)

En la figura 26, se observa que la produccién de biomasa (A) incremento

gradualmente del tiempo cero al dia 28; no asi, en el caso de la produccion de
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celulasa (B), en donde después de su maxima produccion a los 14 dias, fue

decreciendo hasta el final de la fermentacion y con respecto a la produccion de

proteina, se obtuvo su mayor produccién al final de la cinética en estudio, al igual que

en la produccién de biomasa.
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Figura 26. Produccion de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-171 de
Pleurotus djamor, creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacion y

una temperatura de 25°C.

En el cuadro 29, se puede apreciar que la mayor actividad especifica de la celulasa

de la cepa CP-171 se presentd en el dia 21, lo cual coincide con el rango de mayor

produccion de proteina.

Cuadro 29. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-171 de Pleurotus djamor, a

28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacién (dias) Actividad Especifica (Ul/mg)
0 126.4433
14 59.5002
21 64.7377
28 48.5855

8.2.8. CP-194 (P. spp.)

La cepa CP-194 de P. spp. mostré un crecimiento micelial lento y no alcanzé a

invadir completamente la caja Petri al final de la cinética en estudio (28 dias), la

colonia presentd color blanco, con textura ligeramente algodonosa, densidad y

micelio aéreo escasos. Cabe mencionar que el medio de cultivo, al igual que en la

cepa CP-98 se torno a un amarillo ligeramente mas oscuro, pero de consistencia

liquida (Figura 27).
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Figura 27. Colonizacién de P. spp. (CP-194), sobre medio de cultivo liquido Solka
Floc, a 28 dias de incubacion.

Para la cepa CP-194 (P. spp.) se obtuvieron diferencias altamente significativas en la
produccion de celulasa, proteina y biomasa (p<0.01), con respecto a los dias de

incubacion considerados en la cinética de estudio (Cuadro 30).

Cuadro 30. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccidon de celulasa,
proteina y biomasa para la cepa CP-194 de Pleurotus spp., a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Grados de libertad Valor de p
Celulasa 23 23 .000
Proteina 7 7 .000
Biomasa 7 7 .013

Al aplicar la prueba de rangos multlipes de Duncan para comparar las medias
correspondientes a las diferentes variables en estudio con un nivel de significancia
de 0.05 (a<0.05) se obtuvo la formaciéon de dos grupos (ab) en la produccion de
celulasa y biomasa a los diferentes dias considerados en la cinética en estudio, y en
la produccién de proteina se formaron cuatro (a, b, c y d). En esta esta cepa se
observd un patron similar en la produccion de celulasa (0.6857 Ul) y proteina
(15.7327 pg/ml), cuya mayor produccion se presentd a los 28 dias de fermentacion,
no asi en la produccién de biomasa, en donde la maxima produccién (3.1819
mg/ml), se registrd a los 21 dias de incubacion, disminuyendo al final de la cinética

en estudio (Cuadro 31).

Cuadro 31. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, proteina y
biomasa producidas por la cepa CP-194 de Pleurotus spp., a 28 dias de
incubacién usando medio liqujdo Solka Floc y la formacién de grupos
homogéneos de las variables estudiadas.



Incubacion Variables

(dias) Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3234 £ 0.0128 b 29471 £0.0099 d 0.0277 £0.0471 b
14 0.3127 £ 0.0150 b 9.2467 £0.1190 c 2.8402 £ 0.9487 a
21 0.3419 £ 0.0485 b 13.1439 +0.0528 b 3.1819 £ 0.0766 a
28 0.6857 + 0.1486 a 15.7327 £1.4406 a 2.5555+0.4832 a

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)

En la figura 28, se observa que la produccién de biomasa (A) incremento
gradualmente del tiempo cero al dia 21, decreciendo al final del periodo de
incubacion; no asi, en el caso de la produccién de celulasa y proteina (B), en donde

ambas fueron incrementando durante los 28 dias de fermentacion.
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Figura 28. Produccién de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-194
de Pleurotus spp., creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de
incubacion y una temperatura de 25°C.

En el cuadro 32, se puede apreciar que la mayor actividad especifica de la celulasa

de la cepa CP-194 se presentd en el dia 28, en donde también la produccién de

proteina mostré un aumento considerable.

Cuadro 32. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-194 de Pleurotus spp., a
28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacién (dias)

Actividad Especifica (Ul/mg)

0
14
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21 26.0105
28 43.5846

8.2.9. CP-253 (P. djamor)
La forma de comportamiento de la cepa CP-253 en medio de cultivo liquido fue de
crecimiento micelial moderado, y al término de la cinética la colonia presentd textura

lisa, densidad y micelio aéreo escasos (Figura 29).

Figura 29. Colonizacién de P. djamor (CP-253), sobre medio de cultivo liquido
Solka Floc, a 28 dias de incubacion.
En esta cepa no se encontrd diferencia significativa (p<0.05) en la produccion de
celulasa y biomasa, pero si en la produccion de proteina, en donde se obtuvo una
diferencia altamente significativa (p<0.01), con respecto a los dias de incubacién

considerados en la cinética de estudio (Cuadro 33).

Cuadro 33. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccién de celulasa,
proteina y biomasa para la cepa CP-253 de Pleurotus djamor, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 23 1.052 391
Proteina 7 35.144 .002
Biomasa 7 4.339 .095

Al aplicar la prueba de rangos multiples de Duncan para comparar las medias
correspondientes a las diferentes variables en estudio con un nivel de significancia
de 0.05 (0<0.05), se obtuvo la formacién de un grupo (a) en la produccién celulasa vy,
tres en la produccion de proteina (a, b y ¢) y biomasa (a, ab y b). En esta cepa la
produccion mayor produccion de celulasa se observé el dia 21 (0.3457 Ul), y de
proteina (6.8990 ug/ml) y biomasa (7.7527 mg/ml) se presentd en el dia 14,
decreciendo al final de la cinética en todos los casos (Cuadro 34)
Cuadro 34. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, proteina

y biomasa producidas por la céffa CP-253 de Pleurotus djamor, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc y la formacion de grupos



Incubacion Variables

(dias) Celulasas (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3370 +0.0068 a 2.6457 £0.0991 ¢ -0.1138+ 0.0236 b
14 0.3302 +0.0149 a 6.8990 £0.8723 a 7.7527 +4.0659
21 0.3457 +0.0203 a 6.5158 £0.2775 a 4.3152 +0.6776 ab
28 0.3379 £0.0218 a 4.7775x0.1057 b 4.6486 £1.5262 ab

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)

En la figura 30, se denota la produccion de biomasa (A) y proteina (B), las cuales
aumentaron considerable en el dia 14 de incubacion y, posteriormente decrecieron al
final de la cinética. En el caso de la produccion de celulasa se observé un ligero

incremento del dia cero hasta el final de la fermentacion.
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Figura 30. Produccion de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-253 de
Pleurotus djamor, creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacion y
una temperatura de 25°C.

En el cuadro 35, se puede apreciar que la actividad especifica de las celulasas de la
cepa CP-253 fue incrementando gradualmente del dia cero al 28, lo cual coincide
con el rango de mayor produccion de proteina.

Cuadro 35. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-253 de Pleurotus djamor, a
28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacién (dias) Actividad Especifica (Ul/mg)
0 127.3811
14 47.8652
21 53.0650
28 70.7463
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8.2.10. CP-257(P. djamor)

La cepa CP-257 (P. djamor) presenté crecimiento moderado, micelio blanco de
textura lisa, con densidad y micelio aéreo escasos. En esta cepa se obtuvieron
diferencias altamente significativas en la produccién de celulasa, proteina y biomasa
(p=<0.01), con respecto a los dias de incubacion considerados en la cinética de
estudio (Cuadro 36).

Cuadro 36. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccién de celulasa,
proteina y biomasa para la cepa CP-257 de Pleurotus djamor, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 23 15.824 .000
Proteina 7 159.533 .000
Biomasa 7 32.037 .003

Al aplicar la prueba de rangos multlipes de Duncan para comparar las medias
correspondientes a las diferentes variables en estudio con un nivel de significancia
de 0.05 (a<0.05) se obtuvo la formacién de dos grupos (a y b) en la produccion de
celulasa y biomasa a los diferentes dias considerados en la cinética en estudio, y en
la produccion de proteina se formaron cuatro (a, ab, b y c). En esta esta cepa se
observod, que en el tiempo cero se registré una concentracion mayor de celulasa
(0.3593 Ul), la cual fue disminuyendo hasta el final de la fermentacion; por otro lado
la maxima produccion de biomasa (5.8708 mg/ml) y proteina (5.8570 pg/ml) se
obtuvd a los 14 y 28 dias de incubacion respectivamente, cabe mencionar que la

produccion biomasa decrecié hasta el final de la cinética en estudio (Cuadro 37).

Cuad?d 37. Cothparecithd&inedias Bor et mikldd Yé&Blncad pafada e hikéasproteindty
28 blomaéa(pfocﬁmldas porba cefp&S@G’ﬂﬁ?lm Plewot@sgmwﬂ ESQB dlas de

Nota: Letras dheren 8 e|a6 T( d mente dlstlnts
(Prueba de Duncan &%no%c;s e°13s Varnaples sstudiadas:

Incubacion Variables
(dias) Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3593 +0.0131 a 2.6457 +0.0991 b 0.1375 % 0.1002 c
14 0.3525 +0.0233 a 5.4925 +0.2181 a 5.8708 +1.1490 a
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En la figura 31, puede apreciarse la produccién de biomasa (A), la cual present6 un
incrementd considerable en el dia 14 de incubacion y posteriormente fue
disminuyendo paulatinamente hasta el término de la fermentacién. En el caso de la
produccion de celulasa se observd que la concentracion de celulasa fue mayor en el
tiempo cero y después en los siguientes dias decrecio (14, 21 y 28); en contraste con
esta variable, la produccion de proteina (B) fue incrementando gradualmente hasta el

dia 28 de incubacion.
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Figura 31. Produccion de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-257 de
Pleurotus djamor, creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacion y
una temperatura de 25°C.

En el cuadro 38, se puede apreciar que la mayor actividad especifica de la celulasa
de la cepa CP-257 se presenté en el dia 14, en donde también la produccion de

proteina mostré un aumento considerable.

Cuadro 38. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-257 de Pleurotus djamor, a
28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacién (dias) Actividad Especifica (Ul/mg)
0 135.8242
14 64.1898
21 54.9843
28 51.5722

8.2.11. CP-261(P. djamor)
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Al igual que la mayoria de todas las cepas pertenecientes a P. djamor, la cepa CP-
261, presentd crecimiento moderado, micelio blanco, con textura lisa y, densidad y
micelio aéreo escasos. En esta cepa no se encontré diferencia significativa (p<0.05)
en la produccion de celulasas y biomasa, pero si en la produccion de proteina, en
donde se obtuvo una diferencia altamente significativa (p<0.01), con respecto a los

dias de incubacion considerados en la cinética de estudio (Cuadro 39).

Cuadro 39. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa,
proteina y biomasa para la cepa CP-261 de Pleurotus djamor, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 23 1.479 .250
Proteina 7 40.240 .002
Biomasa 7 9.659 .026

También se aplicé una prueba de rangos multlipes de Duncan para comparar las
medias correspondientes a las diferentes variables en estudio con un nivel de
significancia de 0.05 (a<0.05) se obtuvo la formacién de un grupo en la produccién
de celulasa (a), y dos en la produccion de proteina (a 'y b) y biomasa, a los diferentes
dias considerados en la cinética en estudio. Al igual que en la cepa anterior, en el
tiempo cero se obtuvo una concentracién mayor de celulasa (0.3438 Ul), la cual fue
disminuyendo hasta el final de la fermentacién; y la maxima produccién de biomasa
(6.4777 mg/ml) y proteina (6.2028 pg/ml) se obtuvé a los 14 y 21 dias de incubacién

respectivamente, decreciendo hasta el final de la cinética en estudio (Cuadro 40).

Cuad® 40. Ca»Hadidh88nedia? poPA¥R8tddbldebuntanbdbraicdidisa, proteifa y

Nota: Letras dsRIRR@S MR IASRALdafFeRadidicafdndaidiigygolus djamor, a 28 dias de
(Prueba de DURGINOBEIYE) usando medio liquido Solka Floc y la formacion de grupos

homogéneos de las variables estudiadas.

Incubacion Variables
(dias) Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3438 £ 0.0109 a 2.6457x0.0991 b 0.0611 £0.0589 b
14 0.3292 + 0.0218 a 6.1233+£0.5551 a 6.4777 £2.3806 a
21 0.3370 + 0.0088 a 6.2028+0.4560 a 5.8736+0.4419 a
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En la figura 32 puede apreciarse la produccion de biomasa (A), cuya mayor
produccion se registroé en el dia 14 de incubacion y posteriormente disminuyd al final
de la fermentacién. En el caso de la produccién de celulasa y proteina (B), se
observo que, en la primera variable la concentracién fue mayor en el tiempo cero y
en los siguientes dias de la cinética en estudio decrecid, en contraste, la produccién
de proteina fue incrementandose paulatinamente durante todo el tiempo de

incubacion, registrando una mayor produccién en el dia 21.
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Figura 32. Produccion de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-261 de
Pleurotus djamor, creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacion y
una temperatura de 25°C.

En el cuadro 41, se puede apreciar que la mayor actividad especifica de la celulasa
de la cepa CP-261 se presentd en el dia 28, lo cual coincide con el rango de mayor
produccion de proteina.

