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Resumen

Resumen

A través de los anos, el conocimiento de los hongos se ha incrementado de tal
forma que actualmente es motivo de estudio por numerosos especialistas,
surgiendo asi, nuevos conocimientos que incluyen aspectos taxondmicos,
ecologicos, nutricionales, bioquimicos y farmacologicos. Por otra parte, la gran
produccion de diversos tipos de desechos residuales es un motivo importante
para buscar aplicaciones diferentes en la bioremedacion. La utilizaciéon de
sustratos de algunos materiales organicos agroindustriales (paja de trigo,
cebada, rastrojos de maiz, pulpa, cascarilla de café y madera) son usados para
el cultivo de los hongos comestibles pero dan origen a residuos de desecho
parcialmente degradados. En el caso de los hongos, refleja lo benéfico de
seguir estudiando “su actividad metabdlica”, por la capacidad enzimatica de
lacasas y peroxidasas que tienen sobre la biodegradacion de lignina y celulosa
en diferentes sustratos. El cultivo de hongos actualmente es uno de los campos
econdémicamente importantes en el area de los alimentos, en especial sobre la
produccion de las especies Agaricus, Pleurotus y Lentinula. Estudios recientes
han mostrado resultados positivos al aplicar ciertos compuestos quimicos como
inductores de crecimiento como ABTS, guayacol o acido tanico usados como
sustratos especificos en la produccion enzimatica de lacasas. Se planteé el
aprovechamiento de estos residuos agroindustriales (bagazo de café, corteza
de encino sustrato y composta usados en el cultivo de hongos comestibles) en
forma de extractos acuosos mezclados con los medios de cultivo y registraron
un efecto "inductor” en el crecimiento y desarrollo micelial de los hongos
cultivados in vitro. De esta manera buscando favorecer lo anterior se
adicionaron extractos acuosos a diferentes concentraciones sobre el medio de
cultivo de los hongos Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, y Lentinula
edodes. El objetivo fue analizar en cada uno de los experimentos la presencia y
contenido de fenoles en los extractos acuosos por analisis cualitativo y
cuantitativo usando catecol y acido tanico como testigos se realizd un andlisis
quimico proximal y se efectud la cinética de crecimiento, biomasa, proteina y
actividad enzimatica para cada uno de los hongos. Los resultados mostraron su
mejor comportamiento aplicando los extractos a diferentes concentraciones en
los medios de cultivo para cada uno de los hongos. Para A. bisporus registro
mejor comportamiento con los extractos siguientes: para cinética de
crecimiento al 75% con café, con café y paja al 25% para biomasa, con café al
50% para actividad enzimatica y con paja al 50% para el rendimiento
enzimatico. Para L. edodes, registr6 mejor cinética con composta al 10%,
biomasa con café al 25% y con encino al 10%, para actividad enzimatica con
paja al 25% y con encino al 10%, y para el rendimiento enzimatico con café al
10 y 25% respectivamente. Para P. ostreatus, registr6 mejor cinética con
encino al 25%, para biomasa con paja al 25%, para actividad enzimatica con
paja al 10% y para el rendimiento enzimatico, con paja al 25%. Con estos
resultados se comprobé mejor desarrollo de los hongos al mezclar una
cantidad determinada de extractos con compuestos fendélicos a los medios de
cultivo para A. bisporus, L. edodes y P. ostreatus in vitro. Finalmente estos
cuatro residuos registraron diferentes comportamientos en el desarrollo micelial
de los hongos antes mencionados, pero los resultados mostraron
caracteristicas mejores que el testigo.



Abstract

ABSTRACT

Knowledge of mushrooms has been increased throughout history and
consequently they have been studied by several researchers interested in
mushroom’s taxonomy, ecology, nutrition, biochemistry or pharmacology
aspects. On the other hand, because there is a great waste of several sources,
it is necessary to investigate its application by means of bioremediation.
Residues partially degradated are obtained as consequence of using
agroindustrial residues from wheat, barley, maize, coffee and wood for edible
mushroom culture. Especially for mushrooms, it is very useful to pursue
researching on its “metabolic activity” due to laccase and peroxidase activities
on lignin and cellulose content of several sources. Recently, mushrooms culture
is a very important field of study in food science, which is focused on Agaricus,
Pleurotus and Lentinula species. Recently some investigations have shown the
role of ABTS, guaiacol or tannic acid as growth inducers. As well as, specific
substrates of laccases. The objective of this work was to assess the
polyphenols content of aqueous extract of residues obtained from coffee, oak
bark and compost by both quantitative and qualitative analysis, where catechol
and tannic acid were used as control. Additionally the following analyses were
performed: proximal analysis, growth kinetics, biomass, protein and enzymatic
activity to each mushroom sample. Data obtained showed a better behavior
when the aqueous extract was added at several concentrations in mushroom
growth medium. A. bisporus had a better behavior when the following extracts
were added: 75% coffee for growth kinetic, 25% straw and coffee for biomass,
50% coffee for enzymatic activity and 50% straw for enzimatic yield. L. edodes
recorded 10% compost for growth kinetic, 25% coffee and 10% oak for biomass
and 25% straw and 10% oak for enzymatic activity and 10% or 25% coffee for
enzymatic yield. P. ostreatus recorded 25% oak for growth kinetic, 25% straw
for biomass, 10% straw for enzymatic activity and 25% straw for enzymatic
yield. Results showed a better mushroom growth in vitro when a specific
amount of aqueous extract containing phenols is added to growth medium for A.
bisporus, L. edodes and P. ostreatus. Eventually, these four residues showed
different behavior on mushroom micelial growth, but the results had better
features than the control.



Introduccion

Introduccion

La diversidad fungica en México es muy amplia, debido a la posicion
biogeografica en la que se encuentra ubicado. Localizado entre las grandes
regiones, la neartica y la neotropical. Ademas su intrincada orografia favorece a
una gran variedad de climas, lo que provoca el complejo mosaico general que
cubre el territorio nacional (Guzman, 1995).

En México el cultivo de hongos comestibles se inicio desde mediados de 1930,
sin embargo, la actual industria en el pais data apenas de 40 afos, con el
cultivo del champindén (Agaricus bisporus), utilizando técnicas y cepas
extranjeras. A partir de 1974, se empez6 a cultivar las llamadas “setas”,
también llamadas “orejas blancas” u “orejas de cazahuate” (Pleurotus
ostreatus) que cada vez tienen mas aceptacion comercial (Martinez-Carrera y
col.,, 1991). Estos hongos han llamado la atencién, debido a su crecimiento
sobre una gran diversidad de residuos agricolas y sobre todo porque a nivel
nacional se producen millones de toneladas anuales de este tipo de residuos,
siendo una alternativa con gran potencial para el cultivo de hongos. (Mata y
Martinez-Carrera, 1988).

Los hongos son un recurso natural que puede ser explotado a nivel comercial,
ya sea cultivandolos o extrayéndolos directamente del bosque (Martinez y col.,
1984; Guzman, 1993). A través de los afos, el conocimiento de los hongos se
ha incrementado de tal forma, que actualmente es motivo de estudio por
numerosos especialistas. Han surgido asi, nuevos conocimientos que incluyen
aspectos taxonémicos, ecoldgicos, médicos, nutricionales, toxicolégicos y mas
recientemente los temas farmacolégicos y bioquimicos. El desarrollo
biotecnolégico moderno hace notar la importancia del cultivo de los hongos,
permitiendo su desarrollo en condiciones Optimas para mejorar la produccion
de biomasa total. La utilizacion de materiales organicos agroindustriales para el
cultivo de los hongos comestibles refleja su extraordinaria actividad metabdlica.
El cultivo de hongos ha evolucionado con el tiempo y actualmente es un campo
econdmicamente importante, en especial sobre la produccion de especies de

Agaricus, Pleurotus y Lentinula.
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Agaricus bisporus es el hongo comercial que mas se ha cultivado
mundialmente. Es conocido como champindn blanco el cual representé el 32%
de la produccién en 1997 (Chang, 1999, Kies y Liu, 2000). Esta especie se
cultiva tipicamente en una base fermentada de paja, mezclada con excretas de

animal.

Pleurotus spp., se le conoce como seta “ostra” u “oreja de cazahuate” en
algunos mercados, en la zona centro del pais. Representa el 14% de las
especies comestibles a nivel mundial (Chang, 1999), se puede cultivar en
materiales como aserrin, fibras y/o residuos vegetales los cuales combinan

proteina y carbohidratos disponibles.

Otro hongo es Lentinula edodes conocido como Shiitake, originario de Japon.
Actualmente se cultiva a gran escala en china dandose a conocer ampliamente
y su consumo representa el 25% en la produccion mundial (Chang, 1999). Esta
especie se cultiva en troncos de encino o roble. Su crecimiento en general es
lento, actualmente se cultiva también en otros sustratos solos o mezclados

COmo son pajas, aserrin o viruta, pulpa y cascarilla de café.

Los hongos saprofitos realizan una labor de suma importancia en los
ecosistemas donde viven. Representan un eslabon importante en la cadena
alimenticia; degradando de la materia organica debido a que poseen un
complejo enzimatico que descompone la celulosa, hemicelulosa y lignina
(Guzman, 1993). Por otra parte, los materiales lignocelulésicos estan
constituidos esencialmente por celulosa (45-60%), hemicelulosa (15-50%) vy
lignina (10-30%). A la celulosa se le considera icomo el material renovable mas
abundante de la biosfera. El principal obstaculo que limita el aprovechamiento
total de la celulosa, presentes en los residuos lignocelulésicos, es su
asociacion con la lignina. La principal funcién de la lignina es proteger a los
polisacaridos vegetales contra el ataque microbiano. Sin embargo, este
compuesto limita la utilizacién de la celulosa y hemicelulosa como forraje, ya
que su digestibilidad disminuye conforme aumenta el contenido de lignina (Kirk
y col., 1987; 1993).
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Se ha encontrado que unicamente ciertos hongos pueden atacar material
lignoceluldsico y se clasifican dentro de tres categorias, en funcion de los
cambios fisicos causados a la madera, como consecuencia de la accion
enzimatica de dichos organismos. Los primeros son conocidos como hongos
de pudricién blanda que degradan la celulosa y hemicelulosa, pero no la
lignina. Los hongos de pudricion oscura o café, degradan la celulosa,
hemicelulosa y parcialmente la lignina, y por ultimo los hongos de pudricion
blanca capaces de degradar celulosa, hemicelulosa y lignina. Dentro de este
grupo los basidiomicetes son los mas eficaces (Kuhad y col., 1997).

Los materiales lignocelulésicos se pueden clasificar como desperdicios o
esquilmos agricolas o agroindustriales como pajas, rastrojos, pulpas vy
cascarillas de café, tamos de cereales, cascarillas de arroz, cascarillas de
algodédn, cortezas de arboles, cascaras de frutos, entre muchos otros; residuos
forestales y desechos lignocelulésicos urbanos como pastos, desperdicios
vegetales de frutas y verduras, residuos de café, etc.). Son complejos
lignoceluldsicos que por su dificil biodegradabilidad tienen poco valor nutritivo
para animales y son poco eficientes para ser utilizados como abono. La
degradacion se puede llevar a cabo con el empleo de hongos de la pudricién
blanca (Dorado y col., 1999; Eggert y col., 1997; Ericsson y col., 1990 Martinez
y col., 1994).

