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ABSTRACT

The edible mushroom Pleurotus ostreatus has the capacity to produce enzymatic complexes that
degrade cellulose, lignocellulose and starch. These enzymes can be applied in several processes
within the food, textile and paper industries as well as in the production of biofuels. The cultivation
of these mushrooms can be transformed into an ecological bioconversion process by taking
advantage of agro-industrial waste as a substrate; thus, contributing to the environmental balance
and in turn, conferring them an added value. The aim of the present study was to evaluate the effect
of several substrates on the enzymatic kinetics of the mushroom P. ostreatus during its growing
period. For this purpose, wheat straw combined with yucca (Yucca filifera), maguey (Agave
salmiana) or corn cob (Zea mays) at different proportions (20, 30 and 40%) was used as a substrate
for mushroom growth. Amylase, cellulase and xylanase production was measured every 7 days for
35 days. The highest amylase and xylanase activities were obtained in the substrate composed by
50% wheat straw and 50% yucca at 7 and 14 days of mushroom development, respectively. Highest
cellulase activity was reached in the substrate with a maguey content of 50%. Mushrooms
cultivated in substrates containing corn cob showed the lowest enzymatic yields, however, in the
case of amylase production there was no significant statistical difference (p > 0.05) with the
maximum yield obtained in the substrates containing yucca and maguey. It was found that the
enzymatic behavior during the growth period of P. ostreatus is closely related to the composition
of the substrates in which it is grown, that is, to its content and availability of starch, cellulose,
hemicellulose and lignin. The results obtained in enzyme production kinetics provide an insight of
the dynamics of extracellular enzyme formation during the degradation of agro-industrial residues
used for the growth of P. ostreatus and allow to establish protocols for the production of hydrolytic

enzymes.
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RESUMEN
El hongo comestible Pleurotus ostreatus tiene la capacidad de producir complejos enzimaticos que

degradan la celulosa, lignocelulosa y almidon, estas enzimas son aplicadas en numerosos procesos
dentro de la industria alimenticia, textil, del papel y en la elaboracién de biocombustibles. El cultivo
de estos hongos puede transformarse en un proceso de bioconversion ecoldgica al aprovechar
residuos agroindustriales como sustrato, ademas, la revalorizacion de estos desechos, puede
disminuir su impacto al medio ambiente. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de
diferentes sustratos sobre la cinética enzimatica del hongo P. ostreatus durante su periodo de
cultivo. Para ello se utilizo paja de trigo combinada con yucca (Yucca filifera), maguey (Agave
salmiana) u olote de maiz (Zea mays) a diferentes concentraciones (20, 30 y 40%). La produccion
enzimatica de amilasa, celulasa y xilanasa fue medida cada 7 dias durante 35 dias. La mayor
actividad amilasa y xilanasa se obtuvieron en sustratos compuestos por 50% paja de trigo y 50%
yucca, a los 7 'y 14 dias del desarrollo del hongo, respectivamente. La mayor actividad celulasa fue
alcanzada en el sustrato con un contenido de maguey del 50%. Los hongos cultivados utilizando
sustratos que contenian olote presentaron los menores rendimientos enzimaticos, sin embargo, en
el caso de la amilasa no hubo diferencia estadistica significativa (p > 0.05) con el rendimiento
maximo obtenido en los sustratos que contenian yucca y maguey. Los resultados muestran que el
comportamiento enzimatico durante el periodo de crecimiento de P. ostreatus esta estrechamente
relacionado con la composicion de los sustratos en los que es cultivado, lo que se debe al contenido
y disponibilidad de almidén, celulosa, hemicelulosa y lignina. Esto demuestra la dinamica de

formacion de enzimas extracelulares durante la degradacion de residuos agroindustriales utilizados
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para el crecimiento de P. ostreatus y permite establecer protocolos para la produccion de enzimas

hidroliticas.

Palabras clave: bioconversion, enzimas, hongos comestibles, Pleurotus ostreatus, residuos

agroindustriales.

10



Enzimas de Pleurotus ostreatus

1. INTRODUCCION

Pleurotus ostreatus es el segundo hongo comestible con mayor produccion a nivel mundial debido
a su gran versatilidad y adaptabilidad a un rango amplio de temperaturas y a su resistencia a plagas
y enfermedades; es un hongo apto para la alimentacién humana, y posee un gran valor nutricional
al tener un alto contenido de proteinas (entre 16.47 y 36.96% del peso seco) de alto valor bioldgico,
ya que contiene todos los aminoacidos esenciales, y una gran cantidad de fibra dietética (entre 24.4
y 46.6% del peso seco) [1], constituida principalmente de B-glucanos ramificados, los cuales han
demostrado tener actividad antiproliferativa, antiinflamatoria e inmunomoduladora [2], es rico en
vitaminas del complejo B, vitamina D, y minerales como hierro, zinc, cobre y selenio [3] ademas
de poseer una gran cantidad de compuestos bioactivos y antioxidantes, tales como polifenoles
(5.5¢/100 g), p-caroteno (3.1mg/100g), acido ascorbico (25 mg/100g) y a-tocolerol (30.3mg/100g)
[4]. Ademaés, puede crecer sobre una amplia variedad de sustratos ricos en lignocelulosa ya que

posee complejos enzimaticos capaces de degradarla en moléculas mas simples [5].

Diversos materiales lignoceluldsicos han sido usados como sustrato para el crecimiento de
microorganismos por medio de fermentacion en estado sélido (FES), el cual es un método de
cultivo llevado a cabo sobre un material no soluble que actia como un soporte fisico y como una
fuente de nutrientes [5]. Los hongos tienen la capacidad de desarrollarse perfectamente sobre
sustratos solidos por medio de un sistema de crecimiento en hifas, lo cual permite una buena
tolerancia a bajas actividades de agua (aw), y a condiciones de baja presion osmotica. Las hifas
también les confieren una mayor eficiencia para colonizar el soporte solido y un mejor

aprovechamiento de los nutrientes disponibles [6].