Cuadro 41. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-261 de Pleurotus
djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacién (dias) Actividad Especifica (Ul/mg)
0 129.9507
14 53.7701
21 54.3342
28 63.4706

8.2.12. CP-267 (P. ostreatus)
La cepa CP-267 de P. ostreatus mostrd un crecimiento micelial moderado,

alcanzando a invadir completamente la caja Petri al final de la cinética en estudio (28
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dias), la colonia present6 color blanco, con textura lanosa, densidad abundante y
micelio aéreo escaso, y ademas, se observo la formacién de metabolitos en el

micelio presente en la periferia de la caja Petri (Figura 33).

Figura 33. Colonizacion de P. ostreatus (CP-267), sobre medio de cultivo liquido
Solka Floc, a 28 dias de incubacion

Para la cepa CP-267 (P. ostreatus) se obtuvieron diferencias altamente significativas
tanto en la produccién de celulasa como de proteina (p<0.01) y en el caso de la
produccion de biomasa se encontraron diferencias significativas (p<0.05) con

respecto a los dias considerados en la cinética (Cuadro 42).

Cuadro 42. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa
proteina y biomasa para la cepa CP-267 de Pleurotus ostreatus, a 28 dias de
incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 23 70.331 .000
Proteina 7 66.001 .001
Biomasa 7 9.170 .029

Al aplicar la prueba de rangos multlipes de Duncan para comparar las medias
correspondientes a las diferentes variables en estudio con un nivel de significancia
de 0.05 (a<0.05) se obtuvo la formacién de dos grupos (a y b) en la produccion de
celulasa y proteina a los diferentes dias considerados en la cinética en estudio, y en
la produccién de biomasa se formaron tres (a, ab y b). En esta cepa la mayor
produccion de celulasa (1.0110 Ul) y proteina (10.3485) se obtuvo a los 28 dias de
incubacion y en el caso de la produccion de biomasa a los 14 (9.5777 mg/ml),

disminuyendo al final de la fermentacion (Cuadro 43).

Cuadro 43. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, proteina
y biomasa producidas por la cepa CP-267 de Pleurotus ostreatus, a 28 dias
de incubacién usando medio IRjuido Solka Floc y la formacion de grupos
homogéneos de las variables estudiadas.




Incubacion Variables

(dias) Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.3137 £ 0.0077 b 2.7976 £ 0.0562 b 0.2527 £ 0.0589 b
14 0.3496 + 0.0215 b 9.3672+1.1895 a 95777 +£2.7224
21 0.4127 £ 0.0935 b 9.1500 £ 0.1090 a 5.0444 £1.2728 ab
28 1.0110 £ 0.1662 a 10.3485+0.1190 a 5.1736 = 1.9033 ab

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)

En la figura 34, se observa que la mayor produccion de biomasa (A) se obtuvo a los
14 dias de incubacion y posteriormente decrecio al final de la cinética en estudio; no
asi, en el caso de la producciéon de celulasa y proteina, en donde ambas fueron

incrementando durante los 28 dias de fermentacion.
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Figura 34. Produccién de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-267 de Pleurotus ostreatus,
creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacién y una temperatura de 25°C.

En el cuadro 44, se puede apreciar que la mayor actividad especifica de las celulasa
de la cepa CP-267 se presentd en el dia 28, en donde también la produccién de

proteina mostré un aumento considerable.

Cuadro 44. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-267 de Pleurotus
ostreatus, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc.

Incubacién (dias) Actividad Especifica(Ul/mg)
0 112.1343
14 37.3267
21 45.1128
28 97.7014

8.2.13. CP-328 (P. pulmonarius)
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Esta cepa mostré crecimiento rapido, micelio blanco de textura algodonosa-lanosa,
con densidad abundante y micelio aéreo regular. Y al igual que en la cepa anterior, al
término de la cinética se observo la formacion de metabolitos en el micelio presente

en la periferia de la caja Petri (Figura 35)

Figura 35. Colonizacion de P. pulmonarius (CP-328), sobre medio de cultivo liquido
Solka Floc, a 28 dias de incubacion.
En la cepa CP-328 (P. pulmonarius) se obtuvieron diferencias altamente
significativas en la produccién de celulasa, proteina y biomasa (p<0.01), con

respecto a los dias de incubacién considerados en la cinética de estudio (Cuadro 45).

Cuadro 45. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccién de celulasa,
proteina y biomasa para la cepa CP-328 de Pleurotus pulmonarius, a 28 dias
de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 23 1280.662 .000
Proteina 7 158.085 .000
Biomasa 7 13.482 .015

Al aplicar la prueba de rangos multlipes de Duncan para comparar las medias
correspondientes a las diferentes variables en estudio con un nivel de significancia
de 0.05 (0<0.05) se obtuvo la formacién de cuatro grupos en la producciéon de
celulasa (a, b, c y d), en la produccion de proteina tres (a, b y ¢) y en la produccién
de biomasa se formaron dos (a y b), a los diferentes dias considerados en la cinética
en estudio. En esta cepa la mayor produccion de celulasa (8.1752 Ul) y proteina
(15.9275 pg/ml) se obtuvo a los 21 y 28 dias de incubacion respectivamente y en el
caso de la produccién de biomasa (5.9722 mg/ml) a los 14 dias, disminuyendo al
final de la fermentacion (Cuadro 46).

Cuadro 46. Comparacién de medias por el método de Duncan para la celulasa, proteina

y biomasa producidas por la cepa CP-328 de Pleurotus pulmonarius, a 28 dias de

incubacion usando medio liquido Solka Floc y la formacion de grupos homogéneos de
las variables estudiadas. 83




Incubacion Variables

(dias) Celulasas (Ul) Proteina (ug/ml) Biomasa (mg/ml)
0 0.8556 + 0.0081 d 2.6154 £0.0165 ¢ 0.0180 £ 0.0295 b
14 2.9476 + 0.2406 c 111378+£0.6113 b 5.9722 +1.5910 a
21 8.1752 £ 0.1671 a 145023+0.9087 a 3.8680x0.7012 a
28 5.4674 + 0.0896 b 159275+0.7765 a 3.6722+0.7778 a

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)

En la figura 36, se observa que la mayor produccion de biomasa (A) se obtuvo a los
14 dias de incubacion y posteriormente decrecio al final de la cinética en estudio; no
asi, en el caso de la produccién de celulasa y proteina (B), en donde ambas fueron
incrementando durante los dias considerados en la cinética en estudio, solo la

produccion de celulasa decrecié en el dia 28.
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Figura 36. Produccion de biomasa (A), actividad enzimatica y proteina (B) de la cepa CP-328 de Pleurotus
pulmonarius, creciendo en medio de cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacion y una temperatura de 25°C.

En el cuadro 47, se puede apreciar que la mayor actividad especifica de la celulasa
de la cepa CP-328 se presentod en el dia 21, lo cual coincide con el rango de mayor

produccion de proteina.

Cuadro 47. Actividad especifica de la celulasa de la cepa CP-328 de Pleurotus
pulmonarius, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc.

Incubacién (dias) Actividad Especifica (Ul/mg)
0 327.1380
14 264.6472
21 563.7191
28 343.2664

Con base a los resultados correspondientes a la produccion de biomasa por las
distintas cepas, en la figura 37, se observa que la mayoria de las cepas alcazaron su
crecimiento 6ptimo entre los dias 14 y 21 de incubacion, a excepcion de la cepa CP-

171 que lo alcanzé a los 28 dias y ademas exhibi6 la mayor produccion de biomasa
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con 9.8639 mg/ml, seguida de las cepas CP-267 y CP-98 con 9.5778 y 8.6347
mg/ml, respectivamente. En contraste las cepas CP-120 y CP-194 mostraron la
menor produccion de biomasa durante todos los dias considerados en la cinética en

estudio.
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Figura 37. Comparacion de la produccion de biomasa por las cepas en estudio a diferentes dias de
incubacion en el medio de cultivo Solka Floc.

8.3. Comparacion de la actividad enzimatica y proteinas entre todas las cepas a
diferentes dias de incubacién

8.3.1. A tiempo cero

Al aplicar el analisis de varianza para comparar las variables entre las 13 cepas en
estudio, se encontré la existencia de diferencias altamente significativas tanto en la
produccion de celulasas como de proteinas (p<0.01), con respecto al tiempo cero de

incubacion (Cuadro 48).

Cuadro 48. Analisis de varianza 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus al tiempo
cero de incubacion, usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 74 194.843 .000
Proteina 25 5.786 .002

Para comparar las medias de las variables entre las cepas en estudio, se aplico la
prueba de rangos multlipes de Duncan con un nivel de significancia de 0.05 (a<0.05),
en donde se obtuvo la formaciéon de cinco grupos (a, b, bc, bcd y becde) en la
produccion de celulasa y en la produccion de proteina siete (a, ab, abc, bcd, cde,

de, y e), al tiempo cero la cinética en estudio.
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En el cuadro 49, se aprecia que al tiempo cero de incubacion la produccién de
celulasa y proteina por las diferentes cepas en estudio fue muy baja, estas fluctuaron
entre 0.3137 Ul a 0.8556 Ul y de 2.9471 pg/ml a 2.6154 ug/ml, respectivamente.

Cuadro 49. Comparacion de medias por el método de Duncan y formacion de grupos
homogéneos de 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus a tiempo cero de
incubacion en fermentacion liquida

Variables

Cepas Especie Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml)

328 P. pulmonarius 0.8556 + 0.0081 a 2.6154 + 0.0165 e
98 P. spp 0.3768 +0.0217 b 2.6948 + 0.0231 de
30 P. levis 0.3681 +0.0378 bc 2.7439 + 0.0397 cde
257 P. djamor 0.3593 + 0.0233 bcd 2.6457 + 0.0991 de
50* P. ostreatus 0.3564 + 0.0140 bcd 2.7415 + 0.0033 cde
171 P. djamor 0.3525 +0.0146 bcde 2.7883 + 0.0694 bcd
120 P. djamor 0.3506 + 0.0109 bcde 2.8537 + 0.0297 abc
44 P. djamor 0.3506 + 0.0187 bcde 2.6457 + 0.0991 de
261 P. djamor 0.3438 +0.0109 bcde 2.6457 + 0.0991 de
253 P. djamor 0.3370 + 0.0068 bcde 2.6457 + 0.0991 de
18 P. cystidiosus 0.3311 £0.3312 cde 2.9005 + 0.0430 ab
194 P. spp 0.3234 +0.0128 de 2.9471 + 0.0099 a
267 P. ostreatus 0.3137 +£0.0077 e 2.7976 + 0.0562 bcd

* Cepa comercial
Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)

8.3.2. A los 14 dias de incubacién

Al aplicar el analisis de varianza para comparar las variables entre las 13 cepas en
estudio, se encontré la existencia de diferencias altamente significativas tanto en la
produccion de celulasa como de proteinas (p<0.01), con respecto al dia 14 de

incubacion (Cuadro 50).

Cuadro 50. Analisis de varianza 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus a los 14
dias de incubacién, usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 74 719.663 .000
Proteina 25 22.457 .000

Para comparar las medias de las variables entre las cepas en estudio en el dia 14 de

incubacion, se aplicd la prueba de rangos multlipes de Duncan con un nivel de
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significancia de 0.05 (a<0.05), en donde se obtuvo la formacién de tres grupos (a, b,
y ¢) en la produccion de celulasa y en la produccion de proteina siete (a, b, bc, cd,
de, ef, y f).

En el cuadro 51, se observa, con respecto a la produccion de celulasa que las cepas
CP-328 y CP-50 presentaron la mayor produccién con 2.9476 Ul y 2.023 UI,
respectivamente, de las cuales la segunda de ellas alcanz6 una mayor actividad de
celulasa en este dia. Y la produccion de celulasa del resto de las cepas oscilé de
0.3127 Ul a 0.3875 Ul, en general estos valores no presentaron una variacion

significativa, con respecto a los valores obtenidos en el tiempo cero de incubacién.

En contraste con la variable anterior, se obtuvo una mayor produccion de proteina en
este tiempo de incubaciéon, en comparacion con los valores registrados al tiempo
cero. Las cepas que mostraron la mayor produccion fueron las cepas CP-328
(11.1378 pg/ml), CP-267 (9.3672 pg/ml), CP-194 (9.2467 ug/ml), CP-30 (8.4700
pg/ml) y la produccién de las demas cepas fluctio de 5.4925 a 6.8990 ug/ml (Cuadro
51).

Cuadro 51. Comparacion de medias por el método de Duncan y formaciéon de grupos
homogéneos de 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus a los 14 dias de incubacion
en fermentacion liquida

Variables

Cepas Especie Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml)

328 P. pulmonarius 2.9476 £ 0.2406 a 11.1378 £ 0.6113 a
50* P. ostreatus 2.0231 +£0.1219 b 6.8523 + 0.1322 de
30 P. levis 0.3875 + 0.0415 c 8.4700 £ 0.2577 bc
171 P. djamor 0.3729 + 0.0469 c 6.2682 + 0.1916 ef
257 P. djamor 0.3525 + 0.0233 c 5.4925 + 0.2181 f
98 P. spp 0.3506 + 0.0146 c 7.6299 + 0 cd
267 P. ostreatus 0.3496 + 0.0215 c 9.3672 + 1.1895 b
44 P. djamor 0.3496 + 0.0478 c 5.4971 + 0.2511 f
120 P. djamor 0.3418 £ 0.0149 c 6.7869 + 0.4229 de
18 P. cystidiosus 0.3341 + 0.0267 c 6.0579 + 0.3569 ef
253 P. djamor 0.3302 + 0.0149 c 6.8990 + 0.8723 de
261 P. djamor 0.3292 + 0.0218 c 6.1233 + 05551 ef
194 P. spp 0.3127 £ 0.0150 c 9.2467 £ 0.1190 b

* Cepa comercial

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas

(Prueba de Duncan, p<0.05)
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Usando el coeficiente de correlacion de Pearson, se obtuvo una correlacion
altamente significativa (P<0.01). En el cuadro 52, se observa que la correlacién entre
la concentracion de proteina y la actividad de celulasa en el medio de cultivo Solka

Floc, a los 14 dias de incubacién fue mediana (r*= 0.505).