En México la produccién nacional de esquilmos agricolas fue de 25 millones de
toneladas, en 1986 (Mata y Martinez-Carrera, 1988); previendo un aumento
anual del 5% estimando aproximadamente 55 millones para el 2007. En
actividad forestal, la produccion de biomasa desperdiciada es todavia mucho
mayor, si consideramos que la produccion de biomasa vegetal en el planeta
sobrepasa las 200 mil toneladas/afno y el 10%, de esta es producida por
cultivos agricolas y el 75% aproximadamente se genera en zonas boscosas
(Valencia, 2000). La disponibilidad de estos desechos agroindustriales puede
ser una alternativa para el cultivo de hongos comestibles que ha presentado un
gran interés actualmente por el cultivo comercial. El aprovechamiento integral
de los insumos que produce el campo y la agroindustria, tienen un impacto e

importancia tanto en el &mbito econémico como para la conservacién del medio
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ambiente. Ademas el cultivo de hongos comestibles sobre residuos
agroindustriales se considera como una alternativa en la produccién de
alimentos con elevado contenido proteico (Chang y Quimio, 1982). Martinez-
Carrera y col., (1993) han sefalado que el cultivo comercial de Pleurotus tiene
un gran potencial en México por convertir los residuos lignocelulésicos en
alimento, que por una parte puede ser el hongo cultivado y por otra, el sustrato
agotado, el primero para un mercado cada dia mas interesado en su consumo
y el segundo como manejo de forraje para el ganado vacuno. En todo este
proceso la enzima lacasa se encuentra en mudltiples isoformas para la

degradacion de estos residuos (Mufioz y col., 1997; Han y col., 1996).

Por otra parte, para la degradacion del sustrato, donde el hongo crece en forma
natural o aplicando tecnologias para su cultivo, se necesitan enzimas
ligninoliticas, que permitan llevar a cabo sus funciones. La transformacion de
celulosa o hemicelulosa a monosacaridos, es llevada acabo por hongos
ligninoliticos entre ellos Pleurotus spp, que utilizan un amplio rango de
hidrolasas para la degradacién de la madera (Leonowicz y Col., 1999).

El papel de las enzimas lacasas en los hongos comestibles actualmente es de
gran importancia. Debido a su aplicacién biotecnolégica; miembro de la familia
oxidoreductasa, también referida como azuloxidasa, producida en hongos vy
plantas (Reinhammar., 1970 La lacasa es abundante en los hongos de la
pudricion blanca, por su habilidad para la degradacién de la lignina de la
madera en la naturaleza. Esta actividad enzimatica se ha encontrado en
aproximadamente 500 especies de hongos donde se han aislado (Eriksson.,
1993), entre ellas se encuentra A. bisporus (Matcham y Wood, 1992), y

diversas especies de Pleurotus (Palmieriy col., 1997).

Sin embargo, poco se sabe de los patrones de produccién de enzimas,
lacasas, que se consideran fundamentales para el crecimiento de los hongos
sobre las fibras lignoceluldsicas y que quizd desemperfien un papel fisioldégico
en la maduraciéon del micelio por la oxidacion de compuestos aromaticos
enddgenos (Rogalski, 1996). Martinez, (1996), Giardina y col., (1999), han

demostrado que los cultivos de Pleurotus, producen al menos 6 isoformas

11
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distintas de lacasas, con estructuras primarias diferentes y que las lacasas
excretadas al medio son distintas de las fijadas a la biomasa. Young y col.,
(1989), menciona que la identificacion de diferentes lacasas hace posible
estudiar algunas propiedades cinéticas y de termoestabilidad, siendo estas

caracteristicas muy atractivas para los procesos biotecnol6gicos.

Se sabe que la lignina es el segundo polimero estructural mas abundante en la
naturaleza (después de la celulosa) y el material aromatico mas abundante,
responsable del almacenamiento de alrededor del 40% de la energia solar
captada por las plantas (Leonowicz y col., 1999). La biodegradacion de la
lignina representa un punto importante en el reciclamiento de la fuente de
carbono de la Tierra, porque los ecosistemas forestales contienen alrededor de
150,000 millones de toneladas de madera. Esto es confirmado por Leonowicz y
col., (1999). También afirman, que aunque los principales constituyentes de la
madera, (celulosa), pueda ser utilizados por varios organismos, su hidrolisis in
situ por muchos de estos, esta limitado por la degradacién del polimero de
lignina recalcitrante, el cual esta formado por la polimerizacion de p-

hidroxicinamil alcoholes.

Sin embargo, los hongos de la clase de los basidiomicetes, han desarrollado
una gran capacidad para la despolimerizacion oxidativa y subsiguiente
mineralizacion de la lignina, que permite la utilizacion de la celulosa por otros
microorganismos. En anos recientes diversos estudios de la biodegradacién de
la lignina han sido llevados a cabo con el hongo Phanerochaete chrysosporium.
Las primeras evidencias de las peroxidasas involucradas se remontan a la
inhibicién de la degradacién de lignina por la enzima catalasa (Shuttleworth,
1986).

La ligninoperoxidasa se caracteriza por poseer un potencial redox de oxidacion
alto y por la degradacion de compuestos aromaticos no fendlicos, tales como
alcohol veratrilico y bencenos metoxilados (Staszczak y col.,, 1996). La
manganeso peroxidasa de P. chrysosporium, requiere estrictamente de Mn?*
para completar el ciclo catalitico y quelar el Mn®** formado, el cual puede actuar

como un oxidante eficiente de fenoles y otros compuestos (Han, 1996).

12
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A causa de que muchas estructuras que constituyen al complejo de la lignina
no son fendlicas, la enzima Lignina—peroxidasa (LiP) fue considerada la
principal responsable de la despolimerizacion de la lignina (Ander y Marzullo,
1997). Esta idea es aceptada generalmente, aunque las evidencias sugieren
que la biodegradacion de la lignina puede proceder siempre y cuando exista un
ataque del Mn** quelado, como fuerte oxidante quimico generado por la MnP
(Szklarz y Leonowicz, 1989).

El hongo Pleurotus eryngii, tiene la capacidad de degradar selectivamente la
lignina cuando crece en los sustratos naturales y es considerado como un
organismo modelo para estudios de la biodegradacion de la lignina en plantas
de ciclo anual y relacionadas con aplicaciones biotecnoldgicas (Klibanov y
Alberti, 1981; Ferrer y col., 1991; Heinfling, 1998).

El proposito de esta investigacion fue el aprovechamiento del contenido de
compuestos fendlicos que actuaran como sustrato en la produccion enzimatica
de los hongos y que pudieran extraerse con agua mediante un sistema
continuo de desechos agroindustriales (paja y composta agotadas) en la
produccion de seta y champifiidn, corteza de encino y residuos de café.
Mezclados con los medios de cultivo a diferentes concentraciones analizando
su comportamiento cinético sobre el crecimiento micelial de los hongos, dichos
extractos presentaron un contenido diferente de compuestos fendlicos que
permiti6 comparar el aumento en la producciéon de enzimas lacasas en el
crecimiento micelial inoculando el hongo in vitro. Los mejores resultados seran
extrapolados posteriormente sobre sustratos definidos experimentalmente para
determinar el crecimiento de cuerpos fructiferos. Este proyecto se desarrolld
como una alternativa de reciclar los residuos agroindustriales, con el fin de
contribuir a minimizar la contaminacion y desperdicio de estos desechos
organicos en el medio ambiente; ya que los procesos de biodegradacion
natural, no funcionan a la misma velocidad con que son generados, estos se
acumulan llegando inclusive a convertirse en un peligro para el equilibrio

ecologico.
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1. Marco tedrico

Los hongos han estado ligados al hombre desde tiempos inmemoriales; los
estudios realizados sobre estos organismos sefialan su amplia distribucion en
diversos nichos ecolégicos y su papel es relevante con relaciéon a los habitos
alimenticios del hombre y sus propiedades toxicologicas. A través de los anos,
el conocimiento de los hongos se ha incrementado de tal forma, que
actualmente es motivo de estudio por numerosos especialistas. Han surgido
asi, nuevos conocimientos que incluyen aspectos taxondémicos, ecolégicos,
nutricionales y mas recientemente los temas farmacoldgicos, toxicologicos y
bioquimicos. La evolucién del conocimiento que ha presentado desde la época
prehispanica, es notable tanto en sus generalidades, nutritivas y toxicas, las
cuales han dejado una importante brecha, utilizandose de un modo u otro,
enriqueciendo el acervo etnomicoldgico, micoldgico y a su vez apoyando de

manera importante la ciencia y tecnologia.

1.1.- Uso de materiales y forma de cultivo

La utilizacion de sustratos de algunos materiales organicos agroindustriales
(paja de trigo, cebada, rastrojos del maiz, pulpa, cascarilla de café, bagazo de
cafa, aserrin de diversas maderas, etc.,) para el cultivo de los hongos
comestibles refleja lo extraordinario de su capacidad para seguir desarrollando
“su actividad metabdlica”. El cultivo de hongos ha evolucionado y actualmente
es uno de los campos econOmicamente importantes en el area de los
alimentos, en especial sobre la produccion de las especies Agaricus, Pleurotus,
Lentinula y de otros no menos importantes. En los siguientes puntos se

menciona el uso de materiales y forma de cultivo para cada especie.

1.1.1.- Agaricus bisporus
Es el hongo comercial que mas se cultiva mundialmente, conocido como
champifién blanco, represento el 32% de la produccion en 1997 (Chang., 1999;

Kies y col., 2000). Esta especie se cultiva tipicamente en paja, mezclada con

excreta animal (pollinaza o gallinaza) y agregando yeso o carbonato de calcio

14
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con el fin de ajustar el pH ligeramente alcalino. Los materiales experimentan un
proceso inicial en dos fases de temperatura en la fermentacién, primero, la
temperatura se eleva hasta 85°C durante aproximadamente 17 dias y la
segunda se condiciona para la pasterizacion iniciando a 60°C y disminuyendo a
45°C manteniendo el proceso durante 12 dias. En la etapa de la colonizacion
del hongo una vez sembrado en la composta, esta se cubre con una capa de
turba u otro material conveniente con el fin de mantener una humedad
adecuada. Y en un plazo de dos semanas, los hongos se pueden cosechar,
esta puede durar tres semanas, después de este tiempo la composta se
considera agotada y se elimina después de darle un nuevo tratamiento de
térmico. Este proceso lo llevan a cabo solo algunas empresas, otras lo tienen
comprometido con personas que lo aplican como abono para enriquecer la
tierra de siembra; y algunas otras empresas no les dan ningun tratamiento ni

uso, simplemente lo tiran.

1.1.2.- Pleurotus spp.

Es el hongo “seta u ostra” como se le conoce, representa una de las especies
comestibles de Pleurotus que represento el 14% de la produccién mundial en
1997 (Chang., 1999; Kles y col., 2000). Este hongo se puede cultivar en varios
materiales como aserrin de madera, fibras y/o residuos vegetales que se
combinan proteina y carbohidratos disponibles para optimizar su crecimiento.
El proceso en el tratamiento puede variar de un material a otro, se procede a
prefermentar o calentar por un tiempo, o agregar productos quimicos para
aumentar la selectividad del hongo. Después de que se completa la
colonizacion, el sustrato colonizado se somete a las condiciones convenientes
de iniciacién y maduracion de los cuerpos fructiferos. Después de tres o cuatro
cosechas de la seta, el sustrato se considera agotado, el cual es eliminado

dandole un tratamiento térmico previo.

1.1.3.- Lentinula edodes

Es el hongo conocido como Shiitake, representd un 25% en la produccion

mundial de 1997 (Chang., 1999; Kles y col., 2000). Esta especie se cultiva en
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materiales naturales (troncos) o sintéticos como el aserrin (en bolsas). El
material natural pueden ser de varias especies de arboles normalmente es
roble, este se usa y prepara después de la caida de hojas, se cortan trozos de
un metro de longitud, que después de un mes se pueden inocular con el hongo
Shiitake mediante micelio en taquetes de madera. Después de hasta un afo de
incubacion, los troncos colonizados se pasan a condiciones del inicio de
fructificacion. Los hongos se cosechan dos veces por afo durante varios anos.
Los cultivos sintéticos se forman de aserrin de madera, de paja, rastrojo de
maiz, desechos del café (cascarilla-pulpa) o mezclas de estos, a los que se les
agrega algo de harina de cereal para optimizar las necesidades de los hongos
para un mejor crecimiento. El sustrato preparado, se esteriliza o pasteriza y se
va colocando en bolsas de plastico para su siembra con semilla cubierta de
micelio “blanco de hongo”, ya sembradas pasan por un periodo de incubacién
hasta su colonizacién total del sustrato por el micelio y una vez cubierto por el
micelio se cambia a la zona para su fructificacion. Después de varias cosechas,
las bolsas con material sintético se eliminan dandoles un tratamiento de
calentamiento previo. Los troncos pueden durar varios meses inclusive uno o
dos afos produciendo y luego se desechan. Asi también algunas otras
especies de hongos comestibles o bien medicinales se han experimentado
aprovechando los residuos de diferentes plantas con el fin de reciclar estos
materiales, en todo este proceso se ha observando un incremento en
compuestos metabdlicos de los hongos como las lacasas, (Talorete y col.,
2002; El-Fallal y El-Kattan, 1997; Ardon y col., 1998).