11
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El cultivo de hongos comestibles es un sistema de bioconversion ecoldgica, al utilizar desechos
agroindustriales que son producidos en grandes cantidades y generalmente poco utilizados [7]. La
paja de cereales es un subproducto fibroso altamente disponible, aunque su utilizacion en
alimentacion animal esta limitada por su bajo valor nutritivo, ya que gran parte de sus componentes
se encuentran asociados a la pared celular. Como media, contiene un 72% de fibra dietética
distribuida en un 38% de celulosa, un 25% de hemicelulosa, un 8% de lignina 'y un 0,2 % de cutina.
Las dos primeras son potencialmente fermentables por la microbiota digestiva, pero su degradacién
se ve limitada por la estructura cristalina de la celulosa y por la existencia de enlaces covalentes
con la lignina [8], sin embargo, al ser fermentada por hongos lignoceluliticos es posible lograr una
mayor digestibilidad de estos compuestos. La yucca es una palma que se encuentra en el desierto,
perteneciente a la familia de las agavaceas [9]. Por su morfologia tiene un alto contenido de
materiales fibrosos (85 g - kg) que podrian representar una fuente de sustrato el crecimiento de
P. ostreatus [10]. Por otra parte, el maguey es una planta originaria de México, la produccién
nacional se encuentra por encima de 1.8 millones de toneladas y es utilizado principalmente para
la elaboracién de bebidas destiladas, lo cual genera una gran cantidad de residuos sélidos como
pencas de desvirado y bagazo, su disposicidon final es al aire libre, representando un grave problema
ambiental [11], [12]. México es también uno de los principales productores de maiz a escala global,
en 2017 se alcanzd una produccion nacional de 27.8 millones de toneladas, posicionandose como
el octavo pais con mayor produccion en ese afio [13]. El olote es un subproducto agricola que se
genera en grandes cantidades en el proceso de separacion del grano de la mazorca y se estima que
por cada tonelada de maiz se obtienen 170 kg de olote. Este residuo es rico en hemicelulosas, lo
cual lo convierte en un sustrato sumamente atractivo para la produccion de enzimas celuloliticas
[14]. Los hongos, al ser cultivados sobre este tipo de residuos, contribuyen a su manejo mediante

un proceso de reciclaje organico sencillo y econdmico. Posterior a la cosecha del hongo, el residuo
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presenta mejoras que podrian ser aprovechadas en la alimentacion animal [15]. también puede ser
utilizado en la biorremediacion de suelos, al tener la capacidad de eliminar contaminantes como
hidrocarburos, metales pesados, asi como algunos compuestos quimicos contenidos en los
pesticidas [16]-[18].

Los hongos son una buena fuente de produccion de enzimas al degradar materia organica para su
nutricion, debido a que utilizan principalmente lignina, celulosa y azucares que se encuentran
disponibles en los sustratos [19]. Las enzimas son proteinas especializadas capaces de acelerar la
velocidad de una reaccidn quimica, promoviendo asi la transformacion de diferentes moléculas en
productos especificos [20]. Las celulasas y xilanasas son enzimas hidroliticas que participan en el
rompimiento de los enlaces glicosidicos B-1,4 presentes en los polisacaridos de la celulosa y
hemicelulosa, respectivamente [21]. Por su parte, las amilasas hidrolizan los enlaces glucosidicos
en el almiddn para convertirla en glucosa, maltosa, maltotriosa y dextrina [22]. Cualquier proceso
que pueda convertir material celulésico en glucosa de manera eficiente y econdmica tendria gran
impacto a nivel industrial. Las enzimas hidroliticas son aplicadas en numerosos procesos dentro de
la industria alimenticia, por ejemplo: en la clarificacion de jugos y en la mejora de las propiedades
reoldgicas de diversos alimentos [23], [24]. También son aplicadas en la industria textil y del papel
como bio-decolorantes [25], [26] y en la industria biotecnoldgica son empleadas para la elaboracion
de biocombustibles [27], [28].

En el presente estudio se evalud el efecto de la diversos sustratos subproductos de la industria
alimenticia en la cinética de produccién de las enzimas hidroliticas (celulasa, xilanasa y amilasa)
por fermentacién en estado solido del hongo P. ostreatus, con el fin de promover los procesos de
bioconversion ecoldgica al aprovechar residuos agricolas y al mismo tiempo generar un alimento

de alto valor nutritivo y enzimas de interés industrial.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de los diversos sustratos obtenidos de residuos de plantas de zonas semiaridas del
estado de Coahuila y subproductos de la industria alimenticia como Olote de maiz, Yucca filifera,
pencas de maguey Yy paja de trigo en la produccion de las enzimas hidroliticas (celulasa, xilanasa y

amilasa) por fermentacion en estado solido del hongo P. ostreatus.

2.2 Objetivos especificos

Establecer las condiciones optimas del cultivo en el laboratorio para la produccién del

hongo Pleurotus ostreatus.

e Determinar la cinética de la produccion de enzimas celuloliticas en diferentes
concentraciones de sustratos.

e Determinar la actividad enzimatica de los extractos obtenidos de la fermentacion.

e Seleccionar los extractos con mayor actividad enzimatica.

14
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3. JUSTIFICACION
El principal motivo de realizar este proyecto es determinar cual es el sustrato 6ptimo para
obtener mayor capacidad para producir las enzimas ligninoliticas en cuatro materiales
diferentes fibra de maguey (Agave Salmiana), Yucca (Yucca Filifera) olote de maiz (Zea Maiz)
y paja de trigo, estos materiales se mostraron adecuados para favorecer la produccion de
enzimas ligninoliticas y para ser empleados como soportes en la inoculacion de hongos sobre

suelos contaminados.

Se realiz0 este trabajo utilizando sustratos del desierto como maguey (Agave Salmiana), Yucca
(Yucca Filifera) para ver qué tan efectivos son y tener un conocimiento de que sustratos a
utilizar para tener un mejor rendimiento en la obtencién de enzimas ligninoliticas, ya que son
catalizadores, porque cada reaccién quimica necesita una enzima para que se realice, es decir,
todo lo que se transforma lo hace gracias a una enzima.

Teniendo en cuenta lo anterior, esta propuesta plantea la evaluacion de la actividad enzimatica
producida mediante el cultivo Pleurotus ostreatus sobre sustratos maguey (Agave Salmiana),

yucca (Yucca Salmiana), olote de maiz (Zea Maiz) y paja de trigo).
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4. ANTECEDENTES

4.1

4.2

Pleurotus

El género Pleurotus esta constituido por diversas especies comestibles que son cultivadas
experimental y comercialmente en diferentes regiones del mundo. La definicién taxonémica
de las especies y la validez de los nombres asignados es un tema muy discutido, que se ha
abordado morfoldgica, genética y molecularmente, sin que se hayan logrado ain conclusiones
completamente consensuadas. De las aproximadamente 50 especies validas taxondmicamente
para el género, al menos 12 han sido cultivadas, entre las que P. ostreatus, P. pulmonarius, P.
eryngii y P. djamor son las de mayor importancia comercial. Las especies de Pleurotus
presentan un patron genético heterotalico tetrapolar, con alelos mdltiples, que permiten gran
variabilidad fenotipica y genotipica entre las poblaciones de diferentes regiones geogréaficas,
por lo que el uso de diversos métodos de apareamiento, tanto genéticos, bioquimicos y
moleculares, han impulsado la obtencion de nuevas cepas con caracteristicas de interés
biotecnoldgico, asi como la experimentacion de diversas técnicas de conservacion para lograr
un adecuado mantenimiento del material genético in situ.[49]