Cuadro 52. Correlacion entre la produccién de celulasa y proteina de las cepas en estudio
a los 14 dias de incubacion en medio liquido Solka Floc.

Celulasas Proteinas
Celulasas Correlacion de Pearson 1 .505(**)
Sig. (bilateral) .008
N 75 26
Proteinas Correlacion de Pearson .505(**) 1
Sig. (bilateral) .008
N 26 26

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

8.3.3. A los 21 dias de incubacién
Al aplicar el analisis de varianza para comparar las variables entre las diferentes
cepas en estudio, se encontraron diferencias altamente significativas en la

produccion de celulasa y proteina (p<0.01), en el dia 21 de incubacion (Cuadro 53).

Cuadro 53. Analisis de varianza 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus a los 21
dias de incubacién, usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 74 446.884 .000
Proteina 25 42.405 .000

Al aplicar la prueba de rangos multlipes de Duncan con un nivel de significancia de
0.05 (0<0.05), para comparar las medias de las variables entre las cepas en estudio
en el dia 21 de incubacion, se obtuvo la formacion de tres grupos (a, b, y ¢) en la
produccion de celulasa y en la produccion de proteina siete (a, b, bc, cd, de, ef, y f),
al igual que en la comparacion de medias de las variables correspondientes al dia
14. En donde también las cepas CP-328, CP-30, CP-50 y CP-267 exhibieron la
mayor produccion de celulasa con 8.1752 Ul, 1.2432 Ul, 1.2218 Ul y 0.4128,
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respectivamente, cabe mencionar que de estas cepas, la primera alcanzé su mayor
produccion de celulasa en este dia de incubacién. En contraste las cepas que
mostraron la menor produccién de celulasa fueron las cepas CP-261(0.3370 Ul), CP-
120 (0.3341 Ul) y CP-257 (0.3030 Ul), pertenecientes a P. djamor (Cuadro 54).

Un patrén similar fue observado, con respecto a la produccién de proteina, en donde
las cepas CP-328 (14.5023 pg/ml), CP-194 (13.1439 ug/ml), CP-98 (10.0037 pg/ml),
CP-267 (9.1500 pg/ml), CP-30 (8.2528 pg/ml) y CP-50 (7.2915 ug/ml) presentaron la
mayor produccion. Cabe sefialar que la cepa comercial CP-50 alcanzé su mayor
produccion en este periodo de incubacion, mientras que la produccién de las otras
cepas continuo incrementando hasta el final de la cinética. Y por otro lado la mayoria
de las cepas pertenecientes a P. djamor, presentaron la menor produccion de

proteina (Cuadro 54).

Cuadro 54. Comparacion de medias por el método de Duncan y formacion de grupos
homogéneos de 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus a los 21 dias de
incubacion en fermentacion liquida.

Variables

Cepas Especie Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml)

328 P. pulmonarius 8.1752 £ 0.1671 a 14.5023 + 0.9087 a
30 P. levis 1.2432 £ 0.0772 b 8.2528 + 0.2676 cd
50* P. ostreatus 1.2218 + 0.6152 b 7.2915 £ 0.1322 de
267 P. ostreatus 0.4128 + 0.0935 c 9.1500 + 0.1090 bc
44 P. djamor 0.3564 + 0.0543 c 6.5112 £ 0.2049 ef
171 P. djamor 0.3477 £ 0.0226 c 5.3710 £ 0.1388 f
98 P. spp 0.3467 £ 0.0109 c 10.0037 + 1.9825 b
253 P. djamor 0.3458 + 0.0203 c 6.5158 + 0.2775 ef
194 P. spp 0.3419 £+ 0.0485 c 13.1439 + 0.0528 a
18 P. cystidiosus 0.3399 + 0.0068 c 5.8477 + 0.0859 ef
261 P. djamor 0.3370 + 0.0088 c 6.2028 + 0.4560 ef
120 P. djamor 0.3341 + 0.0068 c 6.1981 + 0.1983 ef
257 P. djamor 0.3030 + 0.0183 c 5.5112 + 0.1520 f

* Cepa comercial

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
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(Prueba de Duncan, p<0.05)

Usando el coeficiente de correlacion de Pearson, se obtuvo una correlacion
altamente significativa (P<0.01). En el cuadro 55, se observa un coeficiente de
correlacion positivo entre la concentracion de proteina y la actividad de celulasa en el

medio de cultivo Solka Floc de r’= 0.656, a los 21 dias de incubacion.

Cuadro 55. Correlacién entre la produccion de celulasa y proteina de las cepas en
estudio a los 21 dias de incubacion en medio liquido Solka Floc.

Celulasas Proteinas
Celulasas Correlacion de Pearson 1 .656(**)
Sig. (bilateral) .000
N 75 26
Proteinas Correlacion de Pearson .656(**) 1
Sig. (bilateral) .000
N 26 26

*La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

8.3.4. A los 28 dias de incubacién

Al aplicar el analisis de varianza para comparar las variables entre las 13 cepas en
estudio, se encontrd la existencia de diferencias altamente significativas tanto en la
produccién de celulasa como de proteina (p<0.01), con respecto a los 28 dias de

incubacion (Cuadro 56).

Cuadro 56. Analisis de varianza 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus a los 28
dias de incubacién, usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 74 677.314 .000
Proteina 25 98.011 .000

Para comparar las medias de las variables entre las cepas en estudio a los 28 dias
de incubacién, se aplicd la prueba de rangos multlipes de Duncan con un nivel de
significancia de 0.05 (a<0.05), en donde se obtuvo la formacién de seis grupos (a, b,
c, d y f) en la produccion de celulasa y en la produccion de proteina siete (a, b, ¢, d,
e, ef, y f). En el cuadro 57, se observa, una clara diferencia con respecto a la

produccion de celulasa de las cepas correspondientes a P. djamor (CP-44, CP-120,
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CP-171, CP-253, CP-257y CP-261), las cuales presentaron en este dia de
incubacion valores muy bajos de concentracion de celulasa (de 0.3020 Ul a 0.3651
Ul) y, cuyos rangos mantuvieron practicamente durante toda la cinética, al igual que
la cepa CP-18 de P. cystidiosus. En comparacién con las cepas CP-328 (5.4674 Ul),
CP-30 (2.6806 Ul), CP-98 (1.7463 Ul), CP-267 (1.0110 Ul) y CP-194 (0.6857 Ul), que
mostraron la mayor produccion de celulasa durante este dia de incubacién. Sin
embargo, cabe mencionar, que la produccion de las cepas CP-328 y CP-50 decrecié
en este dia, a pesar de que la cepa CP-328 se ubico, como una de las mayormente
productoras de celulasa, y contrariamente a esto, las cepas restantes exhibieron su

mayor produccién en este dia de incubacion.

En cuanto a la produccioén de proteina, también se observaron marcadas diferencias
entre las cepas correspondientes a P. djamor y la cepa CP-18 de P. cystidiosus, con
el resto de las cepas, en donde las primeras solo aumentaron su produccion del dia
cero al 14 y la mantuvieron hasta el final de la cinética (28 dias); no asi en el caso de
las cepas CP-98 (18.4710 pg/ml), CP-328 (15.9275 ug/ml), CP-194 (15.7327 ug/ml),
CP-30 (11.9677 pg/ml) y CP-267 (10.3485 ug/ml) y, las cuales fueron incrementando
su produccion durante los dias considerados en la cinética en estudio y alcanzaron
su mayor produccién en el dia 28 de incubacién, a excepcion de la cepa CP-50
(6.7869 pg/ml), cuya produccion decrecio en este dia (Cuadro 57).

Cuadro 57. Comparacion de medias por el método de Duncan y formacién de grupos
homogéneos de 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus a los 28 dias de
incubacion en fermentacion liquida.

Variables

Cepas Especie Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml)

328 P. pulmonarius 5.4674 + 0.0896 a 15.9275 + 0.7765 b
30 P. levis 2.6806 + 0.2534 b 11.9677 + 1.4572 c
98 P. spp 1.7463 + 0.1898 c 18.4710 £ 0.7137 a
267 P. ostreatus 1.0110 + 0.1662 d 10.3485 + 0.1190 d
194 P. spp 0.6857 + 0.1486 e 15.7327 + 1.4406 b
44 P. djamor 0.3651 + 0.0130 f 6.6841 + 0.2379 e
18 P. cystidiosus 0.3448 £ 0.0190 f 6.2308 + 0.2974 ef
253 P. djamor 0.3379 £ 0.0218 f 4.7775 + 0.1057 f
50* P. ostreatus 0.3331 £ 0.0154 f 6.7869 * 0.3965 e
261 P. djamor 0.3302 + 0.0086 f 5.2028 + 0.1520 ef
171 P. djamor 0.3263 + 0.0096 f 6.7168 + 0.4031 e
120 P. djamor 0.3205 + 0.0137 f 5.9084 + 0.2379 ef
257 P. djamor 0.3020 + 0.0201 f 5.8570 + 0.1784 ef
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* Cepa comercial
Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)

Usando el coeficiente de correlacion de Pearson, se obtuvo una correlacion
altamente significativa (P<0.01). En el cuadro 58, se observa un coeficiente de
correlacion positivo entre la concentracion de proteina y la actividad de celulasa en el

medio de cultivo Solka Floc de r’= 0.661, a los 28 dias de incubacion.

Cuadro 58. Correlacion entre la produccién de celulasa y proteina de las cepas en
estudio a los 28 dias de incubacion en medio liquido Solka Floc.

Celulasas Proteinas
Celulasas Correlacion de Pearson 1 .661(**)
Sig. (bilateral) .000
N 75 26
Proteinas Correlacion de Pearson .661(**) 1
Sig. (bilateral) .000
N 26 26

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

En la figura 38, se observan las cepas que presentaron una mayor actividad
enzimatica (A) durante la cinética en estudio, en donde la cepa comercial CP-50 de
(P. ostreatus) fue la primera en alcanzar su maxima produccién (2.023 Ul) en el dia
14 de incubacion, posteriormente en el dia 21 la cepa CP-328 de P. pulmonarius
(8.1752 Ul) y CP-30 de P. levis (1.2432 Ul), cuya produccién de estas cepas decrecid
al final de la cinética, y por ultimo en el dia 28 las cepas CP-98 (1.7463 Ul), CP-
267(1.0110 Ul) y CP-194 (0.6857 Ul), alcanzaron su mayor produccion.

Por otro lado se observo una marcada diferencia, con respecto a la produccion de
celulasa de las cepas pertenecientes a P. djamor y la cepa CP-18 de P. cystidiosus
(B), en donde la produccion fue muy baja, y cuyos valores fluctuaron entre 0.3021 Ul
y 0.3730 UL.
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Figura 38. Comparacién de la actividad enzimatica entre todas las cepas a diferentes dias de

incubacion en el medio de cultivo Solka Floc.

Finalmente, en la figura 39, se observé que la cepa CP-50 fue la primera en alcanzar

su maxima produccion de proteina a los 21 dias de incubacién (decreciendo al final

de la cinética); en comparacién con las cepas CP-98 (18.4710 pg/ml), CP-328
(15.9275 pg/ml), CP-194 (15.7327 ug/ml), CP-30 (11.9677 ug/ml) y CP-267 (10.3485

pg/ml), que presentaron una mayor concentracion al final de la cinética en estudio. Y

en contraste con estas cepas, la produccion de proteina por las cepas pertenecientes

a P. djamor fue menor y se mantuvo practicamente constante durante toda la

cinética, al igual que en el caso de la produccién de celulasa por las mismas cepas.
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Figura 39. Comparaciéon de la produccion de proteina de las cepas en estudio a diferentes dias de

incubacion en el medio de cultivo Solka Floc.
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Con base a los resultados obtenidos, se observo claramente la formacion de dos
grupos: el que incluia a las cepas que mostraron mayor capacidad para la
degradacion de celulosa y produccién de proteina, en donde se ubicaron las cepas:
CP-30, CP-50, CP-98, CP-194 y CP-328. Y por otro lado el grupo de las cepas que
presentaron menor actividad enzimatica y producciéon de proteina, durante toda la
cinética en estudio, el cual lo conformaron las cepas pertenecientes a P. djamor (CP-
44, CP-120, CP-171, CP-253, CP-257 y CP-261) y la cepa CP-18 de P. cystidiosus.

Debido a que la finalidad de este proyecto de investigacion es seleccionar las cepas
que exhiban la mayor actividad enzimatica, se decidié comparar la produccion de
celulasa y proteina registradas a los 28 dias de incubacion entre las cepas
contenidas en el primer grupo, y de esta manera segregar las cepas, cuya actividad

enzimatica y produccion de proteina sea mayor.

