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INTRODUCCION

Uno de los grandes desafios y obligaciones que tienen los seres humanos en el siglo XXI, es el
convertir los procesos industriales, Biotecnoldgicos y medioambientales, en procesos limpios
y puros, renovables, degradables y eficientes para generar energia. Por eso, se tiene que tener
la capacidad tecnoldgica para enfrentar estas situaciones. La Biotecnologia tiene un papel
importante en esta transformacion. Esta se debera orientar en la utilizar nuevas herramientas en
varios campos para el control y prevencién de procesos como también la remediacion de las

contaminaciones ambientales (Déavila et al., 2006).

Por otro lado, un sustrato interesante a explotar son los residuos vegetales productos de sus
transformaciones por la industria alimentaria y la agroindustria, de esta manera el uso de
metabolitos producidos por células vegetales, animales o microbianas se convierten en una
opcion importante para hacer mas rapido la degradacion de dichos residuos, minimizando de
esta forma el impacto ambiental que se genera como resultado del manejo inadecuado de estas

materias primas.

Los microorganismos se encargan de la produccién de enzimas celulasas y por ende la
degradacion de la celulosa de manera que no son toxicas al llegar al medio ambiente, diferente
a los procesos quimicos. La celulosa es el primer componente principal de la pared celular en
las plantas. Los microorganismos productores de esta enzima destacan las bacterias, hongos y
algunos actinomicetos, los cuales posen un sistema enzimatico necesario para lograr dicho fin
(Aubert, J., 1988). La funcion principal de los hongos es su rapida colonizacion de sustratos, la
secrecion de las enzimas al medio, su eficaz distribucion de productos de hidrolisis y su
variedad de sistemas celuloliticos; sobre los hongos se realizaron diversas investigaciones para
entender su complejidad de su proceso de hidrolisis enzimatica de celulosa y usarlo en fines
industriales. Los hongos de mayor produccion de celulasas se encuentran T. reesei, varias
especies de Aspergillus y Penicillium cuya actividad enzimatica fue evaluado en distintos

sustratos como desechos de bagazo de cafa y trigo, (Guevara y Zambrano, 2006).

En este sentido contribuyendo con el conocimiento de los recursos del ecosistema del Santuario

Nacional del Ampay, la utilizacion de los laboratorios de la Escuela Académico Profesional de
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Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac, contando
con la autorizacion del SERNANP para uso de recursos naturales del Santuario Nacional del
Ampay (SNA) de la provincia de Abancay y considerando el alto costo de enzimas comerciales,
se tomd la iniciativa de analizar cinco cepas de hongos basidiomicetos y cuantificar la actividad

enzimatica celulolitica total de este tipo de organismos existentes en el Santuario.

Por lo expuesto, el objetivo de esta investigacion es cuantificar la actividad celulolitica total
(FPAsa) de basidiomicetos cultivados in vitro, procedentes del Santuario Nacional del Ampay.
Con el fin de escoger aquellas cepas de los hongos que presenten mayor actividad enzimatica
medida en unidades celuloliticas, para ser usados en la produccién de enzimas comerciales

posteriormente.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se desarrolld en el laboratorio de Biotecnologia
Agroindustrial de la Escuela Académica Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la
Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac. En esta investigacion se utilizaron cepas
de basidiomicetos del Santuario Nacional Ampay de la regién Apurimac, con la debida
autorizacion de la autoridad competente (SERNAMP), estas cepas estudiadas correspondientes
a los géneros Hygrophorus, Geastrum y Cantharellus. Para la produccion de enzimas se utilizd
la técnica de cultivo de adherencia a superficies (biopeliculas), utilizando tejido de poliéster
como matriz de sujecion de dimensiones indicadas en la metodologia de estudio, el tiempo de
produccion de enzimas y biomasa superior a 10 dias, por lo que requirié 4 dias para la
produccion de micelios, 3 dias para la produccién de indculo y 03 dias para la formacién del
biofilm; luego se midio la cuantificacion de la actividad enzimética utilizando el método de

ensayo de papel de filtro (FPA).

Obteniéndose como resultado que la cepa BSNA-LB-004 es la que produce mas biomasa con
un valor de 3.8 g / L, correspondiente al hongo de género Geastrum; y la cepa BSNA-LB-001
es la que mayor productividad enzimética presenta con un valor de 0.3704 Ul / g,
correspondiente al hongo del género Higrophorus. De esta manera se ha demostrado el
potencial industrial para la produccién de enzimas de basidiomicetos del Santuario Nacional de

Ampay.

Palabras clave: Ampay, basidiomicetos, actividad enzimatica celuldlitica
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ABSTRACT

This research work was developed in the Agroindustrial Biotechnology laboratory of the
Professional Academic School of Agroindustrial Engineering of the Micaela Bastidas National
University of Apurimac. In this investigation, strains of basidiomycetes from the Ampay
National Sanctuary of the Apurimac region were used, with the proper authorization of the
competent authority (SERNAMP), these studied strains corresponding to the genera
Hygrophorus, Geastrum and Cantharellus. technique of cultivation of adherence to surfaces
(biofilms), using polyester tissue as a holding matrix of dimensions indicated in the study
methodology, the time of production of enzymes and biomass exceeding 10 days, therefore it
required 4 days for production of mycelia, 3 days for the production of inoculum and 03 days
for the formation of the biofilm; then the quantification of enzyme activity was measured using

the filter paper assay (FPA) method.

Obtaining as a result that the strain BSNA-LB-004 is the one that produces the most biomass
with a value of 3.8 g / L, corresponding to the fungus of the genus Geastrum; and the strain
BSNA-LB-001 is the one with the highest enzymatic productivity with a value of 0.3704 U /
g, corresponding to the fungus of the genus Higrophorus. In this way, the industrial potential
for the production of enzymes from basidiomycetes from the Ampay National Sanctuary has

been demonstrated.

Keywords: Ampay, Basidiomycetes, Cellulosic enzymatic activity.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion del problema

Peru esta considerado un pais mega biodiverso, todas sus regiones poseen potencialidades
de recursos naturales que debieran explotarse sosteniblemente; en este contexto
Apurimac posee una gran diversidad de recursos naturales en sus pisos ecologicos, entre
estos recursos se encuentran los basidiomicetos, que son hongos macroscopicos, estos
hongos en el pais y méas aln en la region no son aprovechados pese a tener gran potencial

como organismo productor de enzimas.

Es destacar los desechos vegetales de las plantas es un potencial renovable que abunda
en la tierra, y estd compuesto mayoritariamente de tres tipos de polimeros: la celulosa
es el principal biopolimero de la pared de la célula de las plantas y por consiguiente el

principal y mas abundante de la naturaleza (Lynd, 2004).

la celulosa se debe a la accion sinérgica de hidrolisis de los componentes de enzimas los
cuales constituyen un complejo enzimatico denominado celulasas, Asi, debe entenderse
que la celulosa constituye una gran reserva de fuente de carbono para los
microorganismos que descomponen el material vegetal organico del suelo (Zhang y
Lynd, 2004b; Jarvis, 2003; Lynd et al, 2000; Bhat, 2000; Schlesinger, 1991). al menos
tres diferentes tipos de enzimas actlansobre la celulosa; estos son la endoglucanasa, la
exoglucanasa y la B-glucosidasa; (Yi et al, 1999; Bhat, 1997; Wood, 1989).

Por otro lado, actualmente es muy evidente que se esta atravesando una crisis energética
global, y esta se va a incrementar con el pasar de los afios debido en gran parte por el
desgaste de las reservas naturales de petroleo en todo el mundo, la alternativa es
aprovechar la biomasa de la descomposicion vegetal que dispone nuestra region al
contar con una reserva ecologica como el Santuario Nacional del Ampay, el cual posee
un bosque de Intimpa (Podocarpus glomeratus) que puede considerarse como un bosque

primario por su intangibilidad, es donde proliferan muchas cepas de distintos
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basidiomicetos, estos hongos que generan enzimas (celulasas) pueden permitir el
aprovechamiento de esta biomasa, pese a ser tendencia mundial este concepto, aun no

son suficientes los conocimientos para solucionar este inconveniente.

De esta manera se requiere realizar estudios en el Santuario Nacional del Ampay, para
identificar las potencialidades en cuanto a sus recursos naturales los mismos que pueden
solucionar problemas medioambientales, para esto es necesario el uso de herramientas

biotecnoldgicas.