Plantas de las regiones semiaridas

El suelo de zonas aridas y semiaridas es tipicamente bajo en materia organica por la escasa
cubierta vegetal y limitada productividad. El escaso nitrégeno contenido en la materia
organica de zonas aridas y semidridas se transforma a compuestos inorganicos via los procesos
de mineralizacion, que lo vuelven disponible para las plantas, por lo que se reconoce al
nitrbgeno como limitante para la productividad de las plantas en esos ecosistemas. La
transformacion de nitrogeno ocurre por la descomposicion y mineralizacion llevada a cabo
por los microorganismos del suelo, sin embargo en los ambientes aridos, no tienen siempre

condiciones ideales para su actividad en cuanto a temperatura y humedad. No es facil conocer
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la disponibilidad real de nitrégeno por las dificultades que ocurren con los diferentes métodos
para medir la mineralizacion, como son perturbar el suelo, eliminar raices, limitar la aireacion
y el flujo del agua. [50]

Maguey

Agave salmiana (maguey pulquero) es una especie abundante que se cultiva en el centro de
México y produce una inflorescencia que genera muchos recursos, los cuales son
aprovechados por diversos grupos biolégicos. En ambientes naturales, forma su inflorescencia
después de 10 afios de crecimiento basal. El escapo puede medir de 6 a 8 metros de altura y
puede tener de 15 a 25 paniculas, cada una conumbelas que tienen aproximadamente 150
flores. Cada flor produce una cantidad de néctar elevada (en promedio 101.6 pul de néctar cada
2 horas las 24 horas del dia) que varia de acuerdo a la hora y la etapa fenoldgica en la que se
encuentre [51]

Olote

El olote del maiz (Zea mays) se encuentra entre las fuentes de recursos no maderables con un
alto contenido de xilanas, por lo que ha sido considerado de interés como fuente alternativa
de diferentes compuestos quimicos de interés comercial o industrial, entre otras fuentes de
biomasa. El olote es un residuo o subproducto agricola que se genera en grandes cantidades
en el proceso de separacion del grano de la mazorca y se estima que por cada tonelada de maiz
se obtienen 170 kg de olote. Entre los usos del olote que han sido reportados en la literatura
se encuentran la aplicacion como forraje para rumiantes, soporte para disminuir la erosion en
la tierra y también como sustratos para la produccion de la enzima xilanasa. Sin embargo, hay
pocos reportes en la literatura sobre su potencial para la obtencion de compuestos organicos u

otros productos de uso industrial. [52]

17



Enzimas de Pleurotus ostreatus

4.5 Yucca filifera

Yucca filifera es una especie representativa de la flora de las zonas aridas de México se utiliza
como planta de ornato y para reforestar algunas avenidas. En algunas zonas, la planta se usa
para construir corrales en pequefios poblados o como cercos vivos en las zonas aridas.
Destilando los tallos tiernos se obtiene alcohol. También se usa como lefia para uso doméstico
y alimento para ganado, conejos y aves; el fruto se ha probado como alimento para conejo de
laraza Nueva Zelanda, combinando en 50% de alimento balanceado comercial y 50% de fruto.
También se obtienen productos que se usan como materia prima en la industria farmacéutica
para la fabricacion de hormonas, donde destaca por su cantidad de zarzapogenina empleada
para elaboracion de anticonceptivos. Las hojas son materia prima para la obtencion de fibras
de buena calidad en la industria textil. Son muchos los factores que inciden en la produccion
de yuca como en cualquier otro cultivo, pero entre ellos destacan las enfermedades como uno
de los actores que mas la limitan, asi como las de tipo cuarentenario a otro pais o region que
limitan el comercio internacional.

La yuca puede ser atacada por mas de 30 agentes bacterianos, fungosos, virales y fitoplasmas.
Las enfermedades pueden ocasionar pérdidas en el establecimiento del cultivo, disminuir el
vigor de las plantas, reducir su capacidad fotosintética o causar pudriciones de la raiz, ya sea
anterior o posterior a la cosecha. Algunos patégenos atacan sélo el tallo, que es el material y

propagacion. [53]
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4.6 Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus es el segundo hongo comestible mas cultivado en todo el mundo después
del Agaricus bisporus. Tiene valores economicos y ecologicos y propiedades medicinales. El
cultivo de hongos ha avanzado hacia la diversificacion con la produccion de otros hongos. Los
hongos comestibles pueden colonizar y degradar una gran variedad de sustratos
lignocelulosicos y otros desechos que se producen principalmente a través de las actividades
de las industrias agricola, forestal y de procesamiento de alimentos. El cultivo de hongos ostra
convierte un alto porcentaje del sustrato en cuerpos fructiferos, aumentando la rentabilidad. P.
ostreatus exige pocos controles ambientales, y sus cuerpos fructiferos no suelen ser atacados
por enfermedades y plagas, y pueden cultivarse de forma sencilla y econdmica. Todo esto hace
que el cultivo de P. ostreatus sea una excelente alternativa para la produccion de hongos en
comparacion con otros hongos. [54]
4.7 Fermentacion solida
La fermentacion en medio solido es una tecnologia que tuvo sus origenes como un arte
ancestral. Originalmente, estos procesos fueron aquellos en los que hongos filamentosos
invadian ciertos materiales sélidos que luego eran consumidos por las personas, por ejemplo el
Koji y el Tempeh que son alimentos tradicionales asiaticos, los quesos camembert y roquefort
en Europa. La caracteristica esencial de la fermentacion solida es el crecimiento del
microorganismo sobre un sustrato insoluble sin una fase libre, variando el nivel de humedad

del 30 a 80%. [55]
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Enzimas

Las enzimas son proteinas que cuentan con un sitio catalitico en su estructura, lo cual les
confiere actividad enzimética atribuida a su capacidad de disminuir la energia de activacion
en una reaccion. Esta accion enzimética ocurre por la formacion por el complejo enzima-
sustrato. Una caracteristica propia de las enzimas en su especificidad, de la cual existen
diferentes grados desde la absoluta que son especificas para un solo sustrato o relativas las
cuales conocen un grupo diferencial como sustrato.