8.4. Estudio comparativo de cepas con mayores capacidades de degradacion
de sustratos a los 28 dias de incubacién

Al aplicar el analisis de varianza para comparar las variables entre las cepas que
mostraron mayor capacidad para la degradacion de celulosa y produccion de
proteina, se encontraron diferencias altamente significativas tanto en la produccién
de celulasa como de proteina (p<0.01), con respecto a los 28 dias de incubacién
(Cuadro 59).

Cuadro 59. Analisis de varianza 6 cepas pertenecientes al género Pleurotus a los 28 dias
de incubacion, usando medio liquido Solka Floc.

Fuente Grados de libertad Valor de F. Valor de p
Celulasa 32 482.784 .000
Proteina 11 40.455 .000

Para comparar las medias de las variables entre las cepas elegidas a los 28 dias de
incubacion, se aplicd la prueba de rangos multlipes de Duncan con un nivel de
significancia de 0.05 (a<0.05), en donde se obtuvo la formacién de seis grupos (a, b,
c, d y f) en la produccion de celulasa y en la produccion de proteina cuatro (a, b, cy
d). En referencia a la produccién de celulasa por las cepas en estudio, a los 28 dias

de incubacién, se observé que la cepa CP-328 presenté la mayor produccion de
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celulasa con 5.4674 Ul, seguida de la cepa CP-30 con 2.6806 Ul, enseguida se
ubicaron las cepas CP-98 con 1.7463 Ul y CP-267 con 1.0110 Ul y en contraste las
cepas que mostraron la menor produccion fueron las cepas CP-194 con 0.6857 Ul y
CP-50 con 0.3331Ul. Cabe mencionar que las cepas CP-50 y CP-328 alcanzaron su
maxima produccién de celulasas en los dias 14 y 21, respectivamente, y decrecieron
al final de la cinética (28 dias), al contrario del resto de las cepas, que alcanzaron su

maxima produccion en este dia de incubacién (Cuadro 60).

Y con respecto a la produccion de proteina, la cepa CP-98 exhibié la mayor
produccion con 18.4710 pg/ml, seguida de las cepas CP-328 y CP-194 con 15.9275
Mg/ml y 15.7327 ug/ml respectivamente, y por otro lado la cepa CP-50 mostré la
menor producciéon (6.7869 pg/ml). Cabe mencionar que la mayoria de estas cepas
alcanzé su mayor produccién de proteina en este dia de incubacion, a excepcion de
la cepa CP-50 que lo presentd en el dia 21, decreciendo al final de la cinética en
estudio (Cuadro 60).

Cuadro 60. Comparacion de medias por el método de Duncan y formacion de grupos
homogéneos de 6 cepas pertenecientes al género Pleurotus a los 28 dias de incubacion
en fermentacion liquida.

Variables

Cepas Especie Celulasa (Ul) Proteina (ug/ml)

328 P. pulmonarius 5.4674 + 0.0896 a 15.9275 + 0.7765 b
30 P. levis 2.6806 + 0.2534 b 11.9677 + 1.4572 c
98 P. spp 1.7463 + 0.1898 c 18.4710 £ 0.7137 a
267 P. ostreatus 1.0110 £ 0.1662 d 10.3485 + 0.1190 c
194 P. spp 0.6857 + 0.1486 e 15.7327 + 1.4406 b
50* P. ostreatus 0.3331 £ 0.0154 f 6.7869 + 0.3965 d

* Cepa comercial

Nota: Letras diferentes indican que las medias son estadisticamente distintas
(Prueba de Duncan, p<0.05)

En la figura 40, se observa que la mayor actividad de celulasa a los 28 dias de

incubacion (A) la presento la cepa CP-328, seguida de la cepa CP-30 y CP-98. Y en
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contraste las que mostraron una menor produccion fueron las cepas CP-194 y CP-
50; un patron similar se observo, en el caso de la produccién de proteina (B), en
donde las cepa CP-98 presentd la maxima produccién, seguida de las cepas CP-194
y CP-328 vy, al igual que en el caso anterior la menor produccion de proteina la
obtuvo la cepa CP-50, en este dia de incubacion, debido a que esta cepa alcanzé su
maxima producciéon en el dia 21, al contrario del resto de las cepas, cuya mayor

produccion de proteina la alcanzaron en el dia 28 de incubacion.
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Figura 40. Actividad enzimatica (A) y produccién de proteina (B) de las cepas elegidas, creciendo en medio de
cultivo Solka Floc a 28 dias de incubacion y una temperatura de 25°C.

Usando el coeficiente de correlacion de Pearson, no se obtuvo una correlacion
significativa (P<0.05). En el cuadro 61, se observa un coeficiente de correlacion
positivo entre la concentracion de proteina y la actividad de celulasa en el medio de
cultivo Solka Floc de r?= 0.412, a los 28 dias de incubacion.

Cuadro 61. Correlacion entre la produccion de celulasa y proteina de las cepas elegidas a
los 28 dias de incubacion en medio liquido Solka Floc.

Celulasas Proteinas
Celulasas Correlacion de Pearson 1 412
Sig. (bilateral) 183
N 33 12
Proteinas Correlacion de Pearson 412 1
Sig. (bilateral) 183
N 12 12

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

8.5. Caracterizacion de las cepas en estudio, en el medio de cultivo liquido
Solka Floc
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El pH del medio de cultivo liquido con Solka Floc previo a la esterilizacion fue de 6.09
y después de la esterilizacion de 6.05. A pesar de que las cepas en estudio fueron
mantenidas bajo las mismas condiciones y el pH que presentd el medio de cultivo se
ha reportado como 6ptimo (de 6 a 6.5), segun lo citado por Elisashvili (2008), Buswell
(1996) y Garzillo (1994), para el desarrollo de cepas de hongos comestibles, entre
las que se encuentran algunas especies del género Pleurotus. Las colonias

desarrolladas mostraron caracteristicas macroscopicas diferentes.

Con la mayoria de las cepas el medio de cultivo presentd caracteristicas similares
tales como: consistencia liquida y color amarillo claro, a excepcién de las cepas CP-
194 y CP-98, que tornaron el color del medio de cultivo a un amarillo ligeramente
mas oscuro y, en la segunda de estas tanto la colonia, como el medio de cultivo

presentaron una consistencia viscosa, en los primeros dias de incubacion.

Otra observacion interesante con respecto al medio de cultivo (Figura 41), fue que en
las cepas que mostraron menor actividad enzimatica (principalmente las cepas de P.
djamor), el reactivo Solka Floc presente en el medio, no mostroé alteracién (A), no asi,
en el medio de cultivo inoculado con las cepas que presentaron la mayor actividad

enzimatica, en donde este reactivo estaba desintegrado completamente (B).

B

Figura 41. Comparacién de la apariencia del medio de cultivo liquido Solka Floc inoculado con la
cepa CP-253 de P. djamor (A) y CP-328 de P. pulmonarius (B), al término de la cinética en
estudio (28 dias).
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9. DISCUSION

A pesar de los estudios que se han realizado en nuestro pais sobre el cultivo de
Pleurotus utilizando diversos substratos (Mora y Martinez-Carrera et al., 2006) muy
poco se conoce sobre la produccién de enzimas de estos hongos. Por otro lado, a
nivel mundial se han identificado 15 grupos interestériles (Gl) dentro del género
Pleurotus (Vilgalys et al., 1996), de los cuales en nuestro pais se tienen identificados
5 de esos Gl (Sobal et al., 2007). En el presente trabajo se investigo la produccion
extracelular de celulasas en medio liquido con 12 cepas nativas mexicanas y una
comercial de Pleurotus, pertenecientes a los cinco Gl. También se determino el
contenido de proteina en los extractos y el peso seco de las colonias. A los diferentes
dias considerados en la cinética en estudio, se aplico el coeficiente de correlacion de

Pearson, para determinar la existencia de correlacion significativa entre las variables.
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Se ha demostrado que las especies del género Pleurotus tienen la capacidad de
producir enzimas celuloliticas tanto en fermentacién liquida (Elisashvili et al., 2008a;
Mikiashvili et al., 2006; Inglis et al., 2000; Lynd et al., 2002; Maziero et al., 1999;
Buswell et al., 1996; Garzillo et al., 1994) como en fermentacidén en estado sdlido
(Elisashvili et al., 2008b; Marquez-Araque et al., 2007; Membirillo et al., 2008; Reddy
et al., 2003; Ghosh et al., 1998; Tan y Wahab, 1997).

Se encontrd que el mejor medio de cultivo liquido para la produccién de celulasas fue
el propuesto por Elisashvili et al (2008a,b), con las siguientes modificaciones: se
sustituyeron los reactivos glucosa y NH4sNO; por Solka Floc y peptona,
respectivamente. Se eligid usar el substrato Solka Floc, como fuente de carbono,
debido a que la produccién de celulasas en hongos es inducida por la presencia de
compuestos facilmente difusibles, presentes en el medio de cultivo, tales como: la
celobiosa, celodextrina, sophorosa, etc., o algunos productos que contengan celulosa
(Ghosh et al., 1998; Uzcategui et al., 1991). También se ha reportado que la adicién
de peptona al medio de cultivo (como fuente de nitrdgeno) incrementa la actividad de

enzimas celuloliticas (Elisashvili et al., 2008b).

En el presente trabajo se comparo por primera vez la produccién de celulasas,
proteina y biomasa de cepas mexicanas de diversas especies provenientes de 10
estados de la republica. Todas las cepas de Pleurotus crecieron sobre el medio de
cultivo liquido con Solka Floc, debido a que pudo producir enzimas celuloliticas para
degradar el substrato. Los resultados muestran que la actividad enzimatica se
incremento hasta el término de la cinética en estudio (28 dias) en la mayoria de las
cepas, a excepcion de las cepas CP-50 y CP-328, donde el maximo se alcanzo a los
14 y 21 dias, respectivamente (Figura 42). La cepa CP-328 de P. pulmonarius fue la
que produjo la mayor cantidad de celulasa (8.17 Ul), seguida por las cepas CP-30
(2.6806 Ul) y CP-50 (2.023 Ul). Es importante resaltar este dato ya que la cepa CP-
328 es nativa del estado de Durango y produjo cuatro veces mas celulasas que la

cepa comercial (CP-50).
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En el caso de las cepas CP-50 y CP-328, la produccién de celulasa decrecio
considerablemente al término de la cinética en estudio, en la primera después de los
14 dias y en la segunda después de los 21 dias. Esto podria deberse a la inhibicién
de la produccidén de enzimas causada por el agotamiento de los nutrientes en el
medio de cultivo o al envejecimiento del mismo, tal como lo menciona Tan y Wahab
(1997) (Figura 42).
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Fig. 42. Cinética de la produccion de la celulasa de las 13 cepas de Pleurotus cultivadas en medio
liquido con Solka Floc como fuente de carbono. Los nimeros de las cepas corresponden a los del
cuadro 4.

Los dias en donde las cepas en estudio alcanzaron la maxima actividad enzimatica
(14-28 dias), son mayores a los mencionados por Elisashvili et al (2008a,b) quien
reporta de 7-10 dias y Buswell et al (1996) que cita 6 dias; para cepas de Pleurotus,
en fermentacion sumergida y bajo condiciones de crecimiento micelial en agitacion;
lo cual contrasta con las condiciones estaticas mantenidas en este trabajo de

investigacion.

Con respecto a la produccion de celulasa, los valores obtenidos en este trabajo son
inferiores, comparados con los obtenidos por Elisashvili et al (2008a), quienes
obtuvieron una produccién de celulasa de 2435 U matraz™' en P. dryinus y 1800 U
matraz'en P. ostreatus, usando hojas de arbol en ambos casos, mientras que
Buswell et al (1996), obtuvo de 170-250 U/ml.
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En cuanto a la produccién de proteina, la cepa CP-98 exhibié la mayor produccion
con 18.4710 ug/ml, seguida de las cepas CP-328, CP-194 y CP-30 con 15.9275
Mg/ml, 15.7327 pg/mly 11.9677 pg/ml, respectivamente. La mayoria de estas cepas
alcanzé su mayor produccion de proteina en el dia 28 de incubacion, a excepcion de
la cepa CP-50 (7.2915 pg/ml) que lo presentd en el dia 21, decreciendo al final de la

cinética en estudio (Figura 43).
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Fig. 43. Cinética de la produccion de la proteina de las 13 cepas de Pleurotus cultivadas en medio liquido con
Solka Floc como fuente de carbono. Los niumeros de las cepas corresponden a los del cuadro 4.

Segun los resultados obtenidos la concentracién de proteina en los extractos fue
incrementando gradualmente, debido a la secrecidon de enzimas extracelulares en el
medio. En la mayoria de la cepas se observé esta relacion, a excepcion de la cepa
CP-50, que después de alcanzar la maxima produccion de enzima y proteina, estas
decrecieron al final de la cinética en estudio. Este decrecimiento en la concentracién
de proteina durante la etapa final del experimento podria deberse a la protedlisis o la

produccion de proteasas, como lo menciona Ghosh et al (1998).