La produccion anual total de los principales residuos agricolas es alrededor de
45 millones de toneladas de desechos a nivel nacional, entre estos esta la
produccion de los sustratos “agotados” por los hongos producidos
industrialmente. Actualmente estos se utilizan para otros fines como
bioremedacién (de contaminacion de aguas y suelos, relleno, combustible,
rehuso en la cobertura del cultivo de hongos (Singh-Anshu y col. 2002, 2003).
Y en el cultivo del champifién en lugar de “cobertura de musgo 6 peat most”, o
bien como alimento para ovinos (Zadrazil, 2000; Chefetz y col; 1998, Ortega-
Cerrilla, 1998).
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1.2.- Produccidon de desechos agroindustriales

1.2.1.- Desechos de sustratos y compostas

Como se menciona anteriormente la produccibn mundial de hongos
comestibles es de 6.2 millones de toneladas al afo, (Chang, 1999; Kles y col.,
2000). Y en solo tres especies recae el 71% de la produccidon mundial, la
especie de A. bisporus representa el 32%, L. edodes el 25% P.leurotus spp el
14%, y el 29% restante lo cubren diferentes especies de hongos comestibles.
De esta produccion por cada tonelada de hongos (peso fresco), se genera de 1
a 2 toneladas de materia seca de sustrato degradado por los hongos, siendo
este un desecho que es un material semiagotado, o “qguemado” como se le
conoce en algunas empresas de produccion de champifién. Si consideramos
que el uso de los residuos es variado, tan solo el 40% del sustrato degradado
por los hongos pertenece al A. bisporus, Una de las alternativas de uso es por

ejemplo, en lombricultura y alimento para ovinos.

La produccion mundial de P. ostreatus, es aproximadamente de 950,000
ton/ano, (Chang, 1999; Kiies y col., 2000). México produce 40000 ton/afo y es
el principal productor en América Latina con un 46% y 16° lugar a nivel
mundial. (Sanchez, 2005).

1.2.2.- Residuos de café

El cultivo de café en México abarca una superficie aproximada de 560,000 ha
ubicadas en 3000 comunidades de 12 estados de la republica representando
aproximadamente un tercio del total de las exportaciones agricolas. Se
considera que esta dentro de los seis primeros cultivos de importancia a escala
nacional (maiz, trigo, sorgo, frijol, cana y café). Las zonas de distribucion se
reparten entre Veracruz, Chiapas, Hidalgo y Puebla (Guzman y Mtz.-Carrera,
1985).

Los desechos del café se encuentran entre los materiales susceptibles de ser
utilizados como sustrato en el cultivo de hongos comestibles. En nuestro pais a

partir de los estudios pioneros del Institucion Nacional de Recursos Bioticos
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(INIREB) hoy instituto de Ecologia, se han venido desarrollando varias
tecnologias para la utilizacion de los desechos de café, y principalmente la
pulpa, como sustrato para el cultivo del hongo comestible P. ostreatus. Asi,
Martinez y colaboradores en 1984, usaron un sustrato a base de pulpa fresca
de café (Coffea arabiga L) obteniendo una eficiencia bioldgica (EB) de 113.35%
para la cepa Inireb-8 y con mezclas de pulpa de café y paja de cebada. La
mejor EB se registr6 de 152.70% para la misma cepa (Martinez y Morales,
1988). Estos desechos presentan una fuente de compuestos fendlicos que
pueden ser aprovechados y que hasta el momento no se ha dado el interés a
estos residuos de los beneficios cafetaleros ni a los residuos que se originan

también como el “bagazo”.

1.2.3.- Residuos de madera y corteza de encino

El encino es una madera que se utiliza en aplicaciones industriales y
medicinales tanto la madera como la corteza se emplean con frecuencia en
medicina tradicional. Pérez y Mata (2002) realizaron un estudio en el cual se
evalué la capacidad de adaptacién al cultivo de cepas del género Pleurotus en
madera de pino. La seleccidén de estas cepas se hizo a partir de la medicion del
area micelial alcanzada por cada unos de estos sustratos de viruta de pino,
inoculadas a partir de dos tipos de inoculo (en agar y semillas de sorgo)
invadidos por el micelio de cada una de las cepas estudiadas. De acuerdo a los
resultados obtenidos, las cepas de P. ostreatus presentaron mayor
adaptabilidad a su cultivo en viruta de pino que las cepas pertenecientes a P.

pulmonarius.

La biodegradacién de la lignina representa una etapa que es clave en el
reciclamiento de la fuente de carbono del mundo, porque los ecosistemas
forestales contienen alrededor de 150, 000 millones de toneladas de madera.
Esto es confirmado por Leonowics y col., (1999). También afirman, que aunque
los principales constituyentes de la madera, por ejemplo la celulosa, pueda ser
utilizado por varios organismos, su hidrolisis in situ por muchos de estos, esta
limitado por la degradacién de lignina recalcitrante, el cual esta formado por la

polimerizacion de p-hidroxicinamil alcoholes.
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1.3.- Enzimas ligninoliticas y lacasas

En la actualidad se conocen muchos hongos basidiomicetes que producen
multiples formas electroforéticas de lacasas, tanto intra como extracelulares asi
lo han demostrado estudios realizados con gel de poliacrilamida (PAGE)-
zimégrama o electroenfoque (Wood, 1980; De Vries y col., 1986; Choi y col.,
1987). Blaich y Esser (1975), introdujeron multiples isoformas de la enzima
lacasa, Kerrigan y Ross (1988) observaron similitudes aparentes entre las
lacasas de esta especie, afirmando que se puede aplicar esta técnica en
hongos de diferente grupo taxondémico. Este método puede aplicarse para la
identificacién de cepas productoras de lacasas y también para la diferenciacion

entre especies de Pleurotus.

Wood (1983) y Savoie (1998), realizaron un estudio de la degradacion
lignocelulésica durante el ciclo de vida del hongo comestible A. bisporus en
composta, obteniendo una degradacién de ambos polimeros, la degradacion de
celulosa fue mas extensa durante la produccién del cuerpo fructifero. Para la
degradacion de la lignina no hubo gran diferencia durante el ciclo de vida del A.
bisporus., determinandose los cambios en las actividades enzimaticas durante

el crecimiento de A. bisporus.

Silva (2003) evalué el crecimiento y la actividad enziméatica de nueve
variedades de Shiitake, L.entinula edodoes (Berk, Pegler), cultivado en
eucalipto y granos de arroz y determinando la actividad de las lacasas.

Rodriguez (2003) estudi6é la decoloracién de residuos liquidos de destileria
(vinaza) y del cultivo de setas comestibles (extracto liquido de pulpa de café),
mediante el cultivo sumergido de Pleurotus spp, asi como la produccion de la
enzima lacasa producidas por este hongo, empleando estos residuos
coloreados tanto de la destileria como del beneficio de café como medios de
cultivo del hongo observando una decoloracion gradual del medio empleado a

partir de la vinaza.
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Los hongos tienen la propiedad de ser fuentes enzimaticas, esta actividad
enzimatica se ha encontrado en cerca de 500 especies de hongos donde se
han aislado (Eriksson, 1993), entre ellas A. bisporus (Matcham y col., 1992) y
diversas especies de Pleurotus, (Palmieri y col. 1997, 2003). Siendo la lacasa

la méas abundante.

1.3.1.- Estructura de la lacasa

La lacasa en los vegetales es un componente de la lignina, pero las lacasas de
los hongos no Los primeros estudios para elucidar la estructura de las lacasas
de hongos fueron en Phanerochaete chrysosporium. Se ha observado que al
purificarse tiene una considerable homogeneidad. Estas enzimas son
clasificadas dentro de la familia de las oxidasas multicobre. Poseen en su sitio
activo 4 cobres clasificados de la manera siguiente: 1 tipo I, 1 tipo Il, y un par
acoplado binuclear tipo Ill. Sus caracteristicas indican que el sitio tipo | (o0 cobre
azul), es en donde existe la transferencia de carga del metal que involucra un

azufre de una cisteina y el Cu tipo Il el cual absorbe la luz ultravioleta a 605 nm.

El Cu tipo Il exhibe una baja absorbancia y el sitio lll involucra un acoplamiento
de dos centros de cobre, involucrados en la absorbancia a 330 nm. Todos los
cobres estan involucrados en el mecanismo catalitico para la transferencia de
electrones, durante el mecanismo enzimatico de oxidacién de compuestos

fendlicos para la formacién de quinonas.

En la figura 1, se observa el acoplamiento de dichos atomos de cobre y las
distancias en Angstrom, asi como su intervencién en la oxidacién de
compuestos fendlicos. Hasta estos momentos, en el basidiomiceto P. ostreatus
se han observado isoenzimas con dos atomos de zinc, un atomo de hierro, y
solo un atomo de cobre por molécula enzimatica. Aunque otras isoenzimas que

se han extraido de diversos hongos tienen caracteristicas diversas.
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Figura 1 (a y b). Estructura del sitio activo de las oxidasas multicobre y formacion del puente
peroxido. En (a) se representa el sitio de acoplamiento trinuclear. Los sitios tipo Il y Il fueron
obtenidos por célculos en los campos de unidén superpuestos, incluyendo el orbital p del puente
hidréxido oxigeno. El tipo Il esta rotado 90° para su claridad. En (b) se muestran dos posibles
modelos para el puente peroxido. Al acoplamiento trinuclear, la parte (A) se muestra el puente
entre el Cu tipo 2 y el Cu tipo 3. En (B) se muestra el puente entre los tres Cu. (Salomén E.,
1996)

Estas consideraciones son utiles para explicar porque es crucial para las
enzimas lacasas, tener un suministro adecuado de cobre en el medio de cultivo

y porque este tipo de metal podria ser inductor de las enzimas.

Se ha observado que la importancia de las enzimas consiste en que los hongos
de la clase de los basidiomicetes, han desarrollado una capacidad para la
despolimerizacién oxidativa y subsiguiente mineralizacién de la lignina, que
permite la utilizacién de la celulosa por otros microorganismos. Asi dos de las
peroxidasas involucradas en la degradacibn de la lignina son la
ligninoperoxidasa (LiP) y la enzima manganeso peroxidasa (MnP), y alguna
otra peroxidasa que determina la degradacion de celulosa (Mufioz y col. 1997).
Las peroxidasa y las lacasas han sido observadas en cultivos liquidos crecidos
con Pleurotus como responsables de la generacién de peroxido de hidrogeno

junto de lacasas. Se ha medido la degradacion o despolimerizacion

21



Marco teérico

ligninoceludsica por especies de Pleurotus sobre la utilizacion de pajas y para
la deteccion de enzimas ligninoliticas (Tabla 1). Ademas de las enzimas LiP,
MnP y lacasas, la especie Pleurotus posee otra enzima que es la Aril alcohol
oxidasa (AAQ), encargada de la ruptura de las unidades fendlicas y oxidacién
de alcoholes bencilicos que es dependiente de H205.

Tabla 1. Actividad enzimatica extracelular y la descomposicién ligninoceluldsica de la paja por
varias especies de hongos. La actividad fue detectada sobre el alcohol veratrilico (LiP) y de
lacasas, AAO y MnP que se muestran como Unidades/100 g de paja inicial.