El sustrato es la sustancia sobre la cual actlan las enzimas y tienen mucha relacién con la
especificidad. Cuando las enzimas son multisustratos la especificidad es relativa hacia ellos,
como en el caso de las hidrogenasas algunas peroxidasas o kinasas. Algunas enzimas de la
misma fuente llevan a cabo la catélisis de las mismas reacciones a pesar de que sus estructuras
son diferentes, estas enzimas a estas enzimas se les denomina isoenzimas. Para unas enzimas
es necesario un componente adicional para llevar acabo la reaccién al cual se le denomina
coenzima, teniendo alguna de ellas la capacidad de regresar a su estado natural una vez

terminada la reaccion. [56]

Celulasas

La celulasa es una enzima hidrolasa que realiza la hidrdlisis de la celulosa en moléculas de
glucosa libre. La celulosa es un componente de la pared celular vegetal muy resistente a la
hidrolisis, y por tanto a la digestion. La celulosa esta formada por un polimero de unidades de
glucosa unidas mediante enlaces glucosidicos tipo -1,4. Las plantas contienen entre un 35y
un 50% de celulosa. La celulasa acttia rompiendo estos enlaces -1,4glicosidicos de la celulosa

transformandola en glucosa libre. La celulasa es una hidrolasa que puede degradar la celulosa
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de los alimentos vegetales mejorando el valor nutricional de los alimentos y permitiendo la
digestion de parte de la fibra presente en los alientos. Ingerir enzimas celulasas ayuda a romper
las paredes celulares de las plantas, esto permite obtener una mayor cantidad de energia, al
convertir la celulosa en unidades de glucosa. La glucosa es la principal fuente de energia para
el cuerpo humano, por lo tanto la celulasa nos ayuda a obtener mayor energia de las plantas.
Ademas, la glucosa que proporciona la celulosa se libera lentamente del cuerpo y nos permite

mantener unos niveles éptimos de glucemia durante mas tiempo. [57]

4.10 Xilanasa
Xilanasa es una enzima derivada de una fuente fungica. Esta enzima esta Gtil en la hidrolisis
de D-xilano y D-xilosa. Hemicelulosa, hecho de xilanos, es un componente principal de la
mayoria de las paredes celulares de las plantas. Xilanasa hidroliza este componente y es por
eso util para una variedad de aplicaciones, incluyendo la reduccion de la viscosidad de trigo,
cebada, mazorcas de maiz y otros tobas y alimentos dificiles de digerir. Xilanasa esta
disponible en un polvo granular o una preparaciéon de enzimas liquidas disefiado para una
variedad aplicaciones para la solubilizacién de fibras. Este producto tiene un gran rango de
pH actividad y no requiere cambio del pH a un pH acidico para actividad éptimo. Xilanasa

polvo es no-OMG, no peligroso, enzima de grado industrial y grado para alimento animal.[58]
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4.11 Amilasas
La amilasa es una enzima que degrada el almidon. También recibe los nombres de sacarasa y
ptialina. Fue la primera enzima identificada y aislada por Anselme Payen en 1833, quien la

bautizé con el nombre de diastasa.

En el cuerpo humano la amilasa se produce principalmente en las glandulas salivales,
glandulas paroétidas y en el pancreas, y presenta su actividad enzimatica maxima a pH 7.
También puede encontrarse en alimentos vegetales. La funcion de la amilasa es catalizar la
digestion de los hidratos de carbono, es decir, es una reaccién de hidrolisis para digerir el

almidon o el glucogeno, y formar azucares simples mas sencillos. [57]

4.12 Enzimas de Pleurotus ostreatus
Las enzimas ligninoliticas, tienen potencial aplicacién en la industria del papel,
principalmente en el proceso de des lignificacion durante el blanqueo, y en biorremediacién
de suelos y aguas contaminadas, porque la baja especificidad de estas enzimas les permite
oxidar, ademas de la lignina, una amplia variedad de compuestos organicos contaminantes
como tintes.
En la industria alimentaria, las enzimas (tanto libres como inmovilizadas) se utilizan para
recuperar subproductos, facilitar la fabricacion, mejorar el aroma y estabilizar la calidad de
los alimentos.
Las enzimas industriales méas utilizadas son carbohidrasas, proteasas, y lipasas, aunque
también se emplean oxidorreductasas e isomerasas. La mayoria de estas enzimas son de origen
microbiano y solo muy pocas proceden de animales o vegetales superiores.

Consumimos enzimas como la brémelia que provine de la pifia y te ayuda en la digestion.
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La importancia biotecnoldgica de la enzima lacasa radica en su habilidad para oxidar los
compuestos fenolicos y los relacionados con la lignina, como también degrada ciertos
contaminantes ambientales. La lacasa se ha utilizado como agente blanqueador en la pulpa de
madera y la industria de papel, en la desinfeccion con cloro y en la eliminacidn de compuestos
fenolicos de las aguas residuales. En lo referente al sector alimenticio esta enzima hace parte
indispensable de los analisis de fenoles en los jugos naturales; ademas tiene aplicaciones como
biosensor para la determinacion de los catecoles de los polifenoles en el té. La lacasa

inmovilizada se ha utilizado para eliminar fenoles del zumo de manzana y del vino. [56]
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5. METODOLOGIA

5.1 Preparacion de los sustratos, siembra del micelio y muestreo.

Los sustratos (paja de trigo, yucca, maguey y olote) fueron sometidos a un proceso de esterilizacion
a 120 °C durante 1 hora en una autoclave. Se colocaron 50 g de las diferentes mezclas de sustrato
(Tabla 1) en bolsas de polietileno, en seguida fueron mezcladas con 15 % (p/p) de semilla de sorgo,
la cual, fue previamente inoculada con micelio del hongo P. ostreatus, después las bolsas fueron
cerradas y perforadas para permitir la salida de los cuerpos fructiferos al crecer el hongo. Se
sembraron 7 bolsas para cada tratamiento y se tomaron tres muestras cada 7 dias, se establecieron
controles positivos para cada uno de los tratamientos (paja de trigo, yuca, maguey Y olote) en base
a un trabajo previo, desarrollado por el Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), donde se evalto la produccion de
enzimas hidroliticas (amilasas, celulasas y xilanasas) utilizando el hongo Pleorutus Ostreatus [29].
El proceso fue llevado a cabo durante 35 dias en un cuarto de cultivo a una temperatura de 23 — 25
°C y con una humedad relativa de 80 — 90 %. Se utilizd un disefio experimental de bloques al azar,

el cual se muestra en la Tabla 1. Se realizaron 3 repeticiones para cada tratamiento.