Por otro lado las especies de P. djamor y P. cystidiosus presentaron la menor
actividad enzimatica y produccion de proteina, durante toda la cinética en estudio.
Con base a lo mencionado anteriormente, es importante sefalar que la marcada
diferencia entre las cepas que presentaron la mayor produccién y las cepas

pertenecientes a P. djamor, puede deberse a que cada especie requiere de
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diferentes condiciones en los medios de cultivo para su 6ptimo crecimiento. Estos
resultados coinciden con lo citado por Elisashvili et al (2008b); Membrillo et al (2008);
Marquez-Araque et al (2007) y Tan y Wahab (1997); quienes mencionan que la
produccion de celulasas, lacasas, xilanasas y manganeso peroxidasas esta
influenciada por la especie del hongo, la composicion del medio (6 sustrato) y las

condiciones de cultivo.

Por ejemplo, en cultivos de Panus tigrinus no se detecto actividad de xilanasas y
lacasas bajo condiciones de cultivo en agitacién; pero si en condiciones estaticas
(Nazareth y Sampy, 2003). Otro en ejemplo, pero en fermentacion sélida es el citado
por Tan y Wahab (1997), quién menciona que la produccion de celulasas por P.

sajor-caju sobre residuos de algoddn fue mucho mas alta que la obtenida en aserrin.

En relaciéon a la produccion de biomasa, podria considerarse que las condiciones de
cultivo a las se sometieron las cepas en estudio fueron adecuadas para la produccion
de biomasa, cuya mayor produccion fue alcanzada por la mayoria de las cepas en
estudio entre los 14-21 dias de incubacion, a excepcion de la CP-171 que lo
consiguio a los 28 dias, estos datos coinciden con los mencionados por Maziero et al
(1999), quien sefiala que las cepas de Pleurotus presentaron una mayor produccion
de biomasa después de los 7 dias de incubacion, bajo condiciones de agitacién. Este
mismo autor reporta rangos de produccion de biomasa por las mismas cepas de
0.00450-0.01039 mg/ml a los 14 dias de incubacién; estos datos son inferiores, en
comparacién con los obtenidos en este trabajo de investigacién para cepas de

Pleurotus, cuyos rangos de produccién oscilaron entre 2.5556-9.8639 mg/ml.

Otra observacion importante mencionada por Maziero et al (1999), es que bajo las
mismas condiciones de cultivo, las distintas especies de hongos mostraron
diferencias en cuanto a la forma y consistencia de los pellet, asi como también en la
consistencia y color del medio de cultivo, dichas observaciones concuerdan con las
registradas en las cepas CP-98 y CP-194 de Pleurotus spp., las cuales tornaron el
color del medio a un amarillo ligeramente mas oscuro, de consistencia liquida y

viscosa, respectivamente.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran por primera vez la
produccion de celulasas de cepas pertenecientes a diferentes grupos interestériles
provenientes de diversas regiones de nuestro pais. Una siguiente fase en el estudio
de esta enzima seria investigar su comportamiento en el substrato sélido de cultivo,
asi como incorporar mas cepas de otras regiones del pais. Asimismo, se requiere
estudiar otras variables tales como usar otras fuentes de carbono, nitrégeno, pH, y
condiciones de cultivo, asi como estudiar otras enzimas tales como lacasas,
manganeso peroxidasas, entre otras. Ya que como se observo con las cepas de P.
djamor, en donde se obtuvo una muy baja produccién tanto de enzimas como de
proteina, lo cual puede deberse a que se necesita proporcionarle a esas cepas otras

condiciones de cultivo.

10. CONCLUSIONES

El mejor medio de cultivo liquido para la produccién de celulasas en las cepas de

Pleurotus fue el de Elisashvili et al (2008a) modificado.

La cepa CP-328 de Pleurotus pulmonarius fue la que obtuvo la mayor cantidad de
enzimas y proteina con 1752 U y 14.5023 pg/ml, respectivamente a los 21 dias de

incubacion.

La mayor correlacién entre la produccion de enzima y la produccion de proteina se
obtuvo a los dia 28 de incubacion (r*= 0.661).
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La actividad enzimatica se incremento hasta el término de la cinética en estudio (28
dias) en la mayoria de las cepas, a excepcion de las cepas CP-50 y CP-328, donde

el maximo se alcanzo a los 14 y 21 dias, respectivamente.

En cuanto a la produccién de proteina, la cepa CP-98 exhibié la mayor produccion
con 18.4710 pg/ml, seguida de las cepas CP-328, CP-194 y CP-30 con 15.9275
Mg/ml, 15.7327 pg/mly 11.9677 pg/ml, respectivamente. La mayoria de estas cepas
alcanzé su mayor produccion de proteina en el dia 28 de incubacion, a excepcion de

la cepa CP-50 (7.2915 ug/ml) que lo presentd en el dia 21.

En cuanto a la producciéon de biomasa, la cepa CP-171 exhibid la mayor produccion
con 9.8639 mg/ml, seguida de la cepa CP-267 con 9.5778 mg/ml y CP-98 con 8.6347
mg/ml, a los 28, 14 y 21 dias de incubacion respectivamente. Y por otro lado las
cepas CP-120 y CP-194 mostraron la menor produccion de biomasa durante todos

los dias considerados en la cinética en estudio.

Las colonias desarrolladas mostraron caracteristicas macroscopicas diferentes. En
general todas las colonias presentaron color blanco, pero con diferencias en cuanto a

crecimiento micelial, textura, densidad y tipo de micelio aéreo.

11. DESARROLLO DE UNA ESTRATEGIA DE SELECCION DE CEPAS

Es indudable que la biotecnologia de produccién de hongos comestibles ofrece
notables ventajas sociales, econémicas y ecoldgicas, siempre y cuando se lleve a
cabo de una forma correcta y con las cepas adecuadas, para alcanzar mayores
beneficios; por tal motivo los métodos de seleccidon de cepas son de suma

importancia. Por lo que en la presente estrategia se plantean los siguientes objetivos:
Objetivo general

Seleccionar cepas de hongos comestibles (Pleurotus) para la produccién rural, con

base en su actividad enzimatica en medio de cultivo liquido.
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Objetivos particulares
» Diversificar las opciones de los productores en cuanto a las cepas que
manejan, aumentando el numero de las cepas nativas, que exhiban altos
rendimientos y cuyo periodo de produccién sea corto.
» Programar una evaluacion peridédica de las cepas propuestas que permita la
optimizacién del proceso, lo cual se traducira en ingresos estables y mayores
para los productores.

» Mantener la estabilidad de la produccion y de mercado durante todo el afo.

Actores de la estrategia

Para la operacion de la estrategia se propone la vinculacién de tres elementos
fundamentales; cada uno con tareas especificas interrelacionadas y
complementarias:

1) Los productores y sus familias a quienes es dirigida la estrategia.

2) Los equipos humanos técnicos y cientificos; en este caso, el Colegio de
Postgraduados Campus Puebla, asi como otras instituciones de investigacion
cientifica sobre la biotecnologia de hongos comestibles son de gran importancia, ya
que es evidente que las actividades productivas asociadas con los hongos
comestibles en México requieran de la vinculacion estratégica con instituciones
publicas para llegar a ser sostenibles desde el punto de vista social, econémico y
ecoldgico.

3) Representantes y miembros de instituciones de apoyo a la produccién y el
desarrollo agricola y rural. Este sector esta representado principalmente por el
Gobierno, que a través de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentaciéon (SAGARPA), Fundaciones PRODUCE vy otros organismos,
otorguen capacitacion técnica, asi como apoyos financieros y admisnistrativos a los

productores de hongos comestibles.

La accién coordinada de éstos es lo que da fuerza a la operacion de la estrategia,

teniendo como resultado logros econémico-sociales.

Plan de accion de la estrategia
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1) Identificar el sector social (productores rurales), y analizar el lugar donde se
desea poner en practica.

2) Con los productores se pretende llevar a cabo cursos y talleres, con la
finalidad de dar a conocer la importancia que tienen las enzimas en la
degradacion del sustrato y su implicacion en los procesos de invasion micelial
del mismo, en el periodo de tiempo de la obtenciéon de la cosecha y en los
rendimientos obtenidos por las cepas en estudio. Asi mismo se sugerira el uso
de cepas nativas con altas potencialidades, como es el caso de la cepa CP-
328 y CP-30 de Pleurotus que presentaron la mayor produccion de enzimas
celuloliticas y proteina extracelular en el medio de cultivo estudiado, en
comparacion la cepa comercial CP-50.

3) Los investigadores del Colegio de Postgraduados, Campus-Puebla, seran los
encargados de impartir los cursos o talleres de capacitacién a los productores.
Por lo tanto la vinculacion de este sector con los productores, se llevara a
cabo a través del Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles
(CREGENHC) del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla; que cuenta
con un programa de mantenimiento, conservacién y caracterizacién del
germoplasma nativo procedente de diversas regiones del pais (Martinez-
Carrera et al., 2007). De esta forma cuando los productores acudan al
CREGENHC, para comprar semilla, se les podran sugerir algunas de las
cepas nativas que se eligieron en este trabajo de investigacion (CP-328 y CP-
30) por exhibir alta produccién de enzimas celuloliticas, y cuyos beneficios
seran reflejados en un menor periodo de invasion de sustrato y obtencion de
la cosecha, y mayores rendimientos, lo cual repercutira en la economia del
productor.

4) Por otro lado las instituciones del sector, mencionadas anteriormente, también
tendran un papel fundamental en este proceso, ya que son quieres brindan el
apoyo financiero para que las organizaciones de productores reciban los
cursos y talleres necesarios, para llevara a cabo la biotecnologia de

produccion de hongos comestibles.

Estrategia
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Con base a los resultados obtenidos, la estrategia de seleccion que se plantea
consiste en realizar en la fase de laboratorio estudios detallados sobre la morfologia
de las cepas, producciéon de biomasa bajo distintas condiciones (en agitacion vy
estatica), y examinar diferentes factores que estimulen la produccion de enzimas
celuloliticas por las cepas en estudio en fermentacion liquida, tales como:
composicion del medio de cultivo, sustrato para la determinacion enzimatica,
periodos de incubacion, etc. Y por otro lado en la fase de campo se propone cultivar
las cepas en estudio en paja de trigo y en diferentes formulas de sustrato, para
caracterizar morfolégicamente los cuerpos fructiferos y determinar su EB y actividad
enzimatica en dichos sustratos; con la finalidad de correlacionar la actividad
enzimatica durante la fermentacion liquida y solida, y paralelamente también
analizar la correlacion entre la actividad enzimatica en fermentacién sélida y la EB
obtenida por las cepas en estudio. Por lo tanto si la correlacién entre las variables en
estudio resultara positiva, se podrian recomendar las cepas que exhiban una mayor

produccion enzimatica desde la fase de laboratorio.

Con base a lo mencionado anteriormente, es importante mencionar que las cepas
CP-30, CP-50, CP-253, CP-267 se han cultivado en diferentes sustratos, en los
trabajos de investigacion de Sihuanca (2009) y Ramirez (2006). El primero de los
autores, encontré EB altas por las cepas CP-30 y CP-98, en las formulas 22 y 20,
respectivamente, no asi en las cepas correspondientes CP-253 y CP-267 (Cuadro
62); estos resultados concuerdan con la produccion de celulasas por las mismas
cepas estudiadas en el presente trabajo de investigacion. Ya que las cepas donde se
obtuvo una mayor produccion de enzimas celuloliticas fue en las cepas CP-328,
seguida de las cepas CP-30 y CP-50. Y en contraste donde se encontraron bajos

niveles de celulasa fue en las cepas pertenecientes a P. djamor.

Cuadro 62. Comparacion de la EB mostrada por cepas de Pleurotus en diversas
férmulas.

Eficiencia biologica

Cepa Especie

Féormula C17 Férmula C18 Foérmula C19 Férmula C20 Formula C22
CP-30 P. levis 81.21£9.28 bc  83.38%5.93c 72.48+14.72c 101.51+£25.02 ab 104.95+11.90 a
CP-98  Pleurotus spp NP NP 46.72+18.57 b  63.31£10.1 a 39.50+£9.39 b
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CP-253 P. djamor 47.932+5.40a 51.503+6.30 a NP 50.685+2.00 a 46.598+4.88 a
CP-267  P. ostreatus 52+7.31a 49.01+3.60 a 276104 c 32.38+3.72 b 57.30+9.01 a

Fuente: Sihuanca, 2009.

Por otro lado el segundo autor, encontré una mayor EB por la cepas CP-50 y CP-253

en paja de trigo (Cuadro 63).

Cuadro 63. Comparacion de la EB mostrada por cepas de Pleurotus en diversas
férmulas.

Eficiencia biologica

Cepa Especie
Aserrin Paja de trigo
CP-253 P. djamor 14.1 +2.36" 1201 £7.41
CP-50  P. ostreatus 94.8 + 3.80" 135.9+£5.3

*pH 11, del sustrato

Fuente: Ramirez, 2006.

Lo cual sugiere que podria existir una relacién positiva entre las variables en estudio,
y por lo tanto, esta estrategia de seleccion seria de suma importancia para obtener
altas EB, en cortos periodos de tiempos; y como resultado de este proceso, se

obtendria un incremento en el ingreso econdmico de los productores rurales.
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Anexo Il.
Preparacion de los medios de cultivo
Los medios de cultivo M (30 g/l), PDB [(Difco, E.U.A.) (24 g/)] y CYM (Cuadro 1) se

prepararon siguiendo las instrucciones del fabricante.