MnP AAO Lacasa Polisacarido /
lignina
P. ostreatus 300 4 66 4.4
P. chrysosporium 70 0 0 2.2
Trametes versicolor 20 0 12 2.5
Paja control 0 0 0 2.6

La lacasa p-difenol dioxigeno oxidoreductasa es una de las pocas enzimas que
ha sido estudiada desde fines de la década de los noventas. Pertenece a un
grupo de enzimas llamadas oxidasas de cobre azul. Este grupo usa oxigeno
como aceptor de electrones para remover hidrogenos de los grupos hidroxilo
fendlicos. Esta reaccion conduce a radicales libres que, como se ha
demostrado con modelos de compuestos de la lignina, pueden conducir al
rompimiento de cadenas laterales y anillos arométicos. La lacasa también
puede oxidar sustratos no fendlicos en presencia de mediadores redox
apropiados. Estas enzimas tienen un amplio rango de sustratos y es sefalada
como inespecifica en cuanto al sustrato reducido. El rango de sustratos
oxidados puede variar segun el tipo de lacasa de que se trate. La especificidad
del sustrato de las lacasas puede ser explicado dependiendo de las funciones
que han sido adscritas a las lacasas, estas son: formacion de pigmentos,
degradacion de la lignina y destoxificacion. (Temp y Eggert 1999; Koroljova y
col., 1998) Un método simple del incremento en la produccion de enzimas es la
aplicacién de inductores.

Esos son usualmente el sustrato de la enzima, o sustancias estructuralmente
similares a los sustratos o analogos de sustratos de crecimiento natural de
razas silvestres de hongos. Algunos de estos compuestos quimicos sintéticos

que se han utilizado como inductores en el crecimiento micelial de P. ostreatus
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y P. pulmonarius son los siguientes: siringaldazina, ABTS (acido 2,2 -azinobis-
3-etilbencentiazolinasulfonico), siringaldazina y guayacol. (Rao y col., 1995;
Das y col., 1997; Saparrat y col., 2002), que se reportan como inductores y que
presentan mejor actividad relativa. La reaccion general de oxidaciéon de fenoles

se ve en las figuras 2y 3.

H;0C COH,3
HO CH—N—N=—CH OH
Siringaldazina
H;0C & COH,
O H30C, COH,4
OH

@L@ %}Hz_

o H,OC %' o COH,

H;0C, COHj4
POLIMERIZACION
Flgura 2 O CH—N—N=—CH O
Siringaldacinona
H;OC COHg

Figura 3

Figura 2. Mecanismo general de la oxidacion de alcoholes aromaticos (hidroquinona) para
formar un radical libre que puede convertirse en quinona, catalizada por una enzima o por
reacomodo espontaneo (Thurston, 1994).

Figura 3. Reaccién que presenta también una oxidacién con la siringaldazina, donde el primer
producto de la reaccion es un radical libre y la formacién de la dicetona (tipo quinona) puede
ser enzimatica o por reacomodo de electrones (Thurston, 1994).

Las lacasas (p-difenol-dioxigeno reductasa; EC 1.10.3.2) han sido muy
estudiadas. Se les ha llamado enzimas cuproproteinas. Este grupo de enzimas
utiliza oxigeno como un aceptor de electrones para remover hidrégenos de los
grupos hidroxilo fendlico, reaccion que conduce a la formacion de radicales
libres, como los obtenidos con compuestos parecidos a las unidades fendlicas
de la lignina. Las cuproproteinas pueden despolimerizar a la lignina por el
rompimiento de los enlaces alquil-arilicos, la oxidacion de alcoholes bencilicos
y el rompimiento de las cadenas laterales y los anillos aromaticos (Solomon,
1996).
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El papel de las lacasas en la degradacion de la lignina ha sido el punto central
de un gran numero de estudios biotecnoldgicos. La capacidad de las enzimas
lacasas de catalizar la oxidoreduccién dependiente de oxigeno por
mecanismos de mediadores libres, se ha tomado con mucha atencién en areas
de la cinética y también de sus propiedades electro-cataliticas (Wong y col.,
1999).

Velazquez-Cedeio  (2004) investigdé la influencia de  Trichoderma
longibrachiatum en la produccién de enzimas lignocelluloliticas por P. ostreatus
durante su crecimiento vegetativo en un substrato de paja. Las variaciones en
la produccién de estas enzimas revelaron algunos efectos de T.
longibrachiatum porque estadn implicadas en la degradacion de materiales
lignoceluldsicos; la reduccién de estas enzimas pudo afectar de hecho el
crecimiento de P ostreatus, el estudio de estas variaciones revelo los sistemas
enzimaticos que desempefan un papel en la respuesta al estrés ambiental. Se
centrd este andlisis en la celulasa, ss-ss-glucosidasa y en dos fenoloxidasas,
lacasa y Manganeso-peroxidasa (MP). Las fenoloxidasas son enzimas
implicadas en la degradacién de la lignina (Hiroi y Eriksson 1976; Thurston,
1994). La lacasas (EC 1, 10, 3, 2) es la oxidasa de cobre azul que cataliza la
oxidacion de compuestos aromaticos mientras que reducen oxigeno a agua.
Son enzimas relativamente inespecificas que pueden oxidar el monofenol, o,p-
difenol y el aminofenol. Las isoformas de lacasa varian entre las especies
dependiendo de las condiciones del cultivo (Farnet y col., 1999). Las MP
también oxidan compuestos fendlicos pero en presencia de H,O, y del
manganeso. Ademas, se han encontrado a estas enzimas implicadas en la
respuesta al estrés ambiental (Rayner y col., 1994).

Las lacasas en las plantas, han sido constantemente estudiadas y en los
hongos basidiomicetes forman parte relevante de la maquinaria enzimatica,
estudios sobre la deslignificacion se han efectuado con el hongo
Phanerochaete chrysosporium, el cual contiene las dos peroxidasas
mencionadas anteriormente (LiP y MnP), que son capaces de romper enlaces
fundamentales en la estructura de la lignina, ademas de un amplio rango de

compuestos formados por anillos (Farell y col., 1989).
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La lacasa puede romper porciones de las estructuras fendlicas que componen
a la lignina, directa o indirectamente. La lacasa tiende a despolimerizar los
sustratos fendlicos in vitro, sin que se elimine la posibilidad de que esta enzima
contribuya al rompimiento de la lignina y en vez de ella, las enzimas
peroxidasas polimericen algunos sustratos in vitro. De Jong y col. (1992),
confirmaron que la combinacion de la lacasa y la enzima LiP es necesaria, para
complementar a otras enzimas que se encargan de la degradacién de la lignina
para la formacion de compuestos altamente reactivos o toxicos, que le
confieren proteccion al micelio en crecimiento. Otra funcion de esos
compuestos, es el ataque para la despolimerizacién quimica de la lignina y con
ello una mayor penetracion de los hongos a la madera (Bes y col., 1987), como
se muestra en el figura 4.

Algunas de estas enzimas, disponibles en la naturaleza y que ejercen esta
accién son las polifenoloxidasas. Recientemente su uso se ha extendido hacia
la remocion de desperdicios toxicos (Singh-Anshu y col., 2003) y también a
nivel laboratorio para remover compuestos de tipo carcinogénico como aminas
aromaticas a partir de efluentes industriales (Eggen-Trine y col. 2003). Una de
las peroxidasas aplicables es la lacasa; miembro de la familia oxidoreductasa,
también referida como azuloxidasa, producida en plantas (Leontievsky y col.,
1997; Giardina y col., 1999).
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Figura (4)- Reaccion de la distribucién de la lignina “Lignum” de la madera como sustrato, que
proporciona los nutrientes para el buen desarrollo del micelio y cuerpo fructifero, comprende 19
unidades fendlicas.

1.4.- Propiedades de las lacasas de los hongos

Se han investigado desde 1999 una serie de propiedades de las lacasas, de las
muchas que se han encontrado en diferentes especies de hongos, resaltando 5
enzimas lacasas encontradas tanto en P. ostreatus como en P. pulmonarius.
(Szklarz y col. 1989; Thurston y col. 1994; Das y col. 1997; Arddn y col. 1998;
Bockle y col. 1999; Leonowicz 1999) tabla 2.
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Tabla 2.- Comparacion entre las caracteristicas de las lacasas en los hongos

Organismo Enzima Masa % Cobre
(KDa) carbohidratos | (atomos /mol)

Agaricus bisporus 2 100y 65 15 2

Aspergillus nidulans (conidial) 1 110 12

Armillaria mellea 1 59

Botritis cinerea 2 72 80

Lentinula edodes 1 66

Lycoperdon sp 1 78 40 2

Monocillium indicum 1 100y 72

Neurospora crassa 1 65 11 3

Phelvia radiata 1 64

Pleurotus ostreatus 5 62-70 45

Pleurotus pulmonarius 5 55-70 40

Podospora anserina 3 70, 80,y 25,23,y 22 3
390

Polyborus versicolor 2 60y 65 14 4

Pycnoporus coccinus 1 70

Schizophyllum commune 1 62
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2. Planteamiento del problema

Actualmente, uno de los principales problemas que presentan las zonas
urbanas y semiurbanas con gran densidad poblacional es la contaminacién de
solidos y el deterioro ecologico del medio ambiente. Aproximadamente son
380.000 toneladas de residuos agricolas y subproductos que son reciclados
parcialmente (Sanchez, 2005). Dentro de estos esta la basura generada en la
produccion de hongos comestibles, los desechos que se generan en los
beneficios de café como pulpa y cascarilla no menos importante son los
residuos del bagazo de café generados en gran numero de cafeterias y
restaurantes de todo el pais, que también representan y otros de productos

vegetales lenosos como son algunos arboles como encino, y pino y arbustos.

En el Distrito Federal, en el afo 2000, la estimacién en la produccion de
desechos fue de 25,000 toneladas diarias, de estas, el 40% es organica, el
20% papel y cartdn y el resto muy diversa (INEGI, 2001). Para darnos una idea
de lo que se desperdicia de composta y sustratos del cultivo comercial de
hongos, por cada kilo de hongo fresco, se genera 1.4 kg de sustrato degradado
por hongos, y se considera que su reutilizacion total agroindustrial representa

una quinta parte en diferentes formas.

Basado en lo anterior y en estudios de Das y col., (1997), Rashad-Mona y col.
(2002) y Thurston (1994), que mencionan a la lacasa, como una de las enzimas
producidas por plantas, mohos y algunas levaduras y bacterias, por ser
fenoloxidasa y que prefiere los compuestos de lignina con grupos fendlicos
libres Kirk y Farrel (1987). Se propone la aplicacién de extractos acuosos en
presencia de grupos fendlicos considerando a estos como “inductores” de
crecimiento micelial se espera que con la aplicacién de estos sobre los medios
de cultivo, se mejore el desarrollo de los hongos in vitro. Siendo esta una forma

de reciclar los residuos de paja, café, composta y encino.
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3. Hipotesis

La presencia de fenoles en extractos acuosos de residuos agroindustriales
composta agotada, sustrato de paja agotado, bagazo de café y corteza de
encino, cuando son mezclados en algun medio de cultivo para Agaricus
bisporus, Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes, favorecera el crecimiento, de

masa micelial y enzimas del tipo de las lacasas.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de cuatro extractos acuosos de composta, sustrato de paja,

bagazo de café y corteza de encino; en los medios de cultivo soélidos hongos

comestibles.

4.2.1. Objetivos particulares

1.

Caracterizacién quimica de extractos acuosos de (composta,
sustrato de paja, bagazo de café y corteza de encino).

Determinar fenoles por analisis cualitativos y cuantitativos por
espectrofotometria UV-VIS. de (composta, sustrato de paja, bagazo

de café y corteza de encino).

Evaluar el efecto de los extractos acuosos (composta y sustrato de
paja, bagazo de café y corteza de encino), sobre la cinética de
crecimiento micelial de hongos comestibles (A. bisporus, P.

ostreatus y L. edodes).