Tabla 1. Disefio de la matriz experimental utilizada para evaluar el efecto de los sustratos sobre la
produccion enzimatica

Tratamiento Paja de trigo Yucca Maguey Olote
Tl 70 % 30 % - -
T2 60 % 40 % - -
T3 50 % 50 % - -
T4 70 % - 30 % -
T5 60 % - 40 % -
T6 50 % - 50 % -
T7 70 % - - 30 %
T8 60 % - - 40 %
T9 50 % - - 50 %
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Obtencion del extracto enzimatico

Para la obtencion del extracto enzimatico se agregaron 50 ml de buffer de citratos (0.1 M) pH 5.5
(&cido citrico 0.1 M / citrato de sodio 0.1 M) a cada tratamiento (bolsa de polietileno inoculada),
estas fueron agitadas y su contenido fue filtrado con papel Whatman® No. 1 usando una bomba de
vacio. El filtrado fue recolectado y se mantuvo en congelacion hasta su uso. Es importante sefialar
que la actividad enzimatica inicial en las semillas de sorgo, (previamente inoculadas con micelio

de P. ostreatus) fue inactivada

5.2 Ensayos enzimaticos

5.2.1 Actividad amilasa

Para determinar la actividad amilasa se utiliz6 el método descrito por Miller (1959), el cual hace
uso del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) que permite detectar de manera colorimétrica los azlcares
reductores (equivalentes de glucosa) liberados durante la reaccion enzimatica [30]. Para esto se
mezclaron 10 de pl de extracto enzimatico crudo con 90 uL de almidén al 10 % (p/v) en agua
destilada, la solucion fue incubada a 50 °C durante 60 min, en seguida se adicionaron 100 puL de
DNS para detener la reaccion. La solucion se mantuvo en ebullicién durante 10 min, se colocé en
bafio de hielo por 5 min y se midid la absorbancia a 546 nm. La cantidad de azUcares reductores se
determind utilizando una curva de maltosa como estandar (0.0257x + 0.0489). Una unidad
enzimatica (UE) de amilasa se definié como la cantidad de enzima requerida para la liberacion de

1 umol de azucar reductor en equivalentes de maltosa por minuto se realizé en microplaca.
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5.2.2 Actividad celulasa

Para medir la actividad celulasa se siguio el método reportado por Bansal et al. (2012). Para lo cual
se mezclaron 10 pL de solucién del extracto enzimatico crudo con 90 pL de solucion de
carboximetilcelulasa (CMC) al 1 % (p/v) y se dej6 que la solucion reaccionara durante 60 min a
50 °C, en seguida se determino la cantidad de azucares reductores usando el ensayo de DNS a 546
nm y utilizando una curva de glucosa como estandar (0.0252x — 0.0554). Se expres6 una UE de
celulasa como la cantidad de enzima requerida para la liberacion de 1 umol de azucar reductor en

equivalentes de glucosa por minuto [31].

5.2.3 Actividad xilanasa

La actividad de la xilanasa se estimo siguiendo la metodologia reportada por Suvarna et al. (2009),
utilizando una suspension del 1 % (p/v) de xilano de madera de haya como sustrato. Se mezclaron
90 pL de xilano al 3 % con 10 pl de extracto enzimatico crudo se dejo reaccionar durante 30 min
a 40 °C. La cantidad de azucares reductores fue determinada utilizando el ensayo DNS a 546 nm
con una curva de D-xilosa como estandar (0.0224x + 0.0325). Se definié una UE como la cantidad

de enzima requerida para la produccion de 1 umol de D-xilosa por minuto [32].

5.3 Andlisis estadistico

Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado y los datos fueron expresados como el
promedio * la desviacion estandar. Se realizo un analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor,
y las medias fueron comparadas mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 5%

(p < 0.05), los datos fueron procesados utilizando el software Minitab®.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Determinacioén de la actividad amilasa

En la Figura 1 se presenta la cinética de actividad amilasa durante el desarrollo del hongo

P. ostreatus en las diferentes mezclas de sustrato de paja de trigo y yucca. El pico maximo de
actividad amilasa se detecto a los 7 dias del cultivo del hongo en los sustratos compuestos por 40
y 50% de yucca. Esto coincide con los resultados obtenidos por Ergun y Urek (2017), quienes
reportaron que la mayor actividad amilasa de hongos P. ostreatus cultivados utilizando cascaras de
papa generalmente se dio a los 7 dias [33]. Posteriormente, la actividad disminuy6 notablemente,
sin embargo, se present6 un ligero incremento en el dia 28 y posterior reduccion al dia 35. En un
estudio previo, se reportd que, la maxima actividad amilasa se produjo a los 14 dias de la cinética
de fermentacion, manteniéndose constante hasta los 21 dias [29]. Se ha reportado que en los
primeros dias de la cinética de fermentacion, los microorganismos fangicos desarrollan sistemas
enzimaticos rapidamente con el objetivo de degradar los azucares disponibles en el medio, sin
embargo, en seguida la actividad enzimatica comienza a decrecer debido a la presencia de otras
moléculas (como azucares reductores 0 aminoacidos) que inhiben la produccion enzimatica y
pueden retardar su crecimiento [6]. La mayor actividad enzimatica fue de 3896 UE - Ly se
presento en la mezcla con 50% de yucca, de acuerdo al ANOVA se obtuvo diferencia significativa
entre los tratamientos 1, 2 y 3 (p<0.05). La enzima amilasa ha sido clasificada como una enzima
inducible, ya que la presencia de almidon en los sustratos de fermentacion promueve su

actividad.[34].
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Figura 1. Cinética de actividad amilasa utilizando paja de trigo y yucca como soporte (media + desviacion estandar
representada por las barras de error; las medias dentro de la cinética del mismo tratamiento que no comparten una letra
son significativamente diferentes a p < 0.05).

En los sustratos compuestos por paja de trigo combinada con maguey (Figura 2) la mayor actividad
amilasa fue detectada a los 28 dias del cultivo del hongo, de acuerdo al ANOVA se obtuvo
diferencia significativa entre los tratamientos a los 28 dias (p<0.05). El hecho de que la mayor
produccién de amilasas se diera casi al final del periodo de cultivo del hongo puede deberse a que
los azucares solubles son los principales consumidos durante el desarrollo del micelio [35]. El
bagazo de maguey es un sustrato con una alta concentracion de azucares reductores (5559.2 mg -
L) [36], cuando disminuye la concentracion de azucares en el medio, aumenta la produccion de
otras enzimas hidroliticas. La mayor actividad alcanzada fue de 3889 UE - L en el sustrato
compuesto de paja de trigo combinada con maguey al 50%. Se han reportado niveles de produccién
de enzima amilasa alrededor de 495 UE - L a los 21 dias de la cinética de fermentacion, sin
embargo, en el presente estudio se obtuvieron mayores niveles (3889 UE - L), debido a efectos

sinérgicos que pueden presentar los microorganismos en sistemas de fermentacion sélida [29].
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Figura 2. Cinética de actividad amilasa utilizando paja de trigo y maguey como soporte (media + desviacién estandar
representada por las barras de error; las medias dentro de la cinética del mismo tratamiento que no comparten una letra
son significativamente diferentes a p < 0.05).