Cuadro 1. Componentes del medio de cultivo liquido CYM

Reactivo Cantidad (g/L)
Dextrosa 20
Peptona de carne 2
Extracto de levadura 2
MgSO, 7H,0 0.5
KH,PO, 0.46
K;HPO, 1

Medio de cultivo: extracto de paja de trigo

Este medio fue preparado de acuerdo a Membrillo et al (2008) y Garzillo et al (1994).
Se suspendieron 3 g de paja de trigo triturada por cada 100 ml de agua destilada;
posteriormente se hirvid por 10 min y finalmente el extracto de paja de trigo fue
filtrado con la ayuda de un embudo, al cual se le colocé papel filtro (Watman, No. 1)

para evitar que pasaran las particulas de paja.

Medio de cultivo liquido: extracto de paja de trigo con peptona
El procedimiento para obtener el extracto enzimatico fue el mismo que en caso
anterior solo que a este medio de cultivo se le adiciond 1 g de peptona (Bioxon,

México) por cada 100 ml.

Medio de cultivo liquido con Solka Floc usado como fuente de carbono

Este medio fue preparado de acuerdo a Elisashvili et al (2008), con algunas
variaciones, quien reporta las siguientes cantidades de reactivos, para preparar 1L:
10.0 g de glucosa (J. T.Baker, México), 1.0 g de NH4sNO3 (J. T.Baker, México), 0.8 g
de KH,PO4 (J. T.Baker, México), 0.2 g de Na,HPO, (Quimica Meyer, México), 0.5 g
de MgSO47H,O (J. T.Baker, México), 2.0 g de extracto de levadura (Bioxon,

México). Posteriormente, cada uno de los medios de cultivo fue esterilizado a 121 °C,
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durante 25 min. Se vertieron 13 ml de los medios de cultivo en cajas Petri (60X15)
bajo condiciones de esterilidad en una campana de flujo laminar (VECO, México).

Por cada cepa se prepararon 8 réplicas.

La actividad de la celulasa de la cepa CP-50 se determind en cada uno de los
medios de cultivo antes mencionados, a diferentes dias de incubacion, diluciones y
tiempo de incubacion del sustrato, con la finalidad de encontrar tanto un medio de
cultivo optimo, como las condiciones adecuadas para la produccion de estas enzimas

por cepas de Pleurotus, y a continuacion se muestran los resultados obtenidos.

Anexo lll. Resultados de ensayos

Al determinar la actividad de la enzima celulasa por la cepa CP-50 en medio de
cultivo Extracto de Malta (M) durante 0, 2, 4, 6 y 8 dias de fermentacion liquida, con
una dilucién 1:9 del extracto enzimatico (450ul de buffer citrato y 50ul de extracto) y
a diferentes tiempos de incubacion del sustrato (CMC), se registraron absorvancias
muy bajas en los distintos tratamientos, que oscilaron entre -0.0003 - 0.0710, estos
resultados indican que no fue posible la deteccion de celulasa bajo estas condiciones

de cultivo e incubacion del sustrato (Cuadro 2).

Cuadro 2. Determinacion de la actividad de celulasa por la cepa CP- 50 de Pleurotus ostreatus, en
medio de cultivo M, durante 8 dias de fermentacion liquida; con un tiempo de incubacién del sustrato
(CMC) de 60, 40 y 20 min y con dilucién 1:9 del extracto enzimatico. A una longitud de onda de 540
nm.

Incubacion (dias) Tiempo de incubacién del sustrato (min)
60 40 20
0 0.0240 0.0207 0.0343
2 0.0013 0.0347 0.0493
4 0.0267 0.0423 0.0213
6 -0.0003 0.0710 0.0377
8 0.0283 0.0313 0.0400

De acuerdo con los resultados encontrados anteriormente, en donde no influyé el
tiempo de incubacion del sustrato, para que la produccion de la enzima celulasa
aumentara, se decidié determinar la actividad de esta enzima, por la cepa CP-50 en
medio de cultivo Caldo Papa Dextrosa (PDB), bajo las mismas condiciones de cultivo

que en el caso anterior, con la diferencia de que en este tratamiento la incubacion del
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sustrato solo se llevo acabo durante 60 min. Sin embargo, al igual que en el caso
anterior se registraron absorvancias muy bajas que fluctuaron de -0.0220 - 0.0290.
Por tal motivo estas condiciones tampoco resultaron viables para la produccion de

celulasa (Cuadro 3).

Cuadro 3. Determinacion de la actividad de celulasa por la cepa CP- 50 de Pleurotus ostreatus, en
medio de cultivo PDB, durante 8 dias de fermentacién liquida; con un tiempo de incubaciéon del
sustrato (CMC) de 60 min y con dilucién 1:9 del extracto enzimatico.

Incubacion (dias) Absorvancia (540 nm)
0 0.0200
2 0.0050
4 0.0290
6 -0.0147
8 -0.0220

También se llevo a cabo la determinacion de la actividad enzimatica en el Medio
Completo para Levaduras (CYM) por la cepa CP-50, bajo las mismas circunstancias
que en el tratamiento anterior, obteniendo bajas absorvancias, que oscilaron entre
-0.1283 a 0.0060. Por lo tanto, estos resultados indican que las condiciones
consideradas en este estudio no resultaron 6ptimas para la produccion de celulasa
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Determinacion de la actividad de celulasa por la cepa CP- 50 de Pleurotus ostreatus, en
medio de cultivo CYM, durante 8 dias de fermentacion liquida; con un tiempo de incubacién del
sustrato (CMC) de 60 min y con dilucién 1:9 del extracto enzimatico.

Incubacion (dias) Absorvancia (540 nm)
0 -0.1177
2 -0.0507
4 0.0060
6 -0.0167
8 -0.1283

A los diferentes dias de incubacién se tomaron simultdneamente muestras del
extracto enzimatico y de la biomasa producida por la cepa en estudio en los medios
de cultivo M, PDB y CYM. Con respecto a la produccién de biomasa, los resultados
muestran (Cuadro 5) que en el medio CYM se produjo una mayor cantidad de

biomasa (0.104 g/ml) al término de la cinética en estudio (8 dias), seguida del medio
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M (0.069 g/ml); en contraste donde se registro menor produccién fue en el medio
PDB (0.026 g/ml).

Cuadro 5. Produccion de biomasa (g/ml) por la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus cultivada en 3
medios liquidos, durante 8 dias de incubacion.

Incubacién (dias) Medios de cultivo
M PDB CYM
2 0.007 0.002 0.004
4 0.020 0.006 0.015
6 0.048 0.012 0.051
8 0.069 0.026 0.104

M=Extracto de malta, PDB=Caldo Papa Dextrosa, CYM=Medio Completo para Levaduras

En la figura 1, se observa que la produccién de biomasa por la cepa CP-50, fue
incrementando durante los 8 dias de fermentacion en los tres medios de cultivo en
estudio, y la mayor produccién de biomasa se registré6 en el medio completo para
levaduras (CYM).
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Fig. 1. Cinética de la produccion de biomasa de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus cultivada en 3
medios liquidos (M=Extracto de malta, PDB=Caldo Papa Dextrosa, CYM= Medio Completo para
Levaduras), durante 8 dias de incubacion.

Otro medio que se uso para determinar la actividad de la celulasa por la cepa CP-50
fue el medio de Extracto de Paja de Trigo (E.P.T.), durante 0, 2 y 4 dias de
fermentacion liquida, con una dilucién 1:9 del extracto enzimatico (450ul de buffer
citrato y 50ul de extracto) y, la incubacién del sustrato se llevo acabo durante 60

min. Al igual que en lo ensayos anteriores se registraron absorvancias muy bajas a
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los distintos dias considerados en la cinética en estudio, cuyos rangos fluctuaron
entre -0.0037 - 0.0063, estos resultados indican que no fue posible la detecciéon de

celulasa bajo estas condiciones de cultivo e incubacion del sustrato (Cuadro 6)

Cuadro 6. Determinacion de la actividad de celulasa por la cepa CP- 50 de Pleurotus ostreatus, en
medio de cultivo E. P. T., durante 4 dias de fermentacién liquida; con un tiempo de incubacion del
sustrato (CMC) de 60 min y con dilucién 1:9 del extracto enzimatico.

Incubacion (dias) Absorvancia (540 nm)
0 -0.0037
2 0.0063
4 0.0013

Para descartar que la baja produccion de celulasa por la cepa CP-50, fue ocasionada
por el corto periodo de tiempo de fermentacion (4 dias), en el caso del ensayo
anterior, se decidié aumentar los dias de incubacién (10 dias). Sin embargo los
resultados mostraron nuevamente absorvancias minimas, las cuales oscilaron de -
0.0017 a 0.0203 (Cuadro 7).

Cuadro 7. Determinacién de la actividad de celulasa por la cepa CP- 50 de Pleurotus ostreatus, en
medio de cultivo E. P. T., durante 10 dias de fermentacion liquida; con un tiempo de incubacion del
sustrato (CMC) de 60 min y sin dilucion del extracto enzimatico.

Incubacion (dias) Absorvancia (540 nm)
0 0.0203
2 0.0020
4 -0.0017
8 0.0080
10 0.0070

Posteriormente se uso el mismo medio que en el caso anterior, pero se adiciond
peptona (E. P. T. + P), para determinar la actividad de la enzima celulasa por la
misma cepa en estudio. En este ensayo la determinaciéon enzimatica se llevo a cabo
con las siguientes condiciones: durante 0, 2, 4, 6, 8 y 10 dias de fermentacién
liquida, con diferentes diluciones del extracto enzimatico (1:9, 1:4, 1:1 y sin dilucién)

y, la incubacién del sustrato (CMC) se llevo acabo durante 60 min.
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Los resultados indican en general bajas absorvancias, tanto a los diferentes dias de
incubacion, como con las distintas diluciones del extracto enzimatico, que fluctuan
entre -0.0070 a 0.0323 (Cuadro 8).

Cuadro 8. Determinacién de la actividad de celulasa por la cepa CP- 50 de Pleurotus ostreatus, en
medio de cultivo E. P. T. + P, durante 10 dias de fermentacion liquida; con un tiempo de incubacién
del sustrato (CMC) de 60 min y con diferentes diluciones del extracto enzimatico. A una longitud de
onda de 540 nm.

Incubacion (dias) Dilucién del extracto enzimatico
1:9 1:4 1:1 Sin dilucién
0 -0.0120 0.0033 0.0017 -0.0037
2 0.0010 0.0037 -0.0010 0.0013
4 -0.0047 -0.0070 0.0043 0.0323
8 -0.0157
10 -0.0047

Otro medio que se uso para determinar la actividad de la celulasa por la cepa CP-50
fue el medio de cultivo Solka Floc (S.F.), durante 0, 2 y 4 dias de fermentacién
liquida, con diferentes diluciones (1:9, 1:4 y sin dilucién). Bajo estas condiciones de
cultivo también se detectaron bajas absorvancias, cuyos valores oscilaron entre -
0.057 - 0.0110 (Cuadro 9).

Cuadro 9. Determinacién de la actividad de celulasa por la cepa CP- 50 de Pleurotus ostreatus, en
medio de cultivo Extracto S.F., durante 4 dias de fermentacion liquida; con un tiempo de incubacién
del sustrato (CMC) de 60 min y con diferentes diluciones del extracto enzimatico. A una longitud de
onda de 540 nm.

Incubacion (dias) Dilucién del extracto enzimatico
1:9 1:4 Sin dilucién
0 0.0053 0.0050 0.0020
2 0.0010 0.0110 0.0063
4 -0.0057 -0.0047 -0.0017

Y finalmente, para eliminar la posibilidad, de que la baja produccion de celulasa por
la cepa CP-50, fue ocasionada por el corto periodo de tiempo de fermentacion (4
dias), en el caso del ensayo anterior, se decidié aumentar los dias de incubacién (10
dias).Y de esta forma se encontraron resultados significativos, comparados con los
obtenidos en los ensayos anteriores. En este caso se llevo a cabo un primer estudio

en donde se determiné la actividad de la enzima celulasa a los 0, 8 y 10 dias de
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fermentacion liquida, con un tiempo de incubacién del sustrato de 60 min y sin diluir
el extracto enzimatico. Bajo estas condiciones en el cuadro 10, se observa que al
décimo dia de incubacion se alcanzé la mayor produccién de celulasa, en donde se
registré un valor de 0.5523. Posteriormente se llevaron a cabo 2 ensayos mas, bajo
las mismas condiciones, pero con tiempos de incubacion menores (40 y 20 min), con
la finalidad de reducir el periodo de incubacién del sustrato; siempre y cuando los
resultados fueran satisfactorios. Con base a estos resultados, también se detect6 la
mayor actividad enzimatica en el dia 10, con un periodo de incubacién del sustrato
de 40 y 20 min, registrandose en el segundo, cerca de la mitad de la lectura inicial de

absorvancia (a 60 min).

Cuadro 10. Determinacion de la actividad de celulasa por la cepa CP- 50 de Pleurotus ostreatus, en
medio de cultivo S. F., durante 8 dias de fermentacion liquida; con un tiempo de incubacion del
sustrato (CMC) de 60, 40 y 20 min y sin dilucién del extracto enzimatico. A una longitud de onda de
540 nm.