Determinar el efecto de los extractos acuosos (composta y sustrato
de paja, bagazo de café y corteza de encino), sobre la produccién
de biomasa producida por cada hongo comestible en estudio.

Determinar la actividad enzimatica de lacasa de las hongos
cultivados en medio sélido, y con diferentes concentraciones de los
extractos acuosos por medio de la oxidacion del reactivo acido 2,2°-

azinobis-3-etilbencentiazolinasulfonico (ABTS).
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5. Metodologia

5.1.- Materiales y métodos

Se emplearon tres cepas de hongos comestibles Pleurotus ostreatus, aislada
en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Comestibles de la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa. Lentinula edodes, (shiitake)
donada por el Departamento de Hongos del Instituto de Ecologia de Xalapa
Ver. y Agaricus bisporus (HM12.15N), (champifidn) donada por el Laboratorio
de Biotecnologia de Hongos del Departamento de Alimentos y Biotecnologia de

la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
5.2.-Preparacion de inoculo y desarrollo micelial

5.2.1.- Obtencidén de extractos acuosos por extraccion

continua

Cada uno de los cuatro extractos de residuos agroindustriales, se obtuvieron a
partir de la extraccion de 200 g de residuo con 1 L de agua destilada por la
técnica de extraccion continua a temperatura de ebullicion durante 3.5 h,
cumplido el tiempo la solucién se filtré en caliente a través de una malla fina de
tela y se ajustd a temperatura ambiente. Se repiti6 la filtracion y se ajusté a 1 L
del volumen de cada uno de los extractos con agua potable. Los extractos
acuosos de residuos agroindustriales que se utilizaron figura 7, dos fueron de
paja, pero con diferente proceso; el primero fue el sustrato de paja utilizado
para el cultivo de “seta” (que no se fermenta) y el segundo extracto fue el de
paja fermentada o composta (agotada o “quemada” como se le conoce en
algunas plantas productoras de champifidén) utilizada para el cultivo de A.
bisporus, el tercer residuo fue el “bagazo” de café (residuo de café que fue
empleado en restaurantes y cafeterias) y el cuarto fue la corteza de encino, una
planta lefiosa o arbol (Quercus sp), que se utiliza mucho en medicina naturista

para ciertas molestias bucales.
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5.2.2.- Preparacion de los medios de cultivo sélido

Los medios de cultivo se prepararon con papa dextrosa agar (PDA), se pesaron
39 g para cada una de las cepas de P. ostreatus y L. edodes, y 33.6 g de
extracto de malta agar (EMA) para A. bisporus, ambos medios se aforaron a un
1 L de solucidon compuesta por agua y con cada uno de los extractos de los
residuos agroindustriales. Para preparar cada mezcla de solucion o medio de
cultivo, se agregaron 10, 25, 50 y 75% respectivamente de cada extracto
acuoso. De estos se obtuvieron cuatro medios a diferentes concentraciones de
cada extracto acuoso para cada hongo. Cada medio se calenté previamente
hasta su completa disolucién, en seguida se esterilizé a 120°C por 40 min en
autoclave, pasado este tiempo, se dejo enfriar a temperatura ambiente entre
35-40°C, de esta manera se vacié aproximadamente 20 a 25 mL de medio en

cada una de las cajas.

Asi de esta forma, cada medio preparado con los extractos acuosos de
residuos agroindustriales contienen diferentes compuestos quimicos de interés
que son los que tienen grupos funcionales de tipo fendlicos o polifendlico,
parecidos a los inductores de crecimiento mencionados anteriormente,
siringaldazina, acido 2,2"-azinobis-3-etilbencentiazolinasulfonico (ABTS),
guayacol Bourbonnais y col., (1995), Das y col., (1997), acido tanico, y acido
ferulico entre otros figura 8, que han sido utilizados sobre la generacién

potencial de enzimas ligninoliticas.

5.2.3.- Inoculaciéon de medios de cultivo con los hongos
P. ostreatus, L. edodes y A. bisporus

Una vez preparadas las cajas de Petri con el medio, se inocularon 20 cajas
con cada una de las cepas de P. ostreatus, L. edodes, usando los medios
comerciales de (PDA) y (EMA) para A. bisporus. Las cajas se mantuvieron en
incubacion figura 5 a una temperatura de 23°C, aproximadamente 20 dias para
adaptar a las cepas con este medio. Del mismo modo para controlar el

experimento se preparé un testigo. Una vez invadida cada una de las cajas, se
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guardaron y posteriormente se escogi6 la mejor desarrollada figura 6, para

llevar a cabo la parte experimental.

Figura 5.- Cajas de Petri con medio Figura 6.- Invasion micelial en caja

Figura 7.- Matraces con cada uno
de los extractos.

HO5S s S SO3H
>:N—N:<
N\\ /N
(ABTS)
HO OH
OCHjs
OH
(0) /
O
Acido ferulico Guayacol

Figura 8.- Estructura molécular del acido 2, 2-azinobis-3-etilbencentiazolinasulfonico
(ABTS), acido ferulico y Guayacol.
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5.3. Determinacion de fenoles por analisis quimico en los extractos

acuosos.

5.3.1. Analisis cualitativo de fenoles totales

El procedimiento para el desarrollo de fenoles totales se desarrollé de manera
cualitativa 6 por “analisis a la gota”, el cual, es un proceso confiable y efectivo
que se caracteriza por la formacion de un precipitado y una coloracion y/o

turbidez, al ser positiva el anélisis

El andlisis cualitativo de fenoles se realizo a cada una de las muestra de los
extractos acuosos, siguiendo el método de Pena (2000). El método se basa en
la propiedad de los taninos de formar complejos insolubles con las proteinas,
esta reaccion se hace evidente con la adicién de cloruro de sodio, a medida
que se agrega los complejos son mas insolubles y permite su determinacién
facilmente, comparandose siempre con un testigo como: catecol, pirogalol y/o

resorcinol figura 12, y Jiménez y col., (1994), Lee & Chen, (1996).

5.3.1.1  Prueba con soluciones de cloruro de sodio al 10%, Gelatina al 1%

y cloruro férrico al 1%.

Procedimiento

Se pesaron y molieron 30 g de cada una de las muestras, se pasaron por un
tamiz # 24, se coloco cada una en un vaso de precipitados con 100 mL de
alcohol etilico al 80% durante 20 min, se evaporo el alcohol por bafio Maria. Se
tomo una alicuota de 50 mL y se le adiciono 25 mL de agua destilada caliente,
se agito y se dejo enfriar cada una de las muestras. Se colocaron 5 mL de cada
muestra en tubos de ensayo y se agrego de 0.2 a 0.6 mL de la solucion de
cloruro de sodio al 10% para precipitar compuestos de alto peso molecular que
podrian interferir en el analisis. Se filtro cada mezcla y agrego de 0.3 a0.5 mL
de una solucién acuosa de grenetina al 1%y se observa. Si se forma un

precipitado se confirma la presencia de taninos.
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Se repite esta prueba con cloruro férrico de la misma manera.

Al adicionar cloruro férrico se diferencia los taninos condensados de los
hidrosolubles.
Una coloracion azul-verdosa con formacion de precipitado confirma la

presencia de fenoles.
5.3.1.2 Prueba de fenoles mediante nitrato cérico amonico.

La reaccién general en la identificacion de fenoles se presenta en la

siguiente reaccion:

ArOH + (NH4)2 Ce(NO3)6—> (NH4)2 (lje (NO3)5 + HNO3
OAr
Reactivo

Anadir 1.3 mL de acido nitrico concentrado a 40 mL de agua destilada y
disolver 10.96 g de nitrato de cerio y amonio, una vez disuelto este aforar a 50

mL.
Procedimiento

A 1 mL del reactivo, se agregd 0.5 mL de cada una de las muestras problemay
se observo la formaciéon o cambio de coloracion.

Una coloracion de amarillo a rojo es positiva para alcoxidos de cério 1V; si se
observa la formacién de un precipitado y coloracion café indica la presencia

positiva de fenoles nono y di sustituidos (Shriner y col. 1990).
5.3.1.3  Prueba con agua de bromo para la determinacion de fenoles.

La reaccion general se presenta de la siguiente forma:

OH OH

Br Br
+ 3Bry, —— + 3 HBr

Br
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Reactivo

Se prepara en una campana de extraccion de gases, mezclando 10 mL de
agua con la adicion de 1 mL de bromo gota a gota y con agitacién hasta

obtener una solucién sobresaturada.

Se mezclaron 0.5 mL de cada una de las muestras a analizar en 10 mL de
agua en un tubo de ensaye y se afiade solucion de agua de bromo gota a gota
y con agitacion; la formaciéon de un precipitado negro o la decoloracion de la

solucién indica prueba positiva para fenoles (Shriner y col. 1990).

5.3.1.4 Prueba con Cloruro férrico anhidro al 1% y piridina para la

determinacion de fenoles.

La reaccion general se presenta de la siguiente manera:

OH
o
> z -
30 N
N

A 5 mL de la muestra se le agregd 2 mL de cloroformo. Se agit6 la solucion y
se calenté suavemente por unos segundos, se enfrid y se le agregd 2 gotas de
la solucion de cloruro férrico al 1% seguido de 3 gotas de piridina, se agitd y se
observa el color producido inmediatamente; una coloracion azul, violeta,
purpura, verde o rojo marron es positiva la presencia de fenoles (Shriner y col.
1990).

5.3.1.5 Prueba de Liebernann’s, reaccién con &acido nitréso para la

determinacion de fenoles.

Reactivo

Aradir 0.4 g de nitrito de sodio a 8 mL de &cido sulfurico hasta una completa

disolucion.
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Procedimiento

A cada 2 mL de la mezcla anterior, se agregdé con mucho cuidado 1 mL de de

cada una de las muestras, problema y se observo.

La reaccion general se presenta de la siguiente manera:

OH OH
NaN02 H
H,SO, +Hz0
I
N—OH
OH OH HSO,
N= +
* TH,80,
| Azul
N—OH
H,O
+
oo Omgt o OO
H
Azul Rojo

Un color azul a rojo, indica la presencia de fenoles. Si se vierte este complejo
formado en 20 mL de agua helada cambia la coloracién a rojo y cuando se le
agrega unas gotas de hidroxido de sodio al 10% a la mezcla cambia la

coloracion nuevamente a azul (Shriner y col. 1990).

5.3.2.-Analisis cuantitativo de fenoles totales

(método espectrofométrico)

Se prepard una curva patrén con una solucién estandar 0.2 g de acido tanico,

aforando con 100 mL de agua. (Pena 2000).
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La solucion amortiguadora se prepardé pesando 10 g de acetato de sodio
mezclandose con 1.6 mL de acido acético glacial y se aforé con 100 mL con
agua destilada, el pH se ajustd a 4.6 y se conservo en refrigeracion.

El reactivo de FAS por sus siglas en ingles (fast Arabic-gum solution) se
preparé mezclando 1 mL de goma arabiga al 10% con una solucion reguladora
de acetatos y aforando a 100 mL con agua destilada. Esta solucién se

conservo en frasco ambar y en refrigeracién (4°C).

Procedimiento

A 10 mL de la muestra se agregaron 30 mL de hidroxido de sodio 0,05
M, se calent6 suavemente durante 20 min y se dejo reposar 24 h. Pasado el

tiempo, se filtr6 y se aforé a 50 mL con agua destilada.

5.3.2.1.-Curva patrén de acido tanico

Se midieron alicuotas de 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0 y 3.0 mL de la solucién
patron de acido tanico en matraces aforados de 50 mL, se adicionaron 5 mL del
reactivo de FAS a cada uno y se aforo a 50 mL con agua destilada, se mezclé
perfectamente, se colocan 9 mL en la celda de lectura y se agregd 1 mL de
solucion de cloruro férrico al 1%. Se leyd la absorbancia de cada una de las
muestras a 725 nm, con los datos obtenidos se trazoé la curva patron en funcién
de la concentracién de acido tanico para interpolar los valores obtenidos de las

muestras en la curva patrén.