En los sustratos compuestos por paja de trigo y olote de maiz (Figura 3) se presento un crecimiento
exponencial de los 0 a los 28 dias, alcanzando su pico maximo al final de este periodo en los
sustratos que contenian olote al 30 y 50%, de acuerdo al analisis de varianza ANOVA se obtuvo
diferencia significativa entre los 3 tratamientos (p<0.05). Los sistemas heterogéneos, compuestos
por uno 0 mas sustratos, favorecen el efecto sinérgico, alcanzando su mayor actividad ente los 20
y 30 dias de la fermentacion, debido a que el microorganismo induce la activacion de diversas rutas
metabdlicas, (ej. glucdlisis, gluconeogénesis), en consecuencia, se acelera el aprovechamiento de
cada una de las fuentes de carbono presentes [34]. En el sustrato con olote al 40%, se presento un
pico de actividad amilasa a los 14 dias, posteriormente descendio a los 21 dias, mostrando después
un crecimiento exponencial y alcanzando la mayor actividad enziméatica a los 35 dias del
experimento. El olote de maiz estd compuesto en su mayoria por celulosa, hemicelulosa y lignina

[14], lo cual puede inhibir la actividad amilasa durante los primeros dias de la cinética de
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fermentacion, sin embargo, la accion de otros complejos enzimaticos puede liberar azicares mas
simples que pueden inducir la actividad amilasa durante los ultimos dias de la cinética de
fermentacion [37]. La actividad enzimatica maxima en cada uno de los sustratos que contenian
olote fue muy similar, presentandose una actividad de 3572 UE - Lt en el sustrato con 50% de

olote y 3650 UE - Lt en los sustratos que lo contenian en un 30 y 40%.
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Figura 3. Cinética de actividad amilasa utilizando paja de trigo y olote como soporte (media + desviacion estandar
representada por las barras de error; las medias dentro de la cinética del mismo tratamiento que no comparten una letra
son significativamente diferentes a p < 0.05).

6.2 Determinacion de la actividad celulasa

En la Figura 4 se puede observar el comportamiento cinético de la celulasa en los sustratos que
contenian paja de trigo y yucca, el cual fue muy variado dependiendo de la proporcion utilizada.
Los mecanismos de produccion de la enzima celulasa, varian ampliamente dependiendo de la
constitucion de los materiales, mostrando mayores rendimientos en algunos sistemas [37]. En el
sustrato que contenia yucca en un 30%, la mayor actividad celulasa (6514 UE - L) fue alcanzada
a los 14 dias de cultivo, sin embargo, después se presentd un descenso de actividad hacia los 28

dias y nuevamente un crecimiento exponencial que se mantuvo hasta el final del periodo de
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fermentacion. En el tratamiento con yucca al 40% se presentaron dos picos de actividad enzimatica,
el primero a los 7 dias (5618 UE - L) seguido por una disminucion de la actividad a los 14 dias,
posteriormente volvio a aumentar hasta alcanzar su actividad maxima a los 28 dias (5750 UE - L~
. Finalmente, el sustrato con 50% de yucca fue el que presenté mayor actividad celulasa, esto
puede deberse a su importante contenido de fibra (85 g - kg*) [10]. En el sustrato con mayor
proporcion de yucca, se exhibio un crecimiento exponencial a partir del inicio de la fermentacion
hasta los 21 dias, y después se presentd un descenso notable de la actividad enzimatica a los 28
dias y creciendo nuevamente hasta alcanzar un maximo de actividad enzimatica (7360 UE - L) a
los 35 dias. En un estudio desarrollado para obtener enzima celulasa, utilizando paja de sorgo como
soporte por fermentacion sélida utilizando P. ostreatus se reporté un comportamiento similar,
presentdndose un crecimiento exponencial hasta los 21 dias, sin embargo no se evalué la

produccién enzimatica en los dias posteriores de la fermentacion [29].
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Figura 4. Cinética de actividad celulasa utilizando paja de trigo y yucca como soporte (media + desviacion estandar
representada por barras de error; las medias dentro de la cinética del mismo tratamiento que no comparten una letra
son significativamente diferentes a p < 0.05

31



Enzimas de Pleurotus ostreatus

En los sustratos que contenian maguey en diferentes proporciones (Figura 5), se observd un
comportamiento similar entre si caracterizado por un crecimiento exponencial a partir del inicio de
la fermentacion hasta los 7 dias en los sustratos que contenian maguey en un 40 y 50%, y hasta los
14 dias en el tratamiento con 30% de maguey, seguido por una disminucién de la actividad celulasa,
que se prolongé hasta los 14 dias en el sustrato con maguey al 40% y hasta los 21 dias de
fermentacion en los otros dos tratamientos. Dentro de los residuos utilizados en esta investigacion,
el bagazo de maguey, es el que presenta un mayor contenido de celulosa, pues se han reportado
valores entre 42 y 46% [38], esto permite explicar el hecho que se obtuvieran altos rendimientos
de produccion de actividad celulasa en mezclas compuestas con bagazo de maguey, en
comparacion con los sustratos que contenian yucca y olote. Posteriormente, se observé un
crecimiento exponencial de actividad enzimatica presentando un pico maximo a los 28 dias en los
3 tratamientos. La mayor actividad celulasa (7918 UE - L) se determin6 en el sustrato compuesto
en un 50% de maguey, de acuerdo al analisis de varianza ANOVA se obtuvo diferencia
significativa entre los 3 tratamientos (p<0.05). En un estudio en el que se utilizé bagazo de maguey
para analizar la eficiencia bioldgica y crecimiento del hongo P. ostreatus, se obtuvo una alta
produccidén de enzimas celulasas después de los 28 dias de la cinética de fermentacién, los autores
reportan que los hongos aprovechan totalmente la pared celular de los residuos de bagazo de

maguey, la cual es rica en lignina y celulosa [38].
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Figura 5. Cinética de actividad celulasa utilizando paja de trigo y maguey como soporte (media * desviacion estandar
representada por barras de error; las medias dentro de la cinética del mismo tratamiento que no comparten una letra
son significativamente diferentes a p < 0.05