Enunciado

1.2.1 Problema general
¢Presentaran las cepas seleccionadas de basidiomicetos procedentes del
Santuario Nacional del Ampay, elevada capacidad enzimética celuldlitica total
(FPAsa)?

1.2.2 Problemas especifico

o ¢Sera posible cuantificar la biomasa generada de cinco cepas
seleccionadas de basidiomicetos, procedentes del Santuario Nacional del

Ampay, en un sistema de cultivo por adhesion de superficies (Biopelicula)?

. ¢Sera posible cuantificar la actividad enzimatica celuldlitica total (FPAsa)
de las cinco cepas seleccionadas procedentes del Santuario Nacional del

Ampay?

o ¢Se podra seleccionar la cepa con mayor productividad enzimatica de las
variedades de basidiomicetos cultivada en laboratorio, procedente del

Santuario Nacional del Ampay, de acuerdo a su productividad enzimatica?

1.2.3 Justificacion
Los microorganismos celuloliticos son capaces de hidrolizar celulosa y tienen la
funcién importante del proceso de la degradacion de biomasa vegetal constituido

principalmente por la celulosa, hemicelulosa y lignina (Lynd, et al, 2002). Existe
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organismos entre bacterias, actinomicetos y hongos con capacidades distintas,
unos producen enzimas celulGliticas necesarias para degradar celulosa y
hemicelulosa. Los organismos mayormente descritos en la bibliografia con
distintas capacidades de la descomposicion de celulosa estan dentro del grupo
de basidiomicetos causantes de la pudricién blanca (Peldez. F, Martinez. MJ y
Martinez. AT, 1999). Estos hongos, los basidiomicetos, rompen las uniones 1-4
B glucosidicos, dentro del polimero celulosa, descomponiendo moléculas mas

pequefias como la glucosa (Kirt y Farrell, 1987).

Respecto a la Justificacion Cientifica; La humanidad tiene un gran desafio para
el siglo XXI, y este es transformar los procesos de extraccion en procesos
energéticos limpios con vision sostenible, llamado ahora en la actualidad
quimica verde. Para esto se requiere la tecnologia exacta para cerrar los sitios
dafados utilizando fuentes del medio ambiente, un papel importante en esta
transformacion tecnologica tiene la biotecnologia moderna ya que las
investigaciones de sus &reas estan enfocadas al manejo de nuevas herramientas
para prevenir, controlar y remediar el medio la contaminacion del medio
ambiente (Davila, Vazquez y Duhalt, 2006). Los sistemas celuloliticos
demostraron ser muy versatiles para estudios ambientales por su capacidad
degradativo como son plaguicidas, hidrocarburos de petréleo, explosivos,
colorantes sintéticos y componentes toxicos para la naturaleza y el hombre
(Solis, 2005).

Respecto a la justificacién econdémica; debe mencionarse la eficiencia de los
procesos de degradacion para los compuestos responsables de la contaminacion
y los métodos propuestos en la actualidad para su degradacion se basan en
tratamientos quimicos o fisicos, que resultan ser muy caros (Davila, et al, 2006).
La Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac mediante sus escuelas
Académico Profesionales y especificamente la Escuela de Ingenieria
Agroindustrial tienen la responsabilidad de generar tecnologia para producir
recursos econdmicos dentro de la Region, esto se logra al optimizar el uso de
recursos naturales de manera sostenible y que se sean Utiles para dar solucién a
la generacion de recursos econdmicos.

-+

Respecto a la justificacion ambiental; Los ambientes naturales son habitats
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unicos donde es posible que existan especies de microorganismos con recursos
renovables novedosos adaptados a condiciones particulares. Dichas especies
constituyen una fuente de generacién de metabolitos y enzimas con capacidades
metabolicas diversas y podrian funcionar en distintos rangos de temperatura y
pH, siendo posible aprovechar los procesos biotecnolégicos (Herbert, 1992). Por
ende, es posible que, en los suelos del Santuario Nacional del Ampay, en la
superficie de bosque primario existan microorganismos con capacidad
metabdlicas, Utiles en amplia gama de procesos ambientales o industriales y que

es necesario describir e investigar.

Respecto a la justificacion tecnoldgica; la Biotecnologia ofrece multiples
alternativas de aprovechar la energia al menor costo ambiental, una de ellas es
utilizar la energia solar que por medio de la fotosintesis genera biomasa vegetal,
la cual esta represente en el cultivo de materiales celul6liticos de las plantas que
generan energia (Sanchez y Cardona, 2005). Lo que se busca es aprovechar esta
energia guardada en la biomasa vegetal de los ambientes naturales, para poder

generar bienes y servicios.

Respecto Justificacion social; En este sentido con el apoyo de asesoramiento
técnico, la utilizacion del laboratorio de Biotecnologia Agroindustrial de la
Escuela Académico Profesional de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
Nacional Micaela Bastidas de Apurimac, y la autorizacion resolutiva del
Servicio Nacional de Areas Naturales Protegidas por el Estado, para la
exploracion de especies del Santuario Nacional del Ampay, con resolucion N°
003-2016- SERNANP-J. Se tomo la iniciativa en investigacion estudiar la
produccidn de enzimas de este ambiente natural endémicos de sus pisos y
habitad en general, debido al alto costo de enzimas comerciales, de esta manera
se estaria abriendo una oportunidad importante para los pobladores de la region,
ya que puede escalarse la produccion a un nivel comercial, siempre y cuando el
estudio demuestren que las cepas de basidiomicetos procedentes del Santuario
Nacional del Ampay produzcan actividad enzimatica celuldlitica total (FPAsa)

y sean significativas.
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CAPITULO 11
OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivos

2.1.1

2.1.2

Objetivo general
Cuantificar el potencial de produccion de enzimas celuldliticas de cepas

seleccionadas de basidiomicetos procedentes del Santuario Nacional del Ampay

Objetivos especificos

. Cuantificar la biomasa generada de cinco cepas seleccionadas de
basidiomicetos, procedentes del Santuario Nacional del Ampay, en un

sistema de cultivo por adhesién de superficies (Biopelicula).

. Cuantificar la actividad enzimética celul6litica total (FPAsa) de cinco

cepas seleccionadas procedentes del Santuario Nacional del Ampay.

. Determinar la mayor productividad enzimatica celul6litica de las cinco
cepas de basidiomicetos, procedentes del Santuario Nacional del Ampay,

en condiciones de laboratorio.

2.2 Hipotesis de la investigacion

2.2.1

2.2.2

Hipotesis general
Es posible cuantificar el potencial de produccion de enzimas celuloliticas de cinco

basidiomicetos procedentes del Santuario Nacional del Ampay

Hipotesis especificas
. Un célculo de diferencia de pesos permitira cuantificar la biomasa
generada de basidiomicetos, procedentes del Santuario Nacional del

Ampay, en un sistema de cultivo por adhesion de superficies (biopelicula).
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. Haciendo un analisis cuantitativo serd posible determinar la actividad

enzimatica celulolitica total de las cinco cepas seleccionadas provenientes

del Santuario Nacional del Ampay

. Con la comparacion final de los datos de productividad enzimatica

celulolitica de las cinco cepas de basidiomicetos estudiados en condiciones

de laboratorio, se podré determinar la mejor cepa productora de enzima.