Incubacion (dias) Tiempo de incubacion del sustrato (min)
60 40 20
0 0.0027 0.0030 0.0007
8 0.4687 0.2293 0.1493
10 0.5523 0.4343 0.2177

De acuerdo a los resultados parcialmente obtenidos de la actividad de enzimas
celuloliticas por la cepa CP-50 en los diferentes medios de cultivo liquidos, se
concluye que en el medio de cultivo con Solka Floc, fue donde se presentoé la mayor
actividad de celulasa, considerando las siguientes variables: de 8-10 dias de
incubacion, sin dilucion del extracto enzimatico y con un tiempo de incubacién 6ptimo
de 20 min. Por tal motivo se determiné que este medio de cultivo es el 6ptimo para
medir la actividad celulolitica de las 13 cepas de Pleurotus estudiadas en este

trabajo de investigacion.
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Anexo IV. Curva estandar para glucosa.

Anexo V. Curva estandar para proteina

123



Anexo VI. Analisis estadistico
Analisis estadistico para comparar la produccién de celulasa, proteina y
biomasa por cada cepa a diferentes dias de incubacion

CP-18

Cuadro 11. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccién de celulasa, proteina y
biomasa para la cepa CP-18 de Pleurotus cystidiosus, a 28 dias de incubacidon usando medio liquido
Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasa Inter-grupos .001 3 .000 484 .697
Intra-grupos .009 20 .000
Total .010 23
Proteina Inter-grupos 14.984 3 4.995 88.790 .000
Intra-grupos .225 4 .056
Total 15.209 7
Biomasa Inter-grupos 83.660 3 27.887 12.428 .017
Intra-grupos 8.976 4 2.244
Total 92.636 7

Cuadro 12. Comparacién de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la cepa
CP-18 de Pleurotus cystidiosus, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y formacion
de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 1
0 6 331197
14 6 334110
21 6 .339938
28 6 344794
Sig. 325

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 6.000.

Cuadro 13. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la cepa
CP-18 de Pleurotus cystidiosus, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacion
de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 2.900467
21 2 5.847664
14 2 6.057944
28 2 6.230841
Sig. 1.000 187

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 14. Comparacion de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la cepa
CP-18 de Pleurotus cystidiosus, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacién
de grupos homogéneos.
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Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 .088889
14 2 3.313889
28 2 7.722222
21 2 7.784722
Sig. .098 .969

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-30

Cuadro 15. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa, proteina y biomasa
para la cepa CP-30 de Pleurotus levis, a 28 dias de incubacidon usando medio liquido Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos 21.256 3 7.085 386.530 .000
Intra-grupos .367 20 .018
Total 21.623 23
Proteinas Inter-grupos 87.149 3 29.050 51.348 .001
Intra-grupos 2.263 4 .566
Total 89.412 7
Biomasa Inter-grupos 50.816 3 16.939 7.498 .041
Intra-grupos 9.036 4 2.259
Total 59.852 7

Cuadro 16. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la cepa
CP-30 de Pleurotus cystidiosus, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacion

de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 3 1
0 6 .368104
14 6 .387529
21 6 1.243201
28 6 2.680653
Sig. .806 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 6.000.

Cuadro 17. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la cepa
CP-30 de Pleurotus cystidiosus, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacion

de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05
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Tiempos N 2 3 1
0 2 2.743925
21 2 8.252804
14 2 8.470093
28 2 11.967757
Sig. 1.000 .787 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 18. Comparacién de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la cepa
CP-30 de Pleurotus levis, a 28 dias de incubaciéon usando medio liquido Solka Floc y formacién de
grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 .022222
14 2 2.593056 2.593056
28 2 5.630556
21 2 6.334722
Sig. 162 .071

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-44

Cuadro 19. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccién de celulasa, proteina y
biomasa para la cepa CP-44 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka
Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos .001 3 .000 213 .886
Intra-grupos .029 20 .001
Total .030 23
Proteinas Inter-grupos 20.923 3 6.974 162.712 .000
Intra-grupos A71 4 .043
Total 21.095 7
Biomasa Inter-grupos 49.788 3 16.596 38.068 .002
Intra-grupos 1.744 4 436
Total 51.532 7

Cuadro 20. Comparacién de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la
cepa CP-44 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y
formacion de grupos homogéneos.

Tiempos N Subconjunto para alfa = .05
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1 1
14 6 .349650
0 6 .350622
21 6 .356449
28 6 .365190
Sig. 523

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 6.000.

Cuadro 21. Comparacién de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la cepa
CP-44 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacién de
grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 3 1
0 2 2.645794
14 2 5.497196
21 2 6.511215
28 2 6.684112
Sig. 1.000 1.000 451

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 22. Comparacion de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la cepa
CP-44 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y formacién de
grupos homogéneos

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 .076389
21 2 5.509722
28 2 5.630556
14 2 6.259722
Sig. 1.000 325

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-50

Cuadro 23. Andlisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa, proteina y
biomasa para la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus, a 28 dias de incubacion usando medio liquido
Solka Floc.
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Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos 11.723 3 3.908 39.699 .000
Intra-grupos 1.969 20 .098
Total 13.691 23
Proteinas Inter-grupos 27.209 3 9.070 188.784 .000
Intra-grupos 192 4 .048
Total 27.401 7
Biomasa Inter-grupos 70.431 3 23.477 15.702 .011
Intra-grupos 5.981 4 1.495
Total 76.412 7

Cuadro 24. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la cepa
CP-50 de Pleurotus ostreatus, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacion de
grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 3 1

28 6 .333139

0 6 .356449

21 6 1.221834

14 6 2.023116
Sig. .899 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 6.000.

Cuadro 25. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la cepa
CP-50 de Pleurotus ostreatus, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacion de
grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 2.741589
28 2 6.786916
14 2 6.852336
21 2 7.291589
Sig. 1.000 .087

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 2.000.

Cuadro 26. Comparacion de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la cepa
CP-50 de Pleurotus spp., a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacion de
grupos homogéneos

Tiempos N Subconjunto para alfa = .05
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1 2 1
0 2 .054167
28 2 5.925000
21 2 6.629167
14 2 7.695833
Sig. 1.000 227

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-98

Cuadro 27. Andlisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa, proteina y
biomasa para la cepa CP-98 de Pleurotus spp., a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka
Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos 8.676 3 2.892 314.056 .000
Intra-grupos .184 20 .009
Total 8.860 23
Proteinas Inter-grupos 260.761 3 86.920 78.300 .001
Intra-grupos 4.440 4 1.110
Total 265.201 7
Biomasa Inter-grupos 86.460 3 28.820 4.881 .080
Intra-grupos 23.617 4 5.904
Total 110.077 7

Cuadro 28. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la cepa
CP-98 de Pleurotus spp., a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacion de
grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
21 6 .346737
14 6 .350622
0 6 .376845
28 6 1.746309
Sig. 614 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 6.000.

Cuadro 29. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la cepa
CP-98 de Pleurotus spp., a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacién de
grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05
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Tiempos N 2 3 1
0 2 2.694860
14 2 7.629907
21 2 10.003738
28 2 18.471028
Sig. 1.000 .087 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 30. Comparacion de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la cepa
CP-98 de Pleurotus spp., a 28 dias de incubaciéon usando medio liquido Solka Floc y formacién de

grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 .088889
14 2 3.009722 3.009722
28 2 6.618056 6.618056
21 2 8.634722
Sig. .058 .086

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-120

Cuadro 31. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccién de celulasa, proteina y biomasa
para la cepa CP-120 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos .003 3 .001 6.821 .002
Intra-grupos .003 20 .000
Total .006 23
Proteinas Inter-grupos 18.594 3 6.198 89.935 .000
Intra-grupos 276 4 .069
Total 18.870 7
Biomasa Inter-grupos 24.685 3 8.228 133.224 .000
Intra-grupos 247 4 .062
Total 24.932 7

Cuadro 32. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la cepa
CP-120 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacion

de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05
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Tiempos N 2 3 1
28 6 .320513
21 6 .334110 .334110
14 6 .341880 .341880
0 6 .350622
Sig. .063 275 221

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 6.000.

Cuadro 33. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la
cepa CP-120 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y
formacién de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 3 1
0 2 2.853738
28 2 5.908411
21 2 6.198131 6.198131
14 2 6.786916
Sig. 1.000 332 .088

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 2.000.

Cuadro 34. Comparacion de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la
cepa CP-120 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y
formacién de grupos homogéneos

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 3 1
0 2 -.040278
14 2 3.218056
21 2 4.226389
28 2 4.255556
Sig. 1.000 1.000 912

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-171

Cuadro 35. Andlisis de varianza de las variables en estudio: producciéon de celulasa, proteina y
biomasa para la cepa CP-171 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido
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Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos .007 3 .002 2.926 .059
Intra-grupos .015 20 .001
Total .022 23
Proteinas Inter-grupos 18.515 3 6.172 110.553 .000
Intra-grupos .223 4 .056
Total 18.739 7
Biomasa Inter-grupos 104.845 3 34.948 4.059 105
Intra-grupos 34.437 4 8.609
Total 139.282 7

Cuadro 36. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la cepa
CP-171 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y formacion de
grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
28 6 .326340
21 6 347708 347708
0 6 .352564 352564
14 6 372960
Sig. .132 146

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 6.000.

Cuadro 37. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la cepa
CP-171 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacion
de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 3 1
0 2 2.788318
21 2 5.371028
14 2 6.268224
28 2 6.716822
Sig. 1.000 1.000 130

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 2.000.

Cuadro 38. Comparacion de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la
cepa CP-171 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubaciéon usando medio liquido Solka Floc y
formacion de grupos homogéneos
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Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 -.015278
14 2 6.518056 6.518056
21 2 7.059722 7.059722
28 2 9.863889
Sig. .077 324

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-194
Cuadro 39. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa, proteina y

biomasa para la cepa CP-194 de Pleurotus spp., a 28 dias de incubacion usando medio liquido
Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas  Inter-grupos .585 3 .195 31.409 .000
Intra-grupos 124 20 .006
Total .709 23
Proteinas Inter-grupos 185.542 3 61.847 118.226 .000
Intra-grupos 2.093 4 .523
Total 187.635 7
Biomasa Inter-grupos 12.419 3 4.140 14.505 .013
Intra-grupos 1.142 4 .285
Total 13.561 7

Cuadro 40. Comparacién de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la cepa
CP-194 de Pleurotus spp., a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y formacién de
grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
14 6 312743
0 6 323427
21 6 .341880
28 6 .685703
Sig. .552 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 6.000.

Cuadro 41. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la cepa
CP-194 de Pleurotus spp., a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y formacion de
grupos homogéneos.
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N Subconjunto para alfa = .05
Tiempos 1 2 3 4 1
0 2 2.947196
14 2 9.246729
21 2 13.143925
28 2 15.732710
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 2.000.

Cuadro 42. Comparacion de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la cepa
CP-194 de Pleurotus spp., a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y formacion de
grupos homogéneos

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 027778
28 2 2.555556
14 2 2.840278
21 2 3.181944
Sig. 1.000 312

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-253
Cuadro 43. Analisis de varianza de las variables en estudio: producciéon de celulasa, proteina y
biomasa para la cepa CP-253 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacién usando medio liquido
Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos .001 3 .000 1.052 .391
Intra-grupos .005 20 .000
Total .005 23
Proteinas Inter-grupos 22.641 3 7.547 35.144 .002
Intra-grupos .859 4 .215
Total 23.500 7
Biomasa Inter-grupos 62.873 3 20.958 4.339 .095
Intra-grupos 19.320 4 4.830
Total 82.194 7

Cuadro 44. Comparacién de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la
cepa CP-253 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacidon usando medio liquido Solka Floc y
formacion de grupos homogéneos.

Tiempos N Subconjunto para alfa = .05
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1 1
14 6 .330225
0 6 .337024
28 6 .337995
21 6 .345765
Sig. 119

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 6.000.

Cuadro 45. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la cepa
CP-253 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacion
de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 3 1
0 2 2.645794
28 2 4.777570
21 2 6.515888
14 2 6.899065
Sig. 1.000 1.000 455

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 46. Comparacion de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la cepa
CP-253 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y formacion de
grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 -.113889
21 2 4.315278 4.315278
28 2 4.648611 4.648611
14 2 7.752778
Sig. .101 199

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-257

Cuadro 47. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa, proteina y
biomasa para la cepa CP-257 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido
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Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos .017 3 .006 15.824 .000
Intra-grupos .007 20 .000
Total .025 23
Proteinas Inter-grupos 13.440 3 4.480 159.533 .000
Intra-grupos 112 4 .028
Total 13.552 7
Biomasa Inter-grupos 37.786 3 12.595 32.037 .003
Intra-grupos 1.573 4 .393
Total 39.358 7

Cuadro 48. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la cepa
CP-257 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y formacion de
grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
28 6 .302059
21 6 .303030
14 6 .352564
0 6 .359363
Sig. .931 544

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 6.000.

Cuadro 49. Comparacién de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la cepa
CP-257 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y formacion de
grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 2.645794
14 2 5.492523
21 2 5.511215
28 2 5.857009
Sig. 1.000 .100

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 50. Comparacién de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la cepa
CP-257 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacién de
grupos homogéneos.
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Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 3 1
0 2 .137500
28 2 3.983333
21 2 4.887500 4.887500
14 2 5.870833
Sig. 1.000 223 192

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-261

Cuadro 51. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa, proteina y
biomasa para la cepa CP-261 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido
Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos .001 3 .000 1.479 .250
Intra-grupos .004 20 .000
Total .005 23
Proteinas Inter-grupos 16.569 3 5.523 40.240 .002
Intra-grupos .549 4 137
Total 17.118 7
Biomasa Inter-grupos 56.384 3 18.795 9.659 .026
Intra-grupos 7.784 4 1.946
Total 64.167 7

Cuadro 52. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la cepa
CP-261 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacion
de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 1
14 6 .329254
28 6 .330225
21 6 .337024
0 6 .343823
Sig. 104

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 6.000.