Lectura de las muestras

Se tom6 una alicuota de 10 mL del extracto preparado y se adicioné 5 mL del
reactivo de FAS aforando a 50 mL con agua destilada, se mezclé
perfectamente, de esta solucion se colocan 9 mL en la celda de lectura y se
agregd 1 mL de solucion de cloruro férrico al 1%. Se midié la absorbancia a

725 nm en el espectrofotdmetro. “Temoespectronic modelo BioMate 3”.
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5.4. Analisis quimico proximal de residuos agroindustriales

5.4.1. Determinacion de Carbohidratos por el método
3,5-dinitrosalisilico (DNS)

El contenido de azucares reductores se determind de acuerdo al método de
Patil y Smith (1977), La glucosa se determind por cuantificacion de grupos
reductores con el reactivo 3,5-dinitrosalisilico (DNS) Miller (1959). La reaccioén

se llevo a cabo con 1 mL del extracto y 1 mL del reactivo de DNS.

Se prepard una curva de calibracion de 0 a 300 mg/mL con glucosa cada una
de las mezclas de reaccidén se agitaron en un vortex y se mantuvieron a bano
Maria a temperatura de ebullicién durante 5 min para desarrollar la coloracién
producto de la reaccidon que nos permitié realizar la lectura de absorbancia a
575 nm, en un espectrofotometro.
Para la determinacién de carbohidratos se realizdé con la solucién de cada
muestra problema extraido en caliente (5 g de muestra triturada o molida en
100 mL de agua) por 1 h.

Con los datos obtenidos se trazé la curva patron en funcién de la
concentracion de glucosa para interpolar los valores obtenidos de las muestras

en la curva patrén, (tabla 4, figura 9).

5.4.2. Determinacion de fibra cruda (fibra soluble)

Para este analisis se utilizé el método de la AOAC (1980). Se peso y se coloco
1 g de muestra desengrasada en un matraz redondo de fondo plano, y se
realizo la digestién con 100 ml de reactivo ADF (bromuro de cetil-trimetilamonio
al 2% en acido sulfurico 1 N) durante 1 h, la muestra se filtré a través de un
embudo con base de vidrio poroso previamente pesado, se lavo el filtrado con
50 ml de agua destilada caliente en dos ocasiones, posteriormente se lavd con
acetona hasta obtener una estabilidad en el color. El embudo se secd a 100°C
por 12 h, se dejo enfriar a una temperatura de 22°C dentro de un desecador de

control, se pesé y se determind la fibra por diferencia de peso.
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5.4.3. Determinacion de proteina cruda

Para determinar el nitrégeno presente, se utilizd el método de micro Kjeldahl
(AOAC, 1980), en donde el contenido de nitrogeno es convertido en sales de
amonio (sulfatos) por la digestion de la muestra con acido sulfurico
concentrado. Esta digestion también oxida al hidrégeno y carbono a diéxido de
carbono y agua. Para la digestion de la muestra, se colocaron 0.12 g de
muestra en matraces micro Kjenahl, junto con 0.8 g de catalizador, dicho
catalizador esta compuesto por la mezcla de CuSO4 y K;SOq4, 1:9 p/p y al final
se agreg6 3 ml de H,SO4 concentrado y 5 perlas de ebullicion; la digestion se
realizd6 hasta que no hubiera desprendimiento de humos y el color de la

muestra se tornara verde brillante.

Una vez completada la digestion, se procedié a realizar la destilacion,
agregando primeramente 25 mL de agua destilada fria a la muestra digerida y
se transfirio al aparato de destilaciéon micro Kjeldahl, a esta solucién se le
agreg6 15 mL de NaOH al 40% para alcalinizar el medio y liberar al amoniaco
por destilacion a temperatura de ebullicién. La solucién destilada se recibié en
10 ml de acido bdrico al 2% agregando 3 gotas de la solucion indicadora de pH
(Solucion alcohdlica de rojo de metilo 0.2% y solucién acuosa de azul de

metileno 0.1% v/v), hasta completar un volumen total de 20 mL.

Ya destilado el amoniaco, se titulo con HCI 0.1 N, y el contenido de proteina
cruda se determiné multiplicando el porcentaje de nitrégeno por 6,25 (factor de

conversion de nitrégeno a proteina).

5.4.4. Determinacion de cenizas

Se colocaron 2 g de muestra en un crisol a peso constante, la muestra se
carboniz6 sobre una flama de mechero hasta que dejo de desprender humos y
se calcind en una mufla a 600°C hasta que las cenizas presentaron un color
blanco o ligeramente grisaceo, se paso a un desecador 30 min y se peso6 a
peso constante por dos ocasiones (AOAC, 1980). La diferencia entre las dos

pesadas no debia ser mayor de 1-5 mg.
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5.5. Determinacion de la velocidad radial o cinética de crecimiento

micelial de las cepas de P. ostreatus, A. bisporus y L. edodes

Esta etapa de estudio comprende el proceso que determina: velocidad o
cinética de crecimiento, produccion de biomasa, actividad enzimatica
especifica. Cada una de las determinaciones se realizé por triplicado y en

intervalos de tiempo de 0 a 12 dias.

Las cepas se inocularon sobre medio sdlido definido, mezclandose con los
diferentes porcentajes de extractos acuosos de los desechos agroindustriales
respectivamente en cajas Petri. Se realizaron medidas consecutivas vy
aleatorias a al diametro de los crecimientos de la colonia micelial formada por
cada hongo. Las mediciones se realizaron en los primeros dos o tres dias en el
caso de P. ostreatus y A. bisporusy cada 3 o 5 dias para el L. edodes como se

muestra en la figura 9.

La evaluacioén, de la cinética de crecimiento se realizo utilizando el método de

(Sarralde-Corona y col. 1997).

r=d/2=(dy—d)/2 (1)
Donde:
d¢ = diametro parcial
di = diametro inicial
d = diametro promedio

r = radio

A= (IT)* () = (3.1416) * (d)
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Figura 9- Trazo del diametro de la colonia micelial
de manera aleatoria formada en cajas de Petri

5.6. Efecto de los extractos acuosos sobre la produccion de la

biomasa de las cepas de P. ostreatus, A. bisporus y L. edodes

La biomasa se extrajo de cada una de las cajas con medio, realizado mediante
un “raspado suave” con una micro espatula enjuagando cada raspado en agua
desionizada contenida en un vaso de precipitado. Esta soluciéon con biomasa,
se calento a 35°C/20 s en un horno de microondas, se filtré y se lavo sobre un
embudo Buchner a presion reducida con agua desinoizada, se terminé de filtrar

y se seco, determinando la produccion de biomasa por diferencia de peso.

Con la formula exponencial (3); se obteniene la biomasa producida por dia. Y
se considera como la densidad de la biomasa formada (p) por dia segun la
formula (2).

A =cm/dia.

u = g micelio / dia

p =/ A= (g micelio / cm?) (2)

La biomasa formada por dia fue calculada con la siguiente formula
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Donde: Xcal. = Biomasa calculada al dia

Correspondiente (micelio

seco)
K K = Biomasa maxima
Xcal. = " (3)  Xo = Biomasa inicial
1 '{K;(_XOJ e M = Velocidad especifica de
’ crecimiento

t = Tiempo (dias)

Estos célculos se realizaron para cada uno de los tratamientos (hongos
inoculados in vitro con su respectiva mezcla de extractos acuosos de residuos

agroindustriales).

5.7 Efecto de los extractos acuosos sobre la actividad enzimatica

de los hongos de P. ostreatus, A. bisporus y L. edodes

La actividad enzimatica de las oxidasas o de lacasas del micelio de los hongos,
se determiné por el método de Eggert y col. (1996), Das y col., (1997),
Koroljova y col., (1998). Se prepar6 el reactivo de ABTS 125 uM en un
amortiguador de acetato de sodio 0.1 M a pH 6.5. Una vez preparado los
reactivos, se procedio a preparar la muestra de la siguiente manera: en cada
ocasidn que se trabajo una muestra micelial, esta se lavo con agua desionizada
y se filtr6. La biomasa obtenida se homogenizé con un micro homogenizador
Wheaton con 1 mL de agua desionizada La suspension resultante se centrifugo
a 7000 rpm, durante 15 min, a 4°C, en una centrifuga Ependorf modelo 5403,
posteriormente se filtr6 a través de membranas de 0.8 um y se almacené en
alicuotas de 1 mL a 2-4°C con solucion amortiguadora de acetatos para
obtener el extracto crudo. A 10 ul de extracto crudo, se le agregé 790 ul de
amortiguador de acetatos 0.1 M pH 6.5 y 200 pl de reactivo-sustrato de ABTS,
para dar un volumen total de 1 ml, se agité por medio de un vortex y se midio la
absorbancia a 420 nm durante 5 min cada 25 seg en un espectrofotémetro.
Una unidad de actividad se define como el incremento de 1 unidad de

absorbancia/minuto, la actividad especifica se define como unidades de
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enzima/mg de proteina y es la cantidad de micromles de lacasa que reacciona
oxidando al ABTS (acido 2,2-azinobis-3-etilbencentiazolinasulfonico) en funcién
de la cantidad de proteina presente en la biomasa producida. Los resultados se

muestran en las figuras (21 a 23).

Para determinar el efecto de la actividad enzimatica se empled la formula

siguiente formula:

AEe = pmol E/ug P (4) Donde:

AEe = Actividad enzimatica especifica
pmol E = Micromoles de enzima

Mg P = Microgramos de proteina

También se realizd el calculo para determinar el rendimiento enzimatico con
respecto a la biomasa de cada una de las tres cepas de estudio, empleandose

la siguiente formula:

(Yex/t) (5) Donde:
Y = Pendiente
E = (MgE/mL*min)
X = Biomasa (mg/mL)

T = Tiempo
Considerandose como la pendiente de las curvas correspondientes (enzima/
biomasa/tiempo), comparandose contra el porcentaje de extracto utilizado para

el tratamiento de cada una de las cepas.

5.8. Produccién de proteina de los hongos P. ostreatus, A. bisporus

y L. edodes

La determinacién de proteinas se realiz6 por la técnica de Bradford (1976). Con

el siguiente procedimiento.
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A la biomasa obtenida se homogenizé con un micro homogenizador Wheaton
con 1 mL de agua desionizada. La suspension resultante se centrifugd a 7000
rem, durante 15 min, a 4°C, en una centrifuga Ependorf modelo 5403,
posteriormente se filtr6 a través de membranas de 0.8 um y se almacend en
alicuotas de 5 a 10 mL a 2-4°C. A cada una de las mediciones se agregaran
800 uL del extracto y se le adicionaran 200 uL de reactivo de Bradford (Azul
brillante de Coomassie G250, alcohol etilico, acido fosférico (BioRad)). Se
incubaron a temperatura ambiente 20-22°C, durante 5 min, y en seguida se

midio la absorbancia a 595 nm, en un espectrofotometro.

La proteina determinada en la biomasa producida se considero para

complementar el calculo de actividad enzimatica especifica.
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6 Resultados

6.1 Analisis quimico proximal

Se realizé el analisis quimico de los residuos agroindustriales (composta,
bagazo de café, sustrato de paja y corteza de encino) los resultados se
presentan en la tabla 3, que son los valores obtenidos. Estos valores muestran
que la composta y el café son los de mejor contenido de proteina cruda a
diferencia de paja y encino. En cuanto al contenido de carbono el encino
obtuvo el valor mas alto 6.30 mg/mL. La composta registré el mejor contenido

de fibra cruda y cenizas.

Tabla 3.- Composicion de residuos agroindustriales (g/100 base seca)

Residuo N % Proteinas Carbohidratos Fibra Cenizas %
% (mg/mL) cruda %
Composta 1.0 6.25 0.29 £0.236 84.58 7.35
Cafe 0.83 5.20 0.124 + 4.71x10* 99.94 0.04
Sustrato 0.46 2.85 0.26 £ 0.011 99.35 0.41
(paja)
Encino 0.21 1.3 6.3 +9.43x10* 95.9 0.27

Los resultados registrados en la tabla anterior se obtuvieron en g/100g base
seca. Los valores de carbohidratos de composta y paja se multiplicaron por su
factor de dilucion 1/10 y encino por su factor de 1/100 y su desviacién estandar.
Tabla 4, figura 10.