2.3 Operacionalizacion de variable

Tabla 1 — Operacionalizacion de variables

Tipo de

de fermentacion empleado

- Denominacion Definicion conceptual Indicadores indices
variables
BSNA-LB- 001
S Hongos macroscopicos, - . BSNA-LB- 002
Ba5|d!om|ce_tos del fuente de  metabolitos COd'g.O _aS|g_nado de BSNA-LB- 003
Santuario Nacional del . basidiomicetos
Ampay secundarios capaces de BSNA-LB- 004
Variables degradar la celulosa. BSNA-LB- 005
lindependientes
Condiciones Temperatura 50y 60° C
experimentales de Factores experimentales en
reaccion enzimatica | la reaccion enzimatica H
P 48y 8.4
Cantidad de moles
Actividad celulolitica | formados a partir del Unidades Ul/mL
Total (FPAsa) sustrato por accién de una internacionales de
enzima. (FPASsa)
Cantidad de  biomasa
Biomasa formada en el cultivo por Gramos
Variables adhesion a g de biomasa/L
dependientes Superficies
Resulta de la actividad
enzimatica sobre la biomasa
Productividad producida, indica el mejor Productividad ul
enzimatica rendimiento enzimatica
(productividad) del sistema g de biomasa
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO REFERENCIAL

2.1 Antecedentes

a)

b)

Los investigadores Villena G. y Gutiérrez-Correa M. (2003), estudiaron la formacion
biopeliculas con Aspergillus niger procesadas en (tela de poliéster como matriz de
sujecion), cultivas a 28°C por 120 horas con 175 rpm de agitacion, donde controlaron
la relacion de produccion de celulasas y la generacién de biomasa en relacion a la
fisiologia de la enzima. Los investigadores utilizaron la técnica de corrida (ZEM)
utilizando microfotografias de microscopia para obtener la estructura de la
biopelicula a partir del momento de la inoculacion, adsorcion de esporas esperando
las 120 horas de crecimiento de la biopelicula. En sus resultados obtenidos mostraron
tres fases de cdmo se da la formacién de biopelicula que son: jla adhesién, la fase de
crecimiento inicial de desarrollo y finalmente la fase de maduracion de la biopelicula;
también, evaluaron la actividad enzimatica en celulasa de las biopeliculas, viéndose
un resultado de 40% mayor distinto a los cultivos sin soporte de crecimiento,
obteniendo por la técnica del sistema de adhesion a superficies un aumento del 55%

en la productividad que al utilizar un sistema sumergido o libre.

De la misma manera, Morales (2006), realizo un estudio sobre aislamiento, seleccién
y evaluacién de actividad celuldlitica de cuatro cepas de hongos nativos de Costa
Rica. En su estudio muestra herramientas y procedimientos utilizan pruebas
cualitativas y cuantitativas para determinar la actividad de las enzimas celuloliticas
de hongos originarios. Sus resultados indicaron una tendencia decreciente actividad
enzimatica relativa (U/mg) durante seis dias en medio liquido con celulosa
microcristalina como de carbono. Los resultados dieron 1,024 U/mg en actividad
enzimatica total (FPAasa) para estos hongos nativos que son sumamente interesantes,
justificando la necesidad de estudios posteriores a la investigacion de optimizacion,
condiciones de cultivo, fuentes de carbono, cultivos de crecimiento para aporte de su

region
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Asi mismo Gaitan y Pérez (2007), aislaron y evaluaron organismos que degradan
vegetales frescos y en descomposicion de la celulosa de crisantemo. Los organismos
aislados de residuos de crisantemo que presentaron actividad enzimética fueron 08
cepas de mesofilos. Las cepas fueron evaluadas cualitativamente observando el
revelado de los halos de hidrolisis utilizando una técnica colorimétrica (revelado de
rojo Congo), utilizando 1% p/v de carboximetilcelulosa. Para definir la actividad
celulolitica se utilizé la técnica de acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS), obteniéndose
una sola cepa para estudios posteriores con otros de hongos. Los microrganismos
aislados en consorcios son Bacillus sp. y Streptomyces sp, para los azucares
reductores se utilizo la técnica de (DNS). De los resultados mostraron que el vegetal
de crisantemo se degrada cuando los consorcios de microrganismos tienen una accion
sinérgica entre sus enzimas. Asi en medio SV se dio la mayor liberacion de azucares

reductores con un valor de 1.665 g/L y una actividad enzimatica de 0.1056 UC.

Montoya (2008), en su trabajo: para determinar la actividad enzimatica de gradacién
de residuos organicos y determinacién de biomasa generada del macromiceto Grifola
frondosa, desarrollada en el pais de Colombia, tuvo como objetivo el cuantificar la
actividad enzimaética del hongo macromiceto Grifola frondosa, teniendo como
resultado que la endoglucanasa y la exoglucanasa son las enzimas mas activas, y la
B-glucosidasa menor actividad presento en condiciones de cultivo, viéndose también
que el aserrin de roble presenta mayor actividad para sustratos manejados.
Finalmente, expreso que el hongo macromiceto Grifola frondosa no se desarroll6 en

sustrato con borra de café.

Izarra et al. (2010), evaluaron la produccion de celulasas y xilanasas con Aspergillus
niger en cultivo sumergido analizando la concentracién del inoculo, se uso6 en la
investigacion como fuente de carbono 10 g/L de lactosa para medio de crecimiento,
matraces de 40 mLy 250 mL inoculados con medio al 3% (v/v) 10*y 108 esporas por
mililitro de suspension de esporas, luego se incubo 28°C y 175 rpm durante 120
horas. por cada ensayo determinaron lactosa residual, la proteina extracelular soluble,
la cantidad de biomasa, xilanasa y actividad de celulasa total (FPAasa) durante24
horas. Notaron que el didmetro de color de pellet, pero no cambios en la morfologia
de los hongos, las productividades volumétricas de celulasa (8.2 y 8.0 UI*L-1*H-1
para 10* y 108 esporas *mL-1, respectivamente) fueron iguales para ambos al

inocularlos.
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Moya (2011), en su investigacion, utilizo como sustratos: celulosa microcristalina y
tusas de palma de aceite (Eleaeis guinensis jacq). para determinar la capacidad
celulolitica in vitro de una sociedad de hongos procedentes del bosque y alto andino
de Colombia. Los hongos de genero Penicillum, Sp (B7, B11, B11M, B19) reportaron
mayor actividad enzimatica, en sustratos artificiales. Para determinar la actividad
celulolitica cualitativamente y cuantitativamente sobre tusa de palma en
descomposicion se utilizo cepas aisladas (TAL1 y TA2). También evalud la actividad
hidrolitica de tusa y celulosa de los hongos producidos por las cepas individualmente,
determindndose la actividad enzimética celulésica de consorcios de hogos co-
cultivados a 60 y 300 horas de incubacién, 28°C, 150 rpm de agitacion, se obtuvo
curvas de proteinas totales y actividad endogluconasa, exogluconasa y B-glucosidasa.
Utilizando un disefio factorial de fuente de carbono (celulosa y tusa) como factor
principal y (seis) cepas como factor secundario. (ANOVA) de 0.05 de significancia
y ayuda de un programa estadistico SAS. Viéndose que la cepa B19 de genero
Penicilium sp, la que tuvo la mayor actividad endogluconasa y exogluconasa Y la
celulosa microcristalina el sustrato que provoco la mayor actividad enzimatica, el
hidrolisis de la tusa fue favorecido por los consorcios de hongos de B11-B19, B11M-
B19 y TA1-B19, los cuales alcanzaron aumentos de la hidrolisis de méas del 400%,

53% y 86% diferente de cultivos con hongos sin consorcio.

Por otro lado, Sandoval, Manjarrés y Pifieros (2011), desarrollaron un estudio en fase
solida sobre residuos de palma como sustrato, utilizando Aspergillus sp. y
Trichoderma sp en cultivo individual. para evaluar el complejo enzimatico de estos
hongos. Teniendo como objetivo de investigacién mejorar el procesamiento de la
palma de aceite en Colombia, para el uso en la industria, los mismos que son ricos
en celulosa, hemicelulosa y lignina, los residuos de palma fueron inoculados
biolégicamente con Pleurotus ostreatus. En un tiempo de 20 dias para
deslignificarlos en favor de la produccion de celulasas. las actividades celulosas total
(FPAsa), endogluconasa (CMCasa) y B-glucosidasa (celobiosa) se evalué durante 16
dias de cultivo a temperatura de 30°C. el mayor resultado tuvo la cepa de Aspergillus
sp., rcon un valor de 0.149 UL.ML-1 de FPAsa, 0.329 UI.ML-1 de CMCasa y 0.148
UL.ML-1 de celobiohidrolasa individualmente. No obstante, en los primeros 9 dias y
posteriormente de sembrar en co-cultivo con Aspergillus sp. resulto ser benéfico al
evitar el decrecimiento de la actividad enzimatica después de alcanzar su maximo
nivel. Trichoderma sp, obteniendo valores 0.112 UlL.ML de FPAsa, 0.140 UI.ML de
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celobiohidrolasa y 0.311 UL.ML-1 de CMCasa

h)  De igual manera Camacho (2015), en una investigacion titulada identificacion y
caracterizacion morfolégica de basidiomicetos procedentes del Santuario
Nacional del Ampay con potencial Agroindustrial, tomo como metodologia la
recoleccion de muestras in situ, mediante una comparacién morfologica de
basidiomicetos ya identificados. Se recolectaron 50 g de muestra de cada variedad
del Santuario Nacional del Ampay de una manera aleatoria, se transporté los
hongos en cooler en bolsas siploc, los cuales pasaron cada uno por un lavado,
desinfeccion, corte y acondicionamiento. Finalmente, de las 20 cepas identificadas
y caracterizadas 11 fueron codificados y debidamente conservados, con la
finalidad de utilizar cepas para posteriores estudios de interés de los estudiantes e

investigadores en general.