El comportamiento de la actividad celulasa en los sustratos que contenian paja de trigo y olote de
maiz (Figura 6) fue variado segun la proporcion presente en cada tratamiento. En el sustrato que
contenia olote en un 30%, se detectd un crecimiento exponencial del inicio de la fermentacion a
los 14 dias, alcanzando su méaxima actividad enzimatica (3503 UE - L1) al término de ese periodo,
seguido de un descenso de la actividad celulasa y nuevamente un crecimiento hacia el final del
periodo de fermentacion. El contenido de celulosa en el olote es de aproximadamente del 30 al
32% [39], lo cual se relaciona directamente con los altos indices de actividad celulasa obtenidos en
la mezcla que contenia olote al 50%. En los tratamientos con olote al 40 y 50%, se presentaron dos
picos de actividad enzimatica. En el sustrato con olote al 40%, la magnitud de ambos picos fue
similar, el primero a los 14 dias (3958 UE - L) y el segundo a los 28 dias (4001 UE - L™Y). Enel
sustrato con olote al 50%, el primer pico se presentd a los 7 dias de fermentacién, seguido por una
reduccion de la actividad enzimatica hacia los 14 dias y un crecimiento exponencial que alcanzé

un maximo de actividad (6178 UE - L) a los 28 dias, la cual fue notablemente mayor que en los
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tratamientos con una proporcion mas baja de olote. Se ha reportado que las poblaciones
microbianas en dichos sistemas consumen primero las fuentes de facil fermentacion y se
desarrollan a gran velocidad. Sin embargo, van quedando otros azucares mas complejos, como la
celulosa, que necesitan de la accion previa de sistemas enzimaticos que degraden dichas
macromoléculas en sus azucares simples, para ser utilizados posteriormente por los

microorganismos [34].
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Figura 6. Cinética de actividad celulasa utilizando paja de trigo y olote como soporte (media + desviacion estandar
representada por barras de error; las medias dentro de la cinética del mismo tratamiento que no comparten una letra
son significativamente diferentes a p < 0.05

6.3 Determinacioén de la actividad xilanasa

En la Figura 7 se puede observar la cinética de la actividad xilanasa en las diferentes mezclas de
paja de trigo y yucca. Se observé un crecimiento exponencial en los tres tratamientos a partir del
inicio de la fermentacion hasta los 7 dias en los tratamientos con yucca al 30 y 40%. De la misma
manera, en un estudio realizado utilizando cascara de sandia, se report6 un incremento gradual de

la actividad xilanasa hasta los siete dias de la fermentacion, sin embargo, después de este tiempo
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se observo una reduccion en su rendimiento de produccién [40]. En el sustrato con yucca al 50%,
el crecimiento exponencial se prolongo hasta los 14 dias, al final de los cuales se observo el pico
maximo de actividad. En un trabajo previo desarrollado utilizando P. ostreatus, se obtuvo la
actividad méaxima de enzima xilanasa a los 21 dias de la cinética de fermentacion, debido a que la
cinética de produccidn enzimatica puede variar dependiendo de la composicion de los sustratos
[29]. En el sustrato con yucca al 30%, la mayor actividad enzimatica no se presentd en el primer
pico como en los otros tratamientos, a éste le siguio una disminucion de la actividad enzimatica y
posteriormente un incremento, alcanzando su mayor actividad a los 28 dias de la fermentacion. El
sustrato con mayor proporcion de yucca fue en el que se present6 la mayor actividad xilanasa
(17636 UE - L. En otro estudio, realizado en Aspergillus niger, en el cual utilizaron, sustratos
con alto contenido de materiales lignocelulésicos, tales como, cascara de arroz y salvado de trigo,

en una relacién del 50%, se reportaron niveles altos de produccién de enzima Xilanasa [6].
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Figura 7. Cinética de actividad xilanasa utilizando paja de trigo y yucca como soporte (media + desviacion estandar
representada por barras de error; las medias dentro de la cinética del mismo tratamiento que no comparten una letra
son significativamente diferentes a p <0.05.
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Los sustratos compuestos por paja de trigo en combinacién con maguey (Figura 8) tuvieron
comportamientos distintos en funcién de su proporcion. En el sustrato compuesto por maguey en
un 30% se observaron dos picos de magnitud similar, el primero presentado a los 14 dias (14911
UE - L) y el segundo a los 28 (15159 UE - L) seguido de una disminucion de la actividad
enzimatica hacia el final de la fermentacion. Se ha reportado que la actividad xilanasa puede ser
inhibida durante los primeros dias de la cinética de fermentacion debido a la presencia de algunos
azlcares como maltosa o0 sacarosa [32]. En el sustrato con un contenido de 40 % de maguey, se
observo un comportamiento en forma de parabola, mostrandose un incremento de la actividad
enzimatica desde el inicio de la fermentacion, la mayor actividad xilanasa se present6 a los 21 dias
(15812 UE - L1), mostrandose una disminucion hacia el final del periodo de fermentacion. En el
sustrato compuesto por maguey en un 50% se observo un crecimiento exponencial a partir del
inicio de la fermentacion, logrando un pico maximo de actividad enzimatica a los 14 dias (15817
UE - L), posteriormente la actividad xilanasa disminuy6 hacia los 28 dias y se volvio a detectar
un incremento hacia el final de la fermentacion. Se ha reportado un contenido de lignina del 15 al
19 % en el maguey [38], lo cual puede influir directamente sobre la produccion de enzima xilanasa

en las mezclas que lo contienen.
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Figura 8. Cinética de actividad xilanasa utilizando paja de trigo y maguey como soporte (media £ desviacion estandar
representada por barras de error; las medias dentro de la cinética del mismo tratamiento que no comparten una letra
son significativamente diferentes a p < 0.05.

En los sustratos compuestos por paja de trigo y olote (Figura 9) la actividad xilanasa fue menor
que en los sustratos que contenian maguey o yucca. Los rendimientos de obtencion de actividad
xilanasa varian ampliamente dependiendo de la naturaleza bioguimica, fisiolégica y nutricional de
los sustratos empleados para la fermentacion [40]. ElI comportamiento de la cinética de
fermentacion fue similar en los tres tratamientos que contenian olote en diferentes proporciones.
Se presentd un crecimiento exponencial a partir del inicio de la fermentacion hasta los 7 dias en el
sustrato con olote al 40%. En un estudio realizado en Aspergillus niger, donde se evalto la
produccidn de la enzima xilanasa, utilizando residuos agroindustriales, se obtuvieron rendimientos
de produccion hasta los 10 dias de la cinética de fermentacion [6]. En otro estudio, donde se utiliz6
una cepa de Aspergillus ficum, se obtuvd una produccién maxima de xilanasa al cuarto dia,
utilizando bagazo y salvado de trigo, como soporte [41]. En los otros dos tratamientos la actividad
xilanasa aumentd hasta los 14 dias, alcanzando la mayor actividad enzimatica al final de ese

periodo y posteriormente decreciendo y aumentando nuevamente. El sustrato con menor cantidad
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de olote present6 una mayor actividad xilanasa (7296 UE - L) que aquellos con mayor proporcion

de éste.
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Figura 9. Cinética de actividad xilanasa utilizando paja de trigo y olote como sustrato (media + desviacion estandar
representada por barras de error; las medias dentro de la cinética del mismo tratamiento que no comparten una letra
son significativamente diferentes a p < 0.05).