Tabla (4).-Valores obtenidos en el analisis de carbohidratos las
muestras problema e interpolacion en la curva patrén de glucosa.

Muestra [Gluc] mg/mL Absorbancia
Café 0.124 0.041
Encino 0.063 0.024
Composta 0.029 0.011
Paja 0.026 0.01
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0,12 - y =0,3736x - 0,0038
R? = 0,993

0 </ T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
[Glu] mg/mL

—o— Curva patron

Figura 10.- Interpolacién de los valores obtenidos en la determinacién de
carbohidratos en la Curva patrén con glucosa por el método de DNS (3,5-
dinitrosalisilico, Patil y Smith 1977; Miller 1959).

6.2.- Analisis quimico cualitativo para la determinacion de fenoles
totales

Este analisis se caracterizé por la formacién de un precipitado, una coloracion

y/o turbidez, al ser positiva la identificacion figura 11,

Figura 11. Resultado del andlisis cualitativo de las muestras
de residuos agroindustriales.
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El resultado en el analisis quimico cualitativo de grupos fendlicos, nos mostré la
presencia de estos compuestos. Las reacciones son las caracteristicas para
compuestos como pirogalol resorsinol y catecol figura 12, Los resultados de

esta prueba se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resultado del analisis cualitativo aplicado a cada una de los extractos de
desechos agroindustriales comparandose contra el testigo (catecol).

Pruebas | Encino | Café | Composta | Paja | Testigo |
TAgua de bromo +++ ++++ ++ ++ +++
%Cloruro de sodio- ++++ ++++ +++ +++
grenetina/Cloruro férrico +++
*Cloruro férrico ++++ ++++ +++ ++ +++
-piridina
*Prueba de ++++ +++ ++ ++
Liebermann’s &cido 4+
nitroso
>Prueba de nitrato de ++++ ++ ++++ ++ +++
cerio y amonio

(++++) Maximo color y referencia del efecto

' Precipitado blanco o decoloracién de la solucién

? Coloracién azul-verdosa o negra-verdosa

? Coloracién amarillo palido a marrén verdosa

* Color azul y cambia a rojo con agua y retorna al color azul con NaOH al 10%
3 Cambio de coloracién de amarillo a rojo o café

OH OH
OH
HO OH

OH OH

Pirogalol Resorsinol Catecol

Figura 12. Estructuras quimicas de algunos compuestos fendlicos.

6.3.- Analisis quimico cuantitativo de fenoles totales

Una vez confirmado la presencia de compuestos de tipo fendlico, se determin6
leyendo la absorbancia en el espectrofotometro e interpolando los valores en la
curva patron, para cada uno de los residuos agroindustriales. En la figura 13 y
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tabla 6, se muestra los resultados que permiten cuantificar la presencia de
compuestos fendlicos. A la muestra de encino se le realizé una dilucién 1/10 a

registrando la mayor absorbancia.

Tabla 6.- Valores interpolados en la curva estandar de acido tanico
resultados de la determinacién de fenoles totales.

mL de solucion Absorbanciaa | Concentracion
estandar 725 nm mg/mL
Encino 0.578 56.5 +0.123
Paja 0.136 1.41 £ 0.034
Composta 0.059 0.67 *5.4x107
Café 0.599 5.86 + 0.077
0,7 -
0,6 - y = 0,1036x - 0,0069
2 _
05 - R?=0,998

Abs.

0 1 2 3 4 5 6

\ . Con. mg/mL
—o—Cuna patron @ Café *Encino < Composta APaja

Figura 13. Interpolacién de los valores obtenidos en la curva patrén de acido tanico
para cuantificar compuestos fendélicos presentes en los diferentes extractos de
subproductos agroindustriales.

La tabla 7, muestra los calculos del contenido de compuestos fenolicos totales
en cada uno de los extractos agroindustriales agregados a cada uno de los
medios de cultivo, el mayor contenido correspondié al encino.

Tabla 7 Contenido de compuestos fendlicos totales de cada uno de los
extractos de residuos agroindustriales en el medio de cultivo.

Dilucién Encino Café Composta Paja
(g/L) (g/L) (/L) (g/L)

1.0/10 0.565 0.058 0.006 0.014
2.5/10 1.412 0.146 0.017 0.035
5.0/10 2.825 0.293 0.033 0.070
7.5/10 4,237 0.439 0.050 0.105
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6.4.- Cinética de crecimiento micelial de las cepas de P. ostreatus,
A. bisporus y L. edodes

Con respecto a A. bisporus este mostré6 su mejor resultado con el extracto de
composta al 10%, con el tratamiento con café obtuvo su valor mas alto al 75%
de extracto. Con paja su valor maximo se observo al 75% de extracto. Con
encino el mejor dato se determino al 10%, sin embargo se observo un resultado
por debajo del grupo testigo, figura (14). El mejor resultado de A. bisporus se
obtuvo con el tratamiento de composta al 10%.

L. edodes, registr6 el valor mas alto con el tratamiento de composta al 10%,
con café, mostr6 su valor mas alto también al 10%, paja presento un
comportamiento similar entre los tratamientos al 25 y 50%, con el tratamiento
de encino no hubo efecto figura (15). El mejor resultado de L. edodes se

registro con el tratamiento de composta al 10%.

Finalmente, P. ostreatus mostré el mejor valor con el tratamiento de encino al
25% y con paja al 75%. Figura 16, asi mismo de manera similar se demostré
con el tratamiento de café y composta observando su maximo valor por debajo
de encino y paja y similar al testigo. El mejor resultado de P. ostreatus se

obtuvo con el tratamiento de encino al 25%.

0,8
0,7

06
05 F
0,4 j/ A //

03 - — .
0,2 I
0,1 * *
0 ‘ ‘ ‘
20 30 40

p(d?

0 10 50 60 70
Extracto %
—e— Testigo —=—A.b. Paja A.b. Composta A.b. Café —x—A.b. Encino

Figura 14. Velocidad especifica de crecimiento de A. bisporus con diferentes
concentraciones de extractos de café encino, composta y paja.
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0,9 -
08 -
0,7 -
0,6 -

0,5 ll//.\
0,4 -
0,3 4
0,2
0,1

0 T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70
Extracto %

p(d"

—e— Testigo —=—L.e. Café L.e. Paja L.e. Composta —x—L.e. Encino

Figura 15. Velocidad especifica de crecimiento de L. edodes con diferentes
concentraciones de extractos de café encino, composta y paja.

1,2
‘._A 1 4
Z
* 08
0,6
0,2
0 T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70
Extracto%
—e— Testigo —s=— P.0. Café P.o. Paja P.o. Composta —x— P.o. Encino

Figura 16.- Velocidad especifica de crecimiento de P. ostreatus con diferentes
concentraciones de extractos de café encino, composta y paja.

6.5.- Determinacion de biomasa

En la figura 18, se observa que P. ostreatus presentd el mayor contenido de
biomasa con el tratamiento a 25% de paja, aunque disminuyo. Con el
tratamiento de composta al 10% la mejor determinacién se observo a partir de
dia 10 al 12. Sin embargo para el café al 25% mostrd un incremento el mejor
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desarrollo para el dia 12; asi mismo para el 25% de encino aunque fue menor
que los tratamientos con paja, café y composta. Siendo paja y café los mejores
tratamientos.

0,09 -
0,08 -
0,07
0,06 -
0,05

P (g/cmz)

0,04
0,08 ~
0,02 -

0,01

X X X X X
0,00 T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12
t (dias)
—>—P.o. Café 25% —&—P.o. Paja25% 4 P.o. Composta 10% —X— P.o. Encino 25%

Figura 18. Curva de contenido de biomasa de P. ostreatus en los diferentes
tratamientos

Con L. edodes el mejor resultado lo registré con extracto de café al 25%,
seguido de encino al 10% al dia 12. Tanto composta como para paja en el dia 6
de su crecimiento se les determiné el mayor contenido de biomasa formada,
para luego disminuir. EI mejor tratamiento fue para café con 25%. Figura 19

0,008 +
0,007 +
0,006 +

0,005 -

plgicm?)

0,004 -
0,003 -
0,002

0,001

0,000 \ \ \ \

0 2 4 6 8 10 12
t(dias)

A L.e. Composta 10% —e— L.e. Paja 25%% —— L.e. Café 25% X L.e. Encino 10%

Figura 19. Curva del contenido de biomasa de L. edodes en los diferentes
tratamientos.
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En la figura 20. Se presenta el resultado obtenido de A. bisporus, obteniendo
Siendo el tratamiento de paja al 25% el de mejor resultado del 2° al 12° dia, con
café el mejor resultado se dio en el 2° dia de su crecimiento con el 25% del
tratamiento, el mejor contenido de biomasa con los tratamientos de composta y
encino se registro con 10% de extracto en el 2° dia de crecimiento; tuvieron un
comportamiento similar pero por debajo de los resultados de paja al 25%.

0,007 ~

0,006 -

0,005

plgicm™)

0,004 -

0,003

0,002

0,001 ~

T T S S—

0

X
A
A
2

0
—o— A.b. Café 25% —m— Ab. Paja25% A Ab.Composta 10% —x— A.b. Encino 10%

12
t (dias)

Figura 20. Curva del contenido de biomasa de A. bisporus en los diferentes
tratamientos.

6.6.- Determinacion de la actividad enzimatica

Para A. bisporus Figura 21, con el tratamiento de paja al 50% se observo la
mayor actividad enzimatica en el segundo dia y a partir del sexto dia se
comporto similar a los otros tres extractos, sin embargo, con los tratamientos
de encino al 10% y composta al 25% su mejor determinacion se registro en el
octavo dia y el mejor contenido de biomasa para el tratamiento con café se
realizo al 50% de extracto en el dia 10. Siendo la mejor actividad la del

tratamiento de paja al 50%.
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—o—Ab. Café 50% —&— A.b.Paja50% a A.b.Composta25% —x— A.b. Encino 10%
Figura 21. Actividad enzimatica especifica de A. bisporus, expresada como pmoles de

enzima/mg de proteina de con diferentes concentraciones de extractos
agroindustriales.

El mejor resultado en los tratamientos para L. edodes correspondié al de paja
25% en el dia 6. Asi mismo sucede para encino al mismo dia con el tratamiento

al 10% y para café se observa un mayor incremento en el decimo dia, figura
22,

0,0012 -
0,001 -

0,0008 -

umol E/ug P

0,0006 -
0,0004

0,0002 <

S

0 2 4 6 8

0 12
t (dias)
——L.e.Café 10% —®—L.e.Paja25% A L.e. Composta25% % L.e.Encino 10%

Figura 22. Actividad enzimatica especifica de L. edodes, expresada como pmoles de
enzima/mg de proteina de con diferentes concentraciones de extractos
agroindustriales.

54



Resultados

En la figura 23. Para P. ostreatus, los mejores resultados obtenidos en los
diferentes tratamientos, el mejor comportamiento se produjo con paja al 25% vy
composta al 10% manteniendo su actividad casi constante durante todo el
desarrollo. Café y encino al 25% de extracto respectivamente mostraron una
actividad ascendente y casi constante a través de su desarrollo, pero por
debajo de paja y composta.

0,025 -
A A
o 0702 | /.\.//:\ u/.
o] A
=
i ; ]
g 0,015 - X X
3
__—X
0,01 - 2
0,005 |
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0 12
t (dias)
—o—P.o. Café 25% —m—P.0.Paja25% a P.o.Composta 10% —x— P.o. Encino 25%

Figura 23. Actividad enzimatica especifica de P. ostreatus, expresada como pmoles
de enzima/mg de proteina de con diferentes concentraciones de extractos
agroindustriales.