3.2 Marco tedrico
3.2.1 Diversidad bioldgica de un bosque primario
La diversidad bioldgica abarca la variedad de formas de vida existentes en los
pisos ecoldgicos y la diversidad genética y los roles que desempefian, la diversidad
permite que las especies evolucionen en los bosques primarios y se adapten de una
manera dinamica a los fuertes cambios ambientales, aun asi- sigue el
reproduciéndose muchas veces para beneficio del ser humano y las necesidades
de servicio (FAO, 1989).

El 52% del territorio nacional en el Pert ocupan los bosques naturales primarios,
son llamados de esta manera por gue mantienen intacta su naturaleza y ecosistema
por no sufrir alteraciones producto del ser humano. Sin embargo, en algunos
estudios los cientificos sefialan la no existencia de bosques primarios, porque ya
todos han sido alterados de alguna forma, pero que mantendrian buena

conservacion.

Actualmente el Santuario Nacional de Ampay (SNA), conforma el sistema
Nacional de Areas Naturales Protegidas por el Estado (SINANPE) fue nombrado
decreto supremo N° 042-87-AG, con fecha 23 de julio de mil novecientos ochenta
y siete, administrado por el INRENA y el SERNAMP. Ubicado en el
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departamento de Apurimac la provincia de Abancay, distrito de Tamburco. Con
una altitudinal que va desde los 2,900 a los 5,235 m.s.n.m y su extension es de
3,635.50 hectareas, conformando una “isla bioldgica”. Ademas, forma parte del
unir los picos de los andes del sur y la Cordillera de Vilcabamba. Dentro de su
vegetacion la Intimpa (Podocarpus glomeratus), forma bosques inmensos de
manchales , formando hermosos parajes, también se encuentran los gigantescos
(Lupinus sp.) llamados chochos de flores azules y los (Calceolaria sp.)conocidos
como zapitos de flores amarillas, orquideas, hongos de diversas variedades,

formas y colores

Caracteristicas de la celulosa

La molécula més abundante de la naturaleza y es la celulosa es y constituyente
principal la pared celular de la biomasa vegetativa, que provee fuerza mecénica,
flexibilidad y resistencia a la descomposicidn biol6gica y quimica. A pesar de las
diferencias en la estructura de la anatomica y composicion de las plantas, el
contenido de celulosa del peso seco en general presenta un rango de 35% a 50%
(Lynd et al. 2002); sin embargo, en algunos esta presente en estado puro (fibra de

algodon).

Una fuente renovable abundante en la enzima celulosa es el carbono renovable.
este carbono esta limitado y no es facilmente accesible en los microorganismos
que hidrolizan las enzimas, formado parte del sistema denominado celulolitico o
sistema celulasas. (Chiang, 2007; Zhang y Lynd, 2004).

La celulosa tiene estructura fisica helicoidal en forma de cadena y, los enlaces de
puentes de hidrogeno ayudan a mantener la conformacién plana y lineal (Huber,
Iborra y Corma, 2006; Lima, 2005). desde 100 a 15 000 unidades de D- glucosa
forman la celulosa unidos y ordenados linealmente por enlaces del tipo B-1,4
glucosidico, (Lehninger, Nelson y Cox 2008). La celulosa también de caracteriza
por qué presenta regiones cristalinas como también, una pequefia parte de las
cadenas se encuentra poco organizada formando una parte sin forma dispuesta a
la degradacion enzimatica (Fan y col, 1987; Cowlingy, 1976).

Aproximadamente 30 moléculas propias de celulosa en la naturaleza de la celulosa
se organizada en unidades denominadas protofibrillas, ensambladas a su vez en
fibras de celulosa (Lynd et al., 2002).
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Figura 1 — Caracterizacion enzimatica

Nota. Extraido desde (Fan, et al, 1987).

3.2.3

Los puentes de hidrogeno son una unién de las cadenas de celulosa, estas
moléculas de celulosa tienen orientacion antiparalela Las interacciones de van der
Waals se mantiene gracias a un elevado numero de puentes de hidrogeno, varias
microfibrillas se agrupan en fibrillas haciendo a la vez una unién muy fuerte a la
fibra de celulosa insoluble y muy fuerte a cualquier ataque quimico. (Lutzen etal.,
1983).

Segun (Cowlingy Kirk, 1976; Fany col., 1987). Se desconoce aun la estructura de
la fibra de la celulosa, pero hay modelos estudiados que sefialan la existencia de
cristales por regiones, los cuales se alteran con regiones amorfas al tener alto grado
de orden y estas se hacen menos ordenadas. La variabilidad del orden en que

aparecen es depende a la celulosa y el tipo de tratamiento al que se someta.

Celulasas totales y su mecanismo de accién

La celulasa es una enzima extracelular producida por algunos microorganismos,
que poseen accion catalitica de forma especifica para algunos sustratos, es un
complejo de enzimas inducibles que son sintetizadas por muchos
microorganismos durante su crecimiento en materiales celulésicos. La
complejidad de las enzimas celulasa se por la degradacion de la celulosa que esta
denomina como glicosil hidrolasas o glicohidrolasas. Estas a su vez hidrolizan
polisacaridos y oligosacaridos de moléculas de azucar. Esta molécula que es la
glucosa cumple dos funciones: una rompe los enlaces de hidrogeno libres de la
cadena de glucosa para realizar otrahidrolisis, y la otra cumple el papel de

hidrolizar estas cadenas para formar glucosa y celobiosa (Cortez, 2015).
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El sistema de celulasas esta conformado por tres enzimas; las Endogluconasas:
que tiene la funcion reducir la polimerizacién rompiendo la cadena de la celulosa
por cortes al azar, dandose la produccion de disacaridos, trisacéridos, las
exogluconasas: principalmente producen cortes secuenciales en la molécula
partiendo de los extremos de la cadena generando celobiohidrolasas
exocelobiohidrolasas (Angelo, 2004) y las B-glucosidicas que son de cadena corta
que formando celobiosa y otros -1,4- oligoglucosidicos produciendo una accién

degradativa final de la hidrolisis que es la glucosa. (Moore, 1998).

3.2.3.1 Microorganismos celuloliticos
La transformacion bioldgica para la formacion de biomasa celulésica
ocurre a través de la hidrolisis, quimica. y esta por enzimas, celulasas,
producidas por microorganismos que desempefian un papel importante
del reciclaje (YYang, 2011). Dentro de los microorganismos se encuentran
bacterias, actinomicetos y hongos, tanto aerobios como anaerobios,
mesdfilos y terméfilos. Cada grupo de microorganismos de acuerdo con
sus caracteristicas fisioldgicas se adapta a algunos materiales en
particular y es necesario determinar, de acuerdo con las caracteristicas de

la biomasa, las especies mas adecuadas para su manejo.

Los microorganismos degradadores de celulosa incluyen hongos y
bacterias, aerobios y anaerobios, mesoéfilos y termofilos que ocupan una
variedad de habitats, (Aubert, 1988). Entre los hongos celuloliticos se
destacan: Trichoderma reesei, Phanerochaete chrysosporium,
Fusarium solani, Penicullum funiculosum, Trichoderma koningii,
Sporotrix Sp., Alternaria Sp., Geotrichum Sp., Rhizoctonia Sp.,
Trametes Sp., Paecilomyces Sp., Mucor Sp., Cladosporium Sp.,

Bulgaria Sp., Chaetomiun Sp., Helotium Sp., Aspergullus Sp.