Cuadro 53. Comparacién de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la
cepa CP-261 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y
formacion de grupos homogéneos.
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Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 2.645794
28 2 5.202804
14 2 6.123364
21 2 6.202804
Sig. 1.000 .057

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 54. Comparaciéon de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la
cepa CP-261 de Pleurotus djamor, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y
formacion de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 .061111
21 2 5.873611
28 2 6.165278
14 2 6.477778
Sig. 1.000 .690

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-267
Cuadro 55. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccion de celulasa, proteina y
biomasa para la cepa CP-267 de Pleurotus ostreatus, a 28 dias de incubacién usando medio liquido
Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos 1.945 3 .648 70.331 .000
Intra-grupos .184 20 .009
Total 2.130 23
Proteinas Inter-grupos 71.488 3 23.829 66.001 .001
Intra-grupos 1.444 4 .361
Total 72.932 7
Biomasa Inter-grupos 87.047 3 29.016 9.170 .029
Intra-grupos 12.657 4 3.164
Total 99.705 7

Cuadro 56. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la
cepa CP-267 de Pleurotus ostreatus, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y
formacion de grupos homogéneos.
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Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2
0 6 313714
14 6 .349650
21 6 412782
28 6 1.011072
Sig. .105 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 6.000.

Cuadro 57. Comparaciéon de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la cepa
CP-267 de Pleurotus ostreatus, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y formacién

de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 2.797664
21 2 9.150000
14 2 9.367290
28 2 10.348598
Sig. 1.000 122

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 58. Comparacion de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la
cepa CP-267 de Pleurotus ostreatus, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y

formacion de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2
0 2 252778
21 2 5.044444 5.044444
28 2 5.173611 5.173611
14 2 9.577778
Sig. .054 .067

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

CP-328

Cuadro 59. Analisis de varianza de las variables en estudio: produccién de celulasa, proteina y
biomasa para la cepa CP-328 de Pleurotus pulmonarius, a 28 dias de incubacion usando medio
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liquido Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos 90.174 3 30.058 1280.662 .000
Intra-grupos .188 8 .023
Total 90.362 11
Proteinas Inter-grupos 213.718 3 71.239 158.085 .000
Intra-grupos 1.803 4 451
Total 215.521 7
Biomasa Inter-grupos 36.692 3 12.231 13.482 .015
Intra-grupos 3.629 4 .907
Total 40.321 7

Cuadro 60. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por la
cepa CP-328 de Pleurotus pulmonarius, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y
formacion de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos 2 3 4 1

0
14
28
21

Sig. 1.000 1.000

.855603
2.947601
5.467400
8.175244
1.000

W www|z

1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 3.000.

Cuadro 61. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por la
cepa CP-328 de Pleurotus pulmonarius, a 28 dias de incubacion usando medio liquido Solka Floc y
formacion de grupos homogéneos.

Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 3 1
0 2 2.615421
14 2 11.137850
21 2 14.502336
28 2 15.927570
Sig. 1.000 1.000 101

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 62. Comparacion de medias por el método de Duncan para la biomasa, producida por la
cepa CP-328 de Pleurotus pulmonarius, a 28 dias de incubacién usando medio liquido Solka Floc y
formacion de grupos homogéneos.
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Subconjunto para alfa = .05

Tiempos N 2 1
0 2 .018056
28 2 3.672222
21 2 3.868056
14 2 5.972222
Sig. 1.000 077

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Analisis estadistico aplicado para comparar la actividad enzimatica y proteina
entre todas las cepas a diferentes dias de incubacion
A tiempo cero

Cuadro 63. Analisis de varianza 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus al tiempo cero de
incubacion, usando medio liquido Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos 767 12 .064 194.843 .000
Intra-grupos .020 62 .000
Total 787 74
Proteinas Inter-grupos .280 12 .023 5.786 .002
Intra-grupos .052 13 .004
Total .333 25

Cuadro 64. Comparacién de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por 13
cepas pertenecientes al género Pleurotus a tiempo cero de incubacién en fermentacion liquida.

Cepa N Subconjunto para alfa = .05
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1 2 3 4 5 7 1
267 6 .313714
194 6  .323427  .323427
18 6 .331197  .331197  .331197
253 6 .337024  .337024  .337024  .337024
261 6 343823  .343823  .343823  .343823
44 6 350622  .350622  .350622
120 6 350622  .350622  .350622
171 6 352664  .352564  .352564
50 6 356449  .356449  .356449
257 6 359363  .359363  .359363
30 6 368104  .368104
98 6 .376845
328 3 .855603
Sig. .053 .090 .089 .079 .056 .090 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 5.571.
b Los tamafos de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los tamafos de los grupos.
Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Cuadro 65. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por 13
cepas pertenecientes al género Pleurotus a tiempo cero de incubacién en fermentacion liquida.

Subconjunto para alfa = .05

Cepa N 2 3 4 5 1

328 2 2.615421

44 2 2.645794 2.645794

253 2 2.645794 2.645794

257 2 2.645794 2.645794

261 2 2.645794 2.645794

98 2 2.694860 2.694860

50 2 2.741589 2.741589 2.741589

30 2 2.743925 2.743925 2.743925

171 2 2.788318 2.788318 2.788318

267 2 2.797664 2.797664 2.797664

120 2 2.853738 2.853738 2.853738
18 2 2.900467 2.900467
194 2 2.947196
Sig. .095 .055 132 126 .185

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 2.000.

A los 14 dias
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Cuadro 66. Analisis de varianza 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus al dia 14 de

incubacion, usando medio liquido Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos 32.936 12 2.745 719.663 .000
Intra-grupos .236 62 .004
Total 33.172 74
Proteinas Inter-grupos 70.675 12 5.890 22.457 .000
Intra-grupos 3.409 13 .262
Total 74.084 25

Cuadro 67. Comparaciéon de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por 13
cepas pertenecientes al género Pleurotus al dia 14 de incubacién en fermentacion liquida.

Subconjunto para alfa = .05

Cepa N 2 3 1
194 6 312743
261 6 .329254
253 6 .330225
18 6 334110
120 6 .341880
44 6 .349650
267 6 .349650
98 6 .350622
257 6 .352564
171 6 372960
30 6 .387529
50 6 2.023116
328 3 2.947601
Sig. .096 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 5.571.
b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamafios de los grupos. Los

niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Cuadro 68. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por 13
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cepas pertenecientes al género Pleurotus al dia 14 de incubacién en fermentacion liquida.

Subconjunto para alfa = .05

Cepa N 2 3 4 5 6 1
257 2 5.492523
44 2 5.497196
18 2 6.057944  6.057944
261 2 6.123364  6.123364
171 2 6.268224  6.268224
120 2 6.786916  6.786916
50 2 6.852336  6.852336
253 2 6.899065  6.899065
98 2 7.629907  7.629907
30 2 8.470093 8.470093
194 2 9.246729
267 2 9.367290
328 2 11.137850
Sig. 191 162 151 125 119 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 69. Correlacion entre la producciéon de celulasa y proteina de las cepas en estudio a los 14
dias de incubacion en medio liquido solka floc.

Celulasas Proteinas
Celulasas Correlacion de Pearson 1 .505(**)
Sig. (bilateral) .008
N 75 26
Proteinas Correlacion de Pearson .505(**) 1
Sig. (bilateral) .008
N 26 26

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

A los 21 dias

Cuadro 70. Analisis de varianza 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus al dia 21 de incubacion,
usando medio liquido Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos 177.806 12 14.817 446.884 .000
Intra-grupos 2.056 62 .033
Total 179.862 74
Proteinas Inter-grupos 206.516 12 17.210 42.405 .000
Intra-grupos 5.276 13 406
Total 211.792 25

Cuadro 71. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por 13

144



cepas pertenecientes al género Pleurotus al dia 21 de incubacién en fermentacion liquida.

Subconjunto para alfa = .05

Cepa N 2 3 1

257 6 .303030

120 6 .334110
261 6 337024

18 6 .339938

194 6 .341880
253 6 .345765

98 6 .346737

171 6 347708

44 6 .356449
267 6 412782

50 6 1.221834

30 6 1.243201
328 3 8.175244
Sig. .406 .845 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 5.571.

b Los tamafos de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armonica de los tamanos de los grupos. Los
niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Cuadro 72. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por 13
cepas pertenecientes al género Pleurotus al dia 21 de incubacién en fermentacion liquida.

Subconjunto para alfa = .05

Cepa N 2 3 4 5 6 1
171 2 5.371028
257 2 5511215
18 2 5.847664  5.847664
120 2 6.198131  6.198131
261 2 6.202804  6.202804
44 2 6.511215  6.511215
253 2 6.515888  6.515888
50 2 7.291589  7.291589
30 2 8.252804  8.252804
267 2 9.150000  9.150000
98 2 10.003738
194 2 13.143925
328 2 14.502336
Sig. 132 .062 155 182 203 .053

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 73. Correlacion entre la produccion de celulasa y proteina de las cepas en estudio a los 21
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dias de incubacion en medio liquido Solka Floc.

Celulasas Proteinas
Celulasas Correlacion de Pearson 1 .656(**)
Sig. (bilateral) .000
N 75 26
Proteinas Correlacion de Pearson .656(**) 1
Sig. (bilateral) .000
N 26 26

*La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).

** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

A los 28 dias

Cuadro 74. Analisis de varianza 13 cepas pertenecientes al género Pleurotus al dia 21 de

incubacion, usando medio liquido Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos 101.692 12 8.474 677.314 .000
Intra-grupos 776 62 .013
Total 102.467 74
Proteinas Inter-grupos 534.940 12 44578 98.011 .000
Intra-grupos 5.913 13 455
Total 540.852 25
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Cuadro 75. Comparacion de medias por el método de Duncan para la celulasa, producida por 13
cepas pertenecientes al género Pleurotus al dia 21 de incubacién en fermentacion liquida.

Subconjunto para alfa = .05

Cepa N 2 3 4 5 6 1

257 6 .302059

120 6 .320513

171 6 .326340

261 6 .330225

50 6 .333139

253 6 .337995

18 6 344794

44 6 .365190

194 6 685703

267 6 1.011072

98 6 1.746309

30 6 2.680653

328 3 5.467400
Sig. 430 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 5.571.

b Los tamafos de los grupos no son iguales. Se utilizara la media arménica de los tamafios de los grupos. Los
niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Cuadro 76. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina, producida por 13
cepas pertenecientes al género Pleurotus al dia 28 de incubacién en fermentacion liquida.

Subconjunto para alfa = .05

Cepa N 2 3 4 5 6 1

253 2 4777570

261 2 5202804  5.202804

257 2 5.857009 5.857009

120 2  5.908411 5.908411

18 2  6.230841 6.230841

44 2 6.684112

171 2 6.716822

50 2 6.786916

267 2 10.348598

30 2 11.967757

194 2 15.732710

328 2 15.927570

98 2 18.471028
Sig. .071 .056 1.000 1.000 T77 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.
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Cuadro 77. Correlacion entre la produccion de celulasa y proteina de las cepas en estudio a los 28
dias de incubacion en medio liquido Solka Floc.

Celulasas Proteinas
Celulasas Correlacion de Pearson 1 .661(**)
Sig. (bilateral) .000
N 75 26
Proteinas Correlacion de Pearson .661(**) 1
Sig. (bilateral) .000
N 26 26

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Analisis estadistico para comparar la produccién de celulasa, proteina y

biomasa de las cepas con mayores capacidades de degradacién de sustratos a
los 28 dias de incubacién

Cuadro 78. Analisis de varianza 6 cepas pertenecientes al género Pleurotus a los 28 dias de
incubacion, usando medio liquido Solka Floc.

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Celulasas Inter-grupos 68.566 5 13.713 482.784 .000
Intra-grupos 767 27 .028
Total 69.332 32
Proteinas Inter-grupos 184.829 5 36.966 40.455 .000
Intra-grupos 5.483 6 914
Total 190.311 11

Cuadro 79. Comparacién de medias por el método de Duncan para la celulasa producida por 6 cepas
pertenecientes al género Pleurotus a los 28 dias de incubacién en fermentacion liquida.

Subconjunto para alfa = .05

Cepa 2 3 4 5 6 1

50
194
267

98

30

328 5.467400
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

333139
.685703
1.011072
1.746309
2.680653

w oo OO O|Z

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafo muestral de la media arménica = 5.143.

b Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los tamafios de los grupos. Los
niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Cuadro 80. Comparacion de medias por el método de Duncan para la proteina producida por 6
cepas pertenecientes al género Pleurotus a los 28 dias de incubacién en fermentacion liquida.

Subconjunto para alfa = .05

Cepa 2 3 4 1

50
267
30
194
328

98 18.471028
Sig. 1.000 141 .845 1.000

6.786916
10.348598
11.967757
15.732710
15.927570

N NN DN DN DNZ

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a Usa el tamafo muestral de la media armédnica = 2.000.

Cuadro 81. Correlacion entre la produccién de celulasa y proteina de las cepas elegidas a los 28 dias
de incubacion en medio liquido Solka Floc.

Celulasas Proteinas
Celulasas Correlacion de Pearson 1 412
Sig. (bilateral) .183
N 33 12
Proteinas Correlacion de Pearson 412 1
Sig. (bilateral) .183
N 12 12

* La correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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