6.4 Comparacion de actividad enzimatica maxima de los diferentes sustratos en fermentacion
en estado sélido.
En la Figura 10 se puede observar que la mayor actividad amilasa y xilanasa fueron obtenidas en
sustratos compuestos por paja de trigo y yucca en un 50 % a los 7 y 14 dias, respectivamente, del
desarrollo del hongo P. ostreatus. La mayor actividad celulasa fue alcanzada en el sustrato con un
contenido de maguey del 50 %. El olote presentd los menores rendimientos enzimaticos. No se
presento diferencia estadistica significativa (p > 0.05) en la produccion enzimatica en los tres
sustratos utilizados, sin embargo, se obtuvo un mayor rendimiento de produccion enzimatica en

los sustratos que contenian yucca y maguey.
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Figura 10. Comparacién del maximo rendimiento de actividad enzimatica en los distintos sustratos (media *
desviacion estandar representada por las barras de error; las medias dentro de la cinética del mismo tratamiento que no
comparten una letra son significativamente diferentes a p < 0.05).

El comportamiento de la produccion enzimatica varia en cada sustrato, debido, a la composicion
quimica de éstos [42]. La lignocelulosa es el componente principal de la biomasa vegetal y es el
méas abundante de los recursos renovables. Se compone de tres tipos de polimeros: celulosa,
hemicelulosa y lignina. La celulosa y la hemicelulosa son macromoléculas construidas a partir de
diferentes azucares. La lignina es un heteropolimero amorfo, insoluble en agua y Opticamente
inactivo, se forma a partir de subunidades de fenilpropano interconectadas mediante enlaces no
hidrolizables carbono-carbono y carbono-oxigeno-carbono. La composicion y las proporciones de
estos tres compuestos varian entre cada sustrato [43]. Por su parte, el almidén es la principal fuente
energética de reserva en la mayoria de los vegetales y se puede encontrar en forma de amilosa o
amilopectina, la yucca es una fuente importante de almidon [44]. En la Tabla 2 se muestra la
proporcién de cada uno de estos polisacaridos presentes en los distintos materiales utilizados como

soporte en el presente estudio.
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Se ha reportado que, P. ostreatus tiene la capacidad de producir enzimas hidroliticas (como la
amilasa, celulasa y xilanasa) que degradan polisacaridos y ligninoliticas (como la lacasa o las
oxidasas y peroxidasas de fenol). Durante el crecimiento y el desarrollo P. ostreatus se presenta
una produccién de enzimas que degradan los componentes insolubles y gran cantidad de material
lignocelulésico en compuestos solubles de bajo peso molecular que el hongo aprovecha para su

nutricion [45].

La yucca fue el material utilizado con mayor contenido de almiddn, es por esto que el pico maximo
de actividad amilasa se present6 al inicio de la fermentacion en los sustratos que la contenian, a
comparacion de los sustratos que contenian maguey, los cuales presentaron la mayor actividad
amilasa a los 28 dias, y los que contenian olote a los 14 y 35 dias de fermentacion. Los
microorganismos suelen utilizar durante los primeros dias de cultivo los polisacaridos méas simples
como los azucares reductores y el almidon, mientras se encuentren disponibles en el sustrato,
posteriormente comienzan a degradar moléculas mas complejas como la celulosa, la hemicelulosa
y la lignina convirtiéndolas a moléculas simples que puedan utilizar para su nutricion [34], [40],

[46].

El maguey es el sustrato que tiene mayor contenido de celulosa, y también en el que se presento6
una mayor actividad celulasa, teniendo dos grandes picos de actividad enzimatica durante el
periodo de fermentacion. En la yucca también se mostro una actividad amilasa importante,
estadisticamente similar a la del maguey, en ambos sustratos la mayor actividad se dio con la mayor
proporcion de yucca o maguey (50 %) en relacion a la paja de trigo, lo cual denota que dichos

materiales promueven una mayor produccion de celulasas que la paja de trigo.
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A pesar de que el olote de maiz posee una gran cantidad de hemicelulosa, la actividad xilanasa fue
menor que en los otros sustratos, esto puede ser debido a su alto contenido de lignina que dificulta
el acceso a las hemicelulosas, por lo que es necesario que el hongo utilice primeramente su

complejo enzimatico ligninolitico para poder acceder a este sustrato [47].

Hay diferentes factores que deben ser considerados para cultivar y producir comercialmente el
hongo P. ostreatus, por ejemplo, el rendimiento de produccion de cuerpos fructiferos en relacion
al sustrato utilizado y la produccién enzimatica. En un estudio previé se reportd una eficiencia
bioldgica de hasta 69.4 % en el cultivo de P. ostreatus sobre bagazo de yucca combinado con paja

de trigo [48] y de hasta un 141.29 % al ser cultivado en paja de trigo con maguey [47].
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7. CONCLUSIONES

Los resultados que se obtuvieron de la cinética de produccién enzimatica explican el efecto de la
dindmica de formacion de enzimas extracelulares durante la degradacion de residuos
agroindustriales utilizados para el crecimiento de P. ostreatus y permiten establecer protocolos
para la produccién de enzimas hidroliticas, ya que al observar el comportamiento de la cinética
enzimatica se puede conocer el momento en el cual el hongo estd mas activo metabolicamente, y

estimar el tiempo de mayor produccion de la enzima.

Se encontrd que la composicion quimica cada mezcla de sustrato esta estrechamente relacionada
con la produccion enzimatica del hongo P. ostreatus. No hubo diferencia significativa en la
produccion de amilasa en los tres residuos utilizados como sustrato. En el caso de la celulasa, se
obtuvo mayor rendimiento de produccion de la enzima en los sustratos que contenian maguey y
yucca. Mientras que se obtuvieron mejores resultados en la produccion de xilanasas en las mezclas

de sustrato que contenfan yucca.

Hay que recordar que ademas de la produccion de enzimas mediante el cultivo del hongo P.
ostreatus también se obtiene un alimento con alto valor nutritivo para el ser humano, con un alto
aporte de proteina de alta calidad, fibra dietética, vitaminas y minerales, su aporte nutricional va a
depender en gran medida del sustrato utilizado, por lo que es conveniente valorar su composicion
quimica asi como su eficiencia bioldgica, es decir, el rendimiento de produccion con respecto a la

cantidad de sustrato utilizado.

Otra gran ventaja de este sistema de bioconversion ecoldgica es que posterior al cultivo las

caracteristicas del sustrato son mejoradas por las enzimas que produce el hongo durante su
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crecimiento, dando como resultado un producto que puede ser reutilizado para el cultivo de mas
hongos comestibles, para la alimentacion animal al tener una digestibilidad mejorada, o bien para

la biorremediacion de suelos.

El uso de desechos agroindustriales de bajo valor comercial, como lo son los residuos de yucca, el
bagazo de maguey y el olote de maiz, para la produccion comercial de hongos P. ostreatus permite
generar productos con valor econémico al mismo tiempo que se contribuye al cuidado del medio

ambiente, ya que de otra manera esos residuos representarian una fuente de contaminacion.
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