Las bacterias celuloliticas mas abundantes y conocidas son las aerobias
entre las cuales se pueden citar: Cellilomonas Sp., Microbispora
bispora, Thermomonospora Sp., Cytoplagae Sp., Corynebacteriumsp.,
Vibrio Sp., Bacillus Sp., Pseudonomas Sp., Thermobifidia Sp.
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Ademas, se encuentran algunos anaerobios como: Acetivibrio
cellulolitycus, Butivibrio Sp., Bacteroides cellulosolvens, Bacteroides
siccinogenes, Clostridium cellulovorans, Clostridium thermocellum,
Ruminococusalbus Sp. Ruminococus flavefaciens (Lynd et al, 2002).
Entre los actimicetesse destacan: Streptomycetes drozdowiczii,
Streptomycetes cellulololytis (Semedo et al, 2004; Grigoresvki, et al,
2005; Li 1997), Thermospora curvata, Thermospora chromogena,

Thermospora alba y Thermomobifidia fusca (Ramirez y Coha, 2003).

Tabla 2 — Bacterias con alta actividad especifica de celulasas.

. ] Actividad especifica (Umol.min - pH

Microorganismos .
1.mg-1) optimo

Bacillus subtilis  Clostridium 514 5-7
Thermocellum  Strptomycetes 428 7
murinus Bacillus macerans 6.7 6
Bacillus sp. 5030 6
369.6 6

Nota. (Howard et al, 2003)

Tabla 3 — Hongos con alta actividad especifica de celulasas.

Microorganismo Actividad especifica (Umol.min - pH
Lmg?) 6ptimo

Sclerotium  rolfsii 475
Aspergillus  niger 194 3.3
Achlya bisexulis 7840 5
Orppinomyces  sp. 3659 6
Rizhopus chinensis 4800 5.8
Penicillum 405 ND 4.2
Brefeldianum

Nota. (Howard et al., 2003)

3.2.3.2 Mecanismo de conversion bildgica de la celulosa a glucosa

El mecanismo de accion de las celulasas se muestra en la Figura 2.
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Figura 2 — Accion coordinada de las celulasas sobre la celulosa amorfa y cristalina.

Fuente: (Tamariz, 2014).
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3.2.3.3 Determinaciones de la actividad enzimatica

La importancia de determinar la actividad enzimatica celulolitica es que
permite ver la eficiencia y el rendimiento especificamente. Los ensayos
para cuantificar la actividad enziméatica desde su complejidad de las
celulasas se dan de dos maneras: una es para separar individualmente la
actividad enzimética de cada enzima, es decir; la actividad enzimética
endoglucanasas, la actividad enzimatica exoglucanasas y la actividad
enzimatica 3-glucosidasas. Y la otra que mide la actividad celulasa total
con denominacién (FPAsa), se hace mencion también para determinar la
actividad enziméatica de las endoglucanasas se utiliza la
carboximetilcelulosa (CMC) y esta se mide con frecuencia en la celulasa
soluble de alto grado de polimerizacién. (Zhang, et al., 2006). En accion
de las endoglucanasas sobre este sustrato celulésico se da la disminucion
de la viscosidad o el incremento de los extremos reductores determinado

-por el ensayo de azUcares reductores.

El papel filtro Whatman (FPAsa) es otro sustrato insoluble para evaluar
la actividad de las celulasas total, por otro lado, estd la celulosa
microcristalina seguido del método analitico del Acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (Ghose, 1987; Miller, 1959). que cuantifica

azucares reductores producto de la hidrolisis de la celulasa

También existen métodos semicuantitativos siendo la base (la celulosa y
el CMC). la actividad endoglucanasa también se puede detectar
comodamente en placas de agar de polisacaridos residuales con diversos
tintes de colores, que son adsorbidos por largas cadenas de polisacaridos
(Fuldp y Ponyi, 1997).

Los investigadores Teather y Wood (1982), reportaron que el rojo Congo
y lo establecieron como método colorimétrico, ya que este podia ser
usado en los ensayos evidenciando de esta manera la hidrdlisis de
polisacaridos ya que este colorante rojo Congo forma complejos con las
moléculas aun no hidrolizadas, se observara asi aclaramiento alrededor
de las colonias, facilitando la diferenciar los microorganismos
celuloliticos y no celuloliticos
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3.2.3.4 Ensayo de actividad de papel filtro (FPAsa) para celulasas

Este ensayo esta propuesto por la (IUPAC) Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada Bésicamente, este meétodo mide la capacidad
de la celulasa para hidrolizar las regiones cristalina y amorfa de la
celulosa. Por lo tanto, generalmente se cree que el ensayo de FPAsa es la
mejor medida de las actividades tanto del tipo endo y exo en una celulasa,
utilizando una tira de (papel de filtro Whatman # 1, 50 mg, 1 X 6 cm)
durante 1 hora de reaccién en la temperatura dada.

3.2.3.5 Determinacion de azucares reductores por la técnica DNS

Para la determinacion de azucares reductores frecuentemente se utiliza el
método del (&cido 3,5 dinitrosalicilico) con las siglas DNS o también se
puede utilizar el método de deteccién de azucares reductores con poca
inferencia a la celulasa peo con alto grado de deteccion de azucares,
método llamado Nelson Somogy (Percival et al., 2006),

Ademas, se utiliza glucosa para las reacciones de la inferencia de la
celulasa y esta va determinar la obtencion de la curva patron de la
calibracion del método. por otro lado, la reaccidn catalitica se dara con el
(DNS) écido dinitrosalicilico (Cortez, 2015).

cualquier método colorimétrico consiste en obtener curvas completas
mediante el control directo y continuo de la reaccién, primero es
necesario realizar una curva patron que sirva de apoyo en la
determinacion de la concentracion deseada, la curva se elabora con una

disolucion cuya concentracion es conocida (Solis, 2015).

Miller en 1959, cita que técnica del DNS se ve la reduccion de azucares
reductores con la presencia de un grupo carbonilo libre(C=0), oxidando
la glucosa como grupo funcional de los azucares (Miller, 1959).

De esta manera el 3,5-dinitrosalicilico que inicialmente es de color
amarillo, cambia a acido 3-amino-5-nitrosalicilico presentando un color
rojo ladrillo producto de la reaccion y oxidacion, la coloracion cambia
por la concentracion de azucares reductores presentes, y esta se determina

con un espectrofotometro mediante una lectura de la absorbancia por
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densidad éptica. Aplicando la ley de Lambert-Beer Miller, 1959).

Existen condiciones para la utilizacion de la lectura del DNS que a la vez
influyen en la prueba, como el tiempo de reaccion, temperatura del agua
de calentamiento, transferencia de calor, tiempo de preparacion del
reactivo, la proporcion de glucosa presente los cuales son ignorados al

elabora una prueba (Tamariz, 2014).

3.2.4 Los basidiomicetos
El conjunto de hongos generalmente esta caracterizado por la diversidad de
produccion de esporas sexuales, es de alli que su estrctura es conocida como
basidios, los cuales al madurar tienden a expulsar basidiosporas al medio ambiente

en el cual se encuentran.

Figura 3 — Estructura del carpé6foro de un basidiomiceto, basidias y basidiosporas

Nota. A (Kobold, 2000), B) (Deacon, 2005).

El micelio es producido por el hongo a pesar que estén en condiciones
desfavorables, estos buscan acondicionarse al medio, de manera que su
alimentacion a base de madera u otro tipo de nutrientes. Usualmente estos
hongos tienen una forma de abanico, y se presenta de en su mayoria de un color

amarillento, blanco o naranja. (Sanchez y Royse, 2002).

Estos micelios pueden formar tejidos en la etapa sexual, asi dando lugar a nuevos
cuerpos fructiferos de diferentes tamafios, formas, colores y caracteristicas
distintas a cada una de ellas donde algunos pueden ser carnosos, gelatinosos,
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corcho, suaves etc.

Estos basidiocarpianos pueden mostrar sus basidios desde un principio y pueden
estar abiertos o cerrados durante su etapa, de la misma forma estas especies son
liberados cuando existe una abertura que seda a través de la desintegracion. Estos
contienen carbones y royas que son dafiinas para los cultivos. Asi mismo
encontramos algunas especies de hongos que son comestibles y que también
sirven para descomponer o desintegran maderas forestales (Sanchez y Royse;
2002).

»Sombrero
"Lamina « =
>~

Laminilla < — -

"Himenio <« —

[ERRRR BRI 11 : TR LY
» Micelio

Figura 4 — Esquematizacion de las partes basidiomiceto.

Nota. (Sanchez y Royse, 2002).