6.7.- Rendimiento enzimatico respecto a la biomasa

Una vez determinada la biomasa y la actividad especifica de crecimiento, para
obtener un resultado representativo y con un minimo de error se determiné el
rendimiento enzimatico respecto a la biomasa producida respecto al tiempo de
crecimiento (Ygx/t). Esta caracteristica fue calculado determinando la pendiente
de las curvas correspondientes (enzima/ biomasa/tiempo) y se comparo6 contra
el porcentaje de extracto utilizado. Asi, el comportamiento de cada uno de los
hongos con cada extracto, registré una diferencia entre la relacion de la
actividad enzimatica con respecto a la biomasa en el transcurso del periodo de

crecimiento micelial in vitro.

55



Resultados

Para A. bisporus figura 24, denota su punto maximo de rendimiento de
actividad enzimatica en la concentracién de 50% de los extractos de café y
paja, siendo este ultimo el que presenta un incremento casi constante de 10 a
50% de extracto y decae a mayor concentracion con ambos extractos. Sin
embargo también denota una actividad media en 10% de los extractos tanto de
café como de composta y encino.

40 -

35 -
ERER
>
25 -
20 -
15 |
10 |
5 4
0 ; ; ; ; X ‘ —X
0 10 20 30 40 50 60 70
Extracto (%)
—o—A.b. Café —a— Ab. Paja A A.b. Encino x— A.b. Composta

Figura 24. Interrelacion de la pendiente de actividad enzimética con la biomasa de A.
bisporus en cada uno de los tratamientos

Para L. edodes figura 25, se observa que el mejor resultado en el rendimiento
de actividad enzimatica en funcién de la biomasa y tiempo se obtuvo en la

concentracion al 10 y 25% con extracto de café.

Yexit

05 A — 2
X
0,09 : B — : X : —X
0 10 20 30 40 50 60 70
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——L.e.Café —m—L.e.Paja a L.e.Encino —x-L.e.Composta

Figura 25. Interrelacion de la pendiente de actividad enzimatica con la biomasa de L.
edodes en cada uno de los tratamientos.
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El comportamiento de P. ostreatus figura 26, obtuvo su mejor comportamiento
con una concentracion al 25% de extracto de paja, Y con el tratamiento de café
al 10% aunque con ambos a mayor concentracién la curva decae. Para los

extractos de encino y composta, se registro un rendimiento muy bajo.

Yex/it

0,0 K ~—— ‘ X ‘ X
0 10 20 30 40 50 60 70

) ) Extracto (%)
——P.0.Café -®-P.o.Paja 2 P.o.Composta -—x-P.o.Encino

Figurara 26. Interrelacién de la pendiente de actividad enzimatica con la biomasa de
P. ostreatus en cada uno de los tratamientos.
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7. Discusion

Se ha establecido que compuestos sintéticos como ABTS vy siringaldazina
acido tanico, acido ferulico 2-naftol alcohol veratrilico guaiacol entre otros
compuestos fenolicos son sustratos en la produccion de lacasas y por tanto son
inductores sintéticos porque aumentan la actividad enzimatica de algunos
hongos basidiomicetos en los medios de cultivo Das, y col., (1997).

En los resultados obtenidos en el analisis quimico proximal, se denoté una
mayor cantidad en el contenido de N y proteinas en el residuo de composta
debido quizas al contenido de aditivos agregados en el proceso de
fermentacion. Sin embargo el café también presenta un valor similar pero
debido a su contenido natural de compuestos nitrogenados. El valor mas bajo
de N y proteinas lo mostr6 el encino, pero a su ves presenta el mayor
contenido de carbohidratos. Los resultados obtenidos en el andlisis quimico
cualitativo con los extractos de composta, paja, café y encino, mostraron la
presencia de compuestos fendlicos. Asi mismo en la determinacion cuantitativa
dichos compuestos fueron determinados en mayor cantidad en encino y café.
Partiendo de estos resultados se establecid, que dichos extractos mejoraran el
efecto inductivo sobre la produccion de lacasas como lo menciona (Das, y col,
1997; Koroljova-Skorobogart’ko y col, 1998). Y por tanto mostrar un incremento
en la cinética de crecimiento, produccion de la masa micelial y actividad
enzimatica de P. ostreatus, L. edodes y A. bisporus. Como se muestra en
algunas investigaciones realizadas, principalmente con A. bisporus crecido en
una variedad de sustratos principalmente lignocelulosicos se evidencio la
produccion de enzimas como Mn-peroxidasa y lacasa. A través del crecimiento
micelial de A. bisporus en composta de paja de trigo que produce gran cantidad
extraceluar de fenol oxidasas (lacasa, tyrosinasa y peroxidasa) como enzimas
ligninoliticas (Trejo—Hernandez M. R, 2001).

En la medicion de la cinética de crecimiento los resultados que se observaron
mostraron los mejores crecimientos para cada uno de los hongos en presencia
de diferentes concentraciones de extractos agroindustriales. De los datos
obtenidos, con A. bisporus, se obtuvo la cinética de crecimiento mas eficiente
con extracto de café al 75%, también con el de composta y paja al 10 y 75%

respectivamente. Con encino los resultados en cada uno de los tratamientos
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estuvieron por debajo del grupo testigo. Con esta observacion se argumenta
que el contenido de compuestos fendlicos presentes en el extracto de café al
75%, composta al 10% y paja al 75% favorecieron la cinética de crecimiento
para A. bisporus, y por tanto el comportamiento con el tratamiento de encino
fue inhibitorio.

L. edodes mostr6 su mejor cinética con extracto de composta al 10%
favoreciéndose por el contenido de compuestos presentes en el tratamiento, el
resultado con encino registr6 un comportamiento similar al testigo. Lo cual
indica que también en este caso se inhibe el desarrollo del hongo.

P. ostreatus registr6 un comportamiento contrario a los anteriores, su mejor
resultado se presento con extracto de encino al 25%, con lo cual quiere decir
que la presencia del tipo de fenoles del café no le favorecieron en la cinética a
este hongo y por tanto este influyendo otro factor que al momento se
desconoce.

La biomasa producida en cada uno de los hongos presento una variacién con
respecto al comportamiento de la cinética de crecimiento, sin guardar una
relacion con los mejores resultados de cinética.

Para P. ostreatus el mejor desempefio se determino con los extractos de café y
paja al 25% respectivamente, Obteniéndose valores mas bajos para los otros
tratamientos con encino y composta. Lo cual llama la atenciéon porque el
contenido de fenoles en cada tratamiento es diferente, en este caso el extracto
de café presenta mas cantidad de fenoles que paja.

L. edodes, present6 la mejor produccién de biomasa con extracto de café al
25% y también con encino al 10%. En este caso se puede observar que ambos
tratamientos contienen el valor mas alto de fenoles y por lo tanto decir que la
presencia de dichos compuestos incluidos en el medio de cultivo favorece la
produccion de biomasa para este hongo.

Para A. bisporus, su mejor registro en la produccion de biomasa fue con
extracto de paja al 25%, y con una marcada diferencia al resultado obtenido
con los otros tres extractos. Por lo tanto se argumenta en este caso que con
poco contenido de fenoles como lo registrd la paja, puede influir para inducir
una mayor cantidad de biomasa.

La actividad enzimatica, para A. bisporus, denoto su mejor determinacién con

paja al 50% en el segundo dia. Y a partir del 4% al 12° dia se comporto de
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manera similar al desarrollo registrado con los otros tres extractos a partir del
6° dia. La observacion es que el aumento de biomasa se ve favorecido con el
tratamiento de paja pero al 25%. Por lo tanto se necesito el una cantidad mayor
para obtener una actividad también alta.

Para L. edodes su mejor comportamiento lo presento con el extracto de paja al
25% y con encino al 10% indicandose mejor al 6° dia de desarrollo, por debajo
de paja pero mayor que con café al 10% y composta al 25% que mostré un
desarrollo casi lineal por debajo de todos los extractos. Aun asi el mejor en este
caso es encino, aunque decay6 en su actividad; se recuper6 del 8° al 12° dia
en su desarrollo.

P. ostreatus su mejor actividad se observé con paja al 25% y composta al 10%
manteniéndose casi constante su actividad en todo su desarrollo; El
comportamiento con café y encino al 25% respectivamente mostré una similitud
en su comportamiento grafico pero por debajo de paja y composta. Siendo los
extractos de paja y composta con los que mejor desempefo se registro.

En la determinacion del rendimiento enzimatico con respecto a la biomasa
producida durante el tiempo de crecimiento, A. bisporus, denoto una actividad
mayor en la concentracion de 50% de los extractos de paja y café, guardando
cierta relacién con la actividad enzimatica con café al 50% y marcando una
amplia diferencia con composta y encino.

Para L. edodes, Se observd que el rendimiento de actividad enzimatica se
obtuvieron en la concentracién al 10 y 25% con extracto de café, guardando
una relacién respecto a biomasa obtenida con este tratamiento. con una
marcada diferencia sobre los resultados que presenta también los extractos de
paja, encino y composta respectivamente.

P. ostreatus su mayor rendimiento fue con el extracto de paja al 25%,
manteniendo una relacién con la actividad registrada con paja al 25%. Con lo
que se puede interpretar que con poca cantidad de fenoles se obtuvo buen
rendimiento de enzima y biomasa. Para café, encino y composta con respecto
a paja se nota una diferencia en su determinacion, denotan valores cercanos a

la linea base.
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8. Conclusiones

Las mezclas realizadas de los medios de cultivo con cada uno de los
tratamiento realizados para P. ostratus, L. edodes y A. bisporus, presentaron
un papel importante por la presencia de compuestos fendlicos determinados a
cada extracto. Considerando que el “Onico agente extrano” presente en la
mezcla de los medios de cultivo para los hongos, fueron las diferentes
concentraciones de extracto acuoso de los residuos mencionados en cada
tratamiento. Por lo cual se concluye que los fenoles si influyen en los resultados
obtenidos tanto en la determinacién de la cinética como biomasa y actividad
enzimatica, observando que dichos resultados en la mayoria de las
determinaciones en el comportamiento de los tres hongos fueron mejores que
el testigo. Sin embargo se observo también inhibicion como se demuestra en la
medicién de la velocidad especifica de crecimiento en A. bisporus con el
tratamiento de encino. Se concluye también que para A. bisporus, L. edode y P.
ostreatus, la produccién de enzimas en algunos casos “no” va ligada al
crecimiento aunque se observe un efecto inductivo enzimatico. Sin embargo en
P. ostreatus si se observo que la produccién de enzimas va ligada al
crecimiento y por lo tanto hay un efecto inductivo en presencia de fenoles.
Segun los resultados obtenidos, los extractos que pueden tener una aplicacién
a mayor escala en el cultivo de hongos son los de paja, en primera instancia,
por que presento mayor actividad enzimatica, con un contenido moderado de
fenoles que los extractos de café y composta, Sin embargo, para que esto
suceda o pueda aplicarse se requiere de estudios complementarios mas
profundos.

El extracto menos recomendable para el cultivo de P. ostreatus, L. edodes y A.
bisporus, es el de encino, a pesar de tener los valores mas altos de fenoles,
registro los resultados experimentales mas bajos en términos generales, al ser
agregado a los medios de cultivo para determinar tanto cinética de crecimiento
como produccion de biomasa y actividad enzimatica. Por lo que es posible la
disminucién de biomasa y menor actividad se deba al mayor contenido y la
variedad de compuestos fendlicos presentes en el extracto de encino. Aunque
en cinética se haya registrado un valor maximo no quiere decir que registre alta

formacién de biomasa micelial.
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Conclusiones

Este proyecto se desarroll6 como una alternativa mas de reciclar los residuos
agroindustriales, con el fin de contribuir a minimizar en parte la contaminacién y
desperdicio de estos desechos organicos en el medio ambiente; ya que los
procesos de biodegradacién natural, no funcionan a la misma velocidad con
que son generados, estos se acumulan llegando inclusive a convertirse en un

peligro para el equilibrio ecolégico.
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