3.2.4.1 Reproducciony ciclo de vida
La reproduccién es la continuidad propia de las especies y con
caracteristicas de la misma, y en este caso de las setas existe dos tipos
de reproduccion segun su especie, ya puede ser sexual y el otro es
asexual, donde este ultimo que es de tipo asexual no contiene fusion

nuclear y se le llama también como vegetativa.

Para dar luz a nuevas cepas puede ser cuando existe una ruptura del
micelio poniéndole en una temperatura y humedad que estén en buenas
condiciones o también a través del sustrato esto se realiza en los
laboratorios para aumentar la reproduccion manteniendo las mismas

caracteristicas de los hongos que son comestibles y cultivables.
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El hongo que cumple la funcion de la reproduccion de esporas son
aquellos que tienen células madres sin embargo los basidiomicetos
contienen las mismas que también se le conoce con el nombre de
basidios. Este tipo de hongo su forma de reproduccion lo realiza cuando
las esporas de sus células madres son lanzadas hacia afuera para la
multiplicacion del mismo. Pero cuando el lugar es favorable y es donde

fue depositado las esporas entonces dara luz al micelio

Este se desarrollaré bajo tierra, y se mezclara con diferentes esporas del
micelio y a si dar lugar a un nuevo micelio secundario, luego se
desarrollara, sera diferente hasta tener el fructificacion. Pero para que
exista este tipo de fructificacion es necesario que exista una fusion de
dos micelios homocarioticos y que sean de la misma especie para que
cuando estas dos se separen del punto de contacto puedan construir

compartimientos hifales de citoplasma.

Este tipo de micelio heterocarion se desarrolla y multiplica de forma
independiente, especialmente en los laboratorios manteniendo las
mismas caracteristicas de produccion y con la misma calidad de estos
hongos comestibles, para luego ser comercializados a los productores

de este tipo de hongos.

Es por ello que existe una diversidad de laboratorios que apuestan,
debido a la excesiva demanda que exige el mercado nacional, e
internacional, apostando asi por el consumo, de este producto. (Sanchez
y Royse, 2002)

El suelo que tenga las condiciones del medio favorable donde la
humedad es adecuada para el desarrollo de las setas y es por seguro que
mostrara a su expulsién de sus esporas hacia afuera dando lugar al
origen un nuevo ciclo de vida biolégica del hongo. Incluso cuando, si existe
cambios en los factores que intervienen para el crecimiento del basidiocarpos
como la temperatura del suelo, la humedad etc. (Mendivil, 1996).

En ese sentido claramente se puede apreciar que existe factores
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determinantes para que el hongo se desarrolle, dichas condiciones estan
referidas a la himedas, el suelo, el clima, el calor entre otros factores
que son la razon de dar origen al hongo.

La Figura 5 ilustra el ciclo biolégico general de un hongo

basidiomiceto.

desarrollo

Primordio
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O é FERTILI-
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Basidiocarpo en
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Micelio Esporas
_ monocariotico
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dicariotico

Estipe \

Figura 5 — Ciclo biol6gico general de un hongo basidiomiceto

Nota. (Mendivil, 1996).

3.2.4.2 Fases de crecimiento

El crecimiento depende de las condiciones para su mayor desarrollo,
del micelio puede ser un medio solido o un medio liquido. Donde si el
medio es continuamente agitado podra alcanzar su maximo volumen de
desarrollo sin embargo del medio liquido su desarrollo es de forma
tipica y solamente surge en la superficie y es parecido a los otros hongos
que tienen como fases: Latencia, exponencial, declive, estacionaria y

fallecimiento.

La transformacion podemos mostrar graficamente las etapas del ciclo

de vida del hongo en una curva que se ilustra en la Figura 5. Cuando se
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da el surgimiento de un hongo en sus distintas fases hasta llegar a una

etapa de fructificacion (Marquez, 1999). Por tanto, esta fase de

crecimiento, es muy importante considerar la importancia del cultivo de

hongo, de tal forma que teniendo en cuenta que el hongo, si le das una

adecuada condicion pues este tiende a desarrollarse sin mostrar

problema.

a)

b)

Fase de latencia

La fase de la latencia se da despues que el hongo haya sido
introducido en la tierra para su crecimiento y surgimiento durante
su desarrollo. Pero si el hongo fue dafiado en el momento de
introducir a la tierra entonces sus paredes celulares se prepararan
para dar nuevas germinaciones para su mejor desarrollo. El
tiempo de esta fase varia y también depende mucho de la
condicion medio ambiental como la humedad, composicién de
nutrientes del terreno y otras caracteristicas para el normal
surgimiento de estos hongos también tiene que ver mucho el tipo
y estado en que se encuentre el hongo y sino resulta esta fase
entonces se podria a volver a sembrar para tener mejores

resultados. (Sanchez y Royse, 2002).

Por tanto, ciertamente la fase de latencia comprende a la
inoculacién del hongo, que a pesar que el hongo presente dafios
pues de este es capaz de crear su pared celular de manera que,
lograra adecuarse para poder mostrar puntos que conlleven a su
crecimiento. Entonces, en esta fase el cultivo de hongo exige
tomar en cuenta el estado fisiologico del hongo y ademas la
composicién, ph y la temperatura adecuada o mejor dicho éptimo

para su crecimiento.

Fase exponencial

En cuanto a la fase exponencial el hongo alcanza a su maximo
desarrollo de crecimiento de acuerdo a las condicionen en que
este se encuentre como el medio de cultivo. Los hongos tienen

una variacién en el crecimiento y sirven para realizar algunas
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anticipaciones cuando se desarrollan en distintos sustratos y a si
tener mejores resultados en el cultivo de los hongos. (Sanchez y
Royse, 2002). Esta fase claramente nos indica que el cultivo de
hongo muestra una celeridad en su produccién, pero, es de
consideracidn tener en cuenta el medio liquido que si es acertado
el hongo se adaptara con mucha facilidad, de tal forma que el

hongo aproveche, su maximo desarrollo.

c) Fase de declinacion
La fase de la declinacion se da cuando las condiciones de los
nutrientes no son suficientes dentro del cultivo, de los hongos
para su normal crecimiento y desarrollo continuo de la misma,
donde estos se pueden observar cuando el hongo no alcanza su
maximo crecimiento requerido y si se siguen cultivando en estas
condiciones es mas probable que exista una extincion
paulatinamente de la cepa. (Sanchez y Royse, 2002). Pues tener
en cuenta la importancia de nutrir al cultivo de los hongos, pues
se evita la escasa produccion, o disminucion, de manera que los

prejuicios pueden conllevar hasta la pérdida total de las mismas.

d) Fase estacionaria'y muerte
Esta fase es la etapa final del crecimiento del hongo, sin embargo,
si el hongo es resembrado nuevamente y en condiciones
favorables optimas entonces si puede llegas a crecer, pero el
tiempo crecimiento sera mucho mas largo y también se corre el
riesgo de que mueran antes de terminar su desarrollo porque en
esta etapa estacionaria existen enzimas que producen la muerte de
los hongos (Sanchez y Royse, 2002). Como todo ser vivo los
hongos también cumplen con un ciclo de vida, de manera que
teniendo los factores favorables para su desarrollo también es
importante tener en cuenta las estaciones, de tal manera que en
algunas estaciones estos pueden ser claramente condiciones

desfavorables para su desarrollo y logrando asi su extincion.
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En la figura, para medir el crecimiento existe dos métodos
alternativos: uno tomando en cuenta el incremento de la biomasa
fungica y el segundo midiendo la variacion de la concentracion
de algin componente celular (la produccion del CO2, etc.). Para
la presente investigacion del cultivo de hongos tiene un interés de
forma particular sobre la rapidez de las germinaciones dentro del
sustrato, porque se realiza en forma continua el analisis micelial
de la colonia. Para lo cual esto nos ayuda a conocer la
temperatura, el pH del terreno de cultivo sin embargo se ha
determinado que existe baja utilidad para realizar las predicciones
en cuanto la produccion de los cuerpos fructiferos y también sobre

el cultivo de los hongos. (Sanchez y Royse, 2002).
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Figura 6 — Fases del crecimiento de un basidiomiceto.

Nota. (Marquez, 1999).

3.2.5 Cultivo de hongos celuloliticos
Desde el punto de vista con Stolovia, Gargova y krastonov, (2005), “el cultivo
de microorganismos puede aumentar la produccion de acido acético, el
contenido de vitaminas en alimentos fermentados, y la produccién de enzimas.
Estos autores han reportado que, dependiendo de las condiciones de cultivo
utilizado, el cultivo de Thermoascus aurantiacus y A. niger se encuentra en la
actividad lacasa, celulosa, a-amilasa y glucosamilasa en comparacién con las
concentraciones obtenidas individualmente por cada especie”. En esa misma

linea, Gutiérrez y Tengerdy (1997), definen que la importancia de biomasa
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celular no esté relacionada con las enzimas, aunque estos interaccionan. En talfi
sentido, hacer cultivos de monocultivo genera la buena produccion, su
adaptacion y la utilizacion del substrato. En ese sentido los microorganismos son
los que transforman los sutratos, pero para ello se requier grandes poblaciones
de estos (Taniguchi y Tanaka, 2004). Por tanto, para la “degradacion de la
celulosa, los tres componentes enzimaticos, endoglucanasas (EG),
celobiohidrolasas (CBH) y B-glucosidasas tienen que estar presentes en grandes
concentraciones. Ninguna de las cepas, incluyendo los mejores mutantes, es
capaz de producir altas concentraciones de los tres tipos de enzimas al mismo
tiempo. Por ejemplo, T. reesei produce CBHs y EGs en altas cantidades, pero la
actividad B-glucosidasa es baja a diferencia de A. niger que produce mas -

glucosidasa, pero la EG es limitada” (Dashtban et al., 2009).

Sistemas de fermentacion

Un sistema del proceso de la fermentacion se puede hacer en forma natural o
artificial o también puede existir una clasificacion de acuerdo al sustrato que se
vaya a utilizar de la misma manera este tipo de fermentacion se realiza a través
de la utilizacion de la descomposicién organica ya que estos microorganismos

producen enzimas (Sanchez, 2017).

Para estos sistemas de produccion de enzimas lo primero que se realiza es la
clasificacion acuerdo a los componentes bioldgicos que tienen las células y luego
pasar a la fermentacion donde también existen tres tipos de fermentacion como
son: “fermentacion sumergida” (FS), fermentacion por adhesion a superficies
(FAS) y fermentacion con células inmovilizadas (FCI). A continuacion,

desarrollaremos cada sistema de fermentacién

3.2.6.1 Sistema sumergido (FS)
La fermentacion sumergida se da en las industrias, el cual consiste en
la produccion de microorganismos de estas mismas dandole la
suspension a los nutrientes que estan en una forma de particulas sélidas.
(Frost y Moss, 1987) Ademas, de la observacion mas comunes de los
microorganismos que se ocupan del crecimiento puro como la vida
unicelular que posteriormente al ser diluido se pueden realizar estudios

dentro de un cultivo liquido este tipo de surgimiento esta predominado
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en un estudio fisiolégico microbiana, la patogénesis y los usos en los
laboratorios. “Sin embargo, este tipo de fermentacién dio lugar después
a la produccion de la penicilina industrial en la década de 1940 hasta la
ingenieria bioldgica y de los enormes avances en todos los campos de
la tecnologia de fermentacién sumergida” Gutiérrez y Villena 2010
citado por (Cortes, 2015, p. 11)

3.2.6.2 Fermentaciones por adhesion a superficies (FAS)
Este tipo de fermentacion es donde los microorganismos crecen dentro
de un soporte natural o sintético. Del mismo modo Gutiérrez y Villena
(2003), quien inicio con su propuesta de la fermentacion por adhesion
que explica que los hongos tienen su desarrollo y surgimiento en
superficies solidos que pueden ser naturales o sintéticos donde se
producen algunos cambios fenotipicos que le ayudan estar juntos
constituyendo una biopelicula. En este tipo de proceso, las esporas de
los hongos se adhieren a un soporte solido que puede ser de forma
natural o también sintético, esto se da gracias sus alimentos como las
proteinas que tienen como nombre hidrofobinas que son originadas por
los ascomicetos, también los basidiomicetos y por ultimo por algunas
zigomicetos. Las hidrofobias compactan la incorporacion de las esporas
para empezar su desarrollo o crecimiento sobre el soporte constituido
en una biopelicula la cual estara inmovilizada lo cual esto ayudara a la
recuperacion del micelio y asi utilizar en otros ciclos de nuevas

fermentaciones.

3.2.6.3 Fermentaciones en sustrato solido (FSS)
La fermentacién en sustrato solido es producida por microorganismos
que generalmente usados para elaboracion de nutrientes que son
fermentados, en lugares sélidos y con pocas cantidades de agua de la
misma forma también tiene que tener mayores cantidades de
porosidades esto le ayudara a contraer mas agua y mantenerle con una
humedad de 30 a 80%, para luego ser alimentos tradicionales de los
animales, energizantes, y posteriormente se aumentd su produccion o
elaboracion enzimas, productos farmacéuticos e insecticidas.

“Actualmente se adapta a nuevos propdsitos, a partir de la cual se han
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generado nuevas propuestas para areas especificas como la
Microbiologia, la Farmacéutica y la Bioquimica” (Fernandez, 2006).
Las ventajas de la FFS incluyen la simplicidad, menores costos de

produccion y alta produccion de enzimas (Da costa et al., 2012)

3.2.6.4 Fermentaciones por biopeliculas

Este tipo de fermentaciones de las bacterias que posteriormente tienen
un desarrollo en forma de biopeliculas, se puede indicar que las
integraciones de diferentes genes dardn origen a nuevos fenotipos de
organismos. Aunque las biopeliculas bacterianas se realizaron estudios
profundos en distintos niveles mientras que a las biomoléculas fungicas
se les dieron menos importancia, de la misma forma dentro de la
naturaleza existe una adaptacion normal del surgimiento o desarrollo de
los hongos filamentosos que se dan en la superficie y es muy diferente
el comportamiento fisiolégico en cuanto al cultivo sumergido, mientras
los hongos adheridos van aumentando de la produccién y secrecion de
enzimas con una diferencia de caracteristicas que no existen en cultivos
sumergidos, sino que se encontron en cultivos de estado sélido. (Villena
etal., 2001)

a) ¢éQué es una biopelicula?
La biopelicula son un conjunto de células de microorganismos que
son ligados a la superficie gracias a la expulsion de una sustancia
Ilamada exopolimero donde se caracteriza independientemente por
la asistencia de canales internos ensefiando un parecido con el
surgimiento en las fermentaciones en sustratos solidos mientras
que son notoriamente distintos a la morfologia de pellet,

caracteristica de la fermentacion sumergida (Villena, 2006).

En la actualidad los microbios no pueden sobrevivir de forma
solitaria en la naturaleza mas por el contrario estos crecen como
biopeliculas 'y sus caracteristicas no son alteradas
significativamente sin embargo estos individuos forman un
conjunto estructural mostrando algunas caracteristicas similares de
los tipos de células biopeliculas, haciendo una similitud con las

contrapartes de estos organismos que aumenta el incremento
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notable de la tolerancia a agentes fisicos como también quimicos, y
los agentes bioldgicos.“Uno de los rasgos mas llamativos y
sistematicamente presente en las poblaciones microbianas de
crecimiento como las biopeliculas en su aumento a la resistencia

intrinseca a los agentes antimicrobianos” (Harding et al., 2011)

b) Formacion de una biopelicula
La formacidon de la biopelicula se da en tres fases: donde la fase
inicial es la adsorcion que es favorecida para las esporas a través
de la hidrofobicidad, seguidamente es la fase del desarrollo inicial
del crecimiento como es la germinacion que tiene una duracién de
4 y 10 horas para llegar a la superficie y poder observarse la
completa colonizacion luego llegar a su fase de su maduracién la
cual tiene su incremento en su tamafio, peso de su biomasa desde
los 48 horas hasta las 120 horas asi aumentandose en un 55% en la

produccién.

Donde la mayoria de los hongos filamentosos se dan sus
crecimientos en la superficie y esto necesita estar siempre cerca del
sustrato ya que son sus alimentos de nutricion heterotréfica,
secrecién de enzimas donde ayudan a descomponer los alimentos

que consume el cuerpo humano. (Villena et al., 2001)

“Muchas especies ademas condicionan su supervivencia a una
adecuada adhesion de estructuras de dispersion, principalmente

esporas, para una posterior colonizacion del sustrato” (Jones, 1994)

El consentimiento de las esporas de los hongos tiene que ver mucho
con la superficie que son arrugadas y estar en formas liquidas que
forman una almohadilla con esporas y con el soporte. (Troung et al
2004 y Verma et al, 2010), para lo cual estos estan bajo los factores
medio ambientales, fisicos y también quimicos, los
microorganismos como también las superficies tienen fuerzas
negativas que generan repulsion electrostatica ya que se puede

disminuir con la fuerza de inclinacion temporal tipo van der Waals
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sin embargo, no estd completamente definido para el caso de

hongos, el mecanismo exacto de adhesion (Jones, (1994.

Figura 7 — Microfotografia del proceso de formacion de la biopelicula con A. Niger.

Nota. (Villena et al., 2001)

En la figura 7, el proceso de formacion de biopeliculas en A. Niger

implica:

e Adhesion inicial de esporas a una superficie mediada por

sustancias adhesivas (adhesivo pad).

e Generacion de esporas y elongacién de hifas con produccion

de matriz extracelular

e Colonizacién de la superficie y Desarrollo de la biopelicula
madura con presencia de canales.
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Figura 8 — Proceso de adhesmn de hongos filamentosos a superficie

Nota. Proceso de adhesién de hongos filamentosos a superficie.
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3.2.7 Aplicaciones industriales del hidrolisis de la celulasa y sus productos

Los estudios realizados en los afios setenta sobre la hidrolisis enzimatica de
celulosa, en estos tiempos encontraron varios estudios que detectaron falencias
en la parte técnica y también econémica que tiene que ver mucho con el proceso
Un estudio realizado por Mandels y Andreotti quien quiso averiguar sobre la
existencia que hay de las limitaciones y las falencias que existe durante el
proceso de la fermentacion de la produccion en cantidades grades de las
celulosas, para lo cual se pudo detectar que existe pocas cantidades que estén
disponibles de los sustratos que serian apropiados y también los tratamientos son
muy costosos de misma forma también son muy costos la adquisicion de las
enzimas. (Mandels y Andreotti, 1978). quien menciona gque durante las tres

décadas transcurridos se llegaron a superar es tas dos limitaciones que existieron.

Para seguir elaborando la produccion de enzimas sus costos siguen siendo una
limitante y esto afecta mucho en en las industrias que se encargan de producir
los azucares solubles. De la misma manera existen otras difultades para la
produccion de hongos de genero Trichoderma debido a que su sistema de
celulosas es deficiente en celobiosa. La acumulacion del disacarido celobiosa,
que crea fuerza para impedir de las enzimas que son producidos en el producto
final y la consecuencia de limitancia sobre la sintesis actividad de las enzimas.
(Zaldivar et al, 2001).

Para poder hacer la elaboracion de glucosa a partir de celulosa que se produce a
través de un conjunto de enzimas también conocidos como hidrolasas, que exista
una viabilidad del proceso financieramente y se dieron mas importancia a los
estudios de investigacién y accion. Para el aumento y mejoramiento de la
actividad enzimatica tuvo que ver mucho con la contribucién de diferentes
factores y a si tener un crecimiento de cinco a quince del estado actual.

Para lograr el propdsito se propone:

e Perfeccionar la sustancia para aguantar los cambios de la organizacion
quimica ya sea por desintegracion del complejo enzimatico; a una
temperatura elevada que se da un incremento exponencial de la actividad

enzimatica ya que este proceso ayuda a mejorar el proceso.
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e Reducir el emparejamiento de las enzimas-sustratos no productiva para
esquivar la densidad hacer toda de las enzimas se observa la reduccion de la

interrelacion, por lo cual no sucede con la hidrolisis celulosa.

e Incrementar la constante catalitica de la celulosa, a través una mejor

cooperacion entre los elementos mas complicados celulolitica.

e Para impedir y disminuir la retroalimentacion, lo que permita la mayor
comprension en el disefio de procesos y asi conseguir materias primas de

menor costo para la produccion de celulosa.

En cuanto al proceso de produccion de las enzimas son influenciados por las
variables para la disminucion de los costos, el tipo de materia prima, la tasa de
expresion de la proteina y el tiempo de fermentacion (Hettenhaus, Glassner;
1997).

Los hidrolisis de celulosa se producen azucares a través de las fermentaciones
donde estos son aprovechados en diferentes tipos de usos debido a los precios
altos de la gasolina, estos son derivados de la fermentacion de los carbohidratos
y luego ser producen el etanol y darlo su utilidad como combustible. En el siglo
IX utilizaron los tiramientos con acidos fuertes en los desechos de madera,
también se podia tener mesclas de azucares fermentable. En el 1990 también se
descubrié que la dextrosa es convertida a través de la aplicacion del acido
sulfurico en las maderas. “Desde entonces varios procesos han producido
rendimiento de 16 a 40 galones de etanol al 100% por tonelada de madera seca”
(Johannensen, 1991).

Los crecimientos de los microorganismos se dan cuando estan dentro de la
mescla de los azucares, y las levaduras fermentan a los azucares de cinco
carbonos de la misma forma la produccién de las glucosas son generalmente
fermentadas por la levadura, y la bacteria Xymomonas mobilis este tipo de
bacterias son méas usas por las industrias que se encargan en la produccion de
gaseosas 0 bebidas que contienen alcohdlicas. Las fases de fermentacion se dan

en forma desunida por lo que tienen dificultades para su aprovechamiento de

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



MICAELA BASTIDAS
o

-37 de 103-
todos los materiales biomasicos ya que la celulosa es el origen de los zucares de
menor costo, la cantidad de uso de este material influye de manera significativa

a los costos de produccion de etanol. (Johannesen, 1991)

La produccién del etanol se consigue mediante el uso de enzimas a la hidrolisis
del material lignocelulosico, esto se hace solo para reemplazarlo la fase de la
hidrolisis acida. Esto se conoce como hidrolisis y fermentaciones separadas
(HFS). Una transformacion importante al proceso de hidrolisis enzimética de
biomasa fue la introduccion de la sacarificacion y fermentacion simultanea
(SFS), sin embargo, fue mejorando recientemente para incluirlo en la
cofermentacion de diferentes azucares. En el proceso SFS se mescla la celulosa
y los microbios fermentadores; al momento de elaborarse los azucares simples

lo cambian a etanol (Johannesen, 1991).

2.1 Marco conceptual

a)

b)

d)

Biomasa. La biomasa es una energia que son producidos a través de la vida
bioldgica de los vegetales, animales y también de los desechos que son de origen
organico. Donde todas estas energias son aprovechados como nutrientes y también

pueden ser utilizados como combustible.

Hidrolisis de la celulosa. Es el proceso catalizado, producto de las enzimas que se
denominadas celulosas, cuya finalidad es la desintegracion de la celulosa. (Gémez,
2008).

Enzimas. Son proteinas dificultosas que tienden a realizar cambios quimicos, cuya
funcién es catalizar las reacciones que realizan los seres vivos. Tambien son
altamente selectivas para la reaccion que catalizan. Estas se unen a un sustrato y lo
biotransforman. Especificamente, hidrolizan y sintetizan un compuesto en
particular. En algunos casos, su accion esta limitada a ligaciones especificas dentro

de los compuestos con los cuales ejercen reaccion. (Vargas, 2006)

Enzimas celuloliticas. Las enzimas celuloliticas son compuestos de los seres

bioldgicos de naturaleza proteica que se especializan en el desdoblamiento de la
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celulosa en particulas de glucosa, al reaccionar especificamente en el enlace 4,1
glucosidico (Pelczary, 1984) que corresponden a preparados celuloliticos desde los

microorganismos como hongos aerébicos o también podria ser como termofilas.

FPAsa. Se denomina de esta manera a la metodologia para determinar la actividad
enzimatica total celulolitica de una muestra, las siglas corresponden al nombre en
inglés (filter paper assay), y fue estandarizada y aceptada por la International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). (Ghose, 1987).

Azucares reductores. Los azUcares reductores son aquellos que provocan desorden
de las proteinas mediante una reaccién de Maillard. Estos reductores poseen un
conjunto de carbonillo y también a través del mismo reacciona como oxidantes,
donde estas caracteristicas que posee ayuda a conocer la gran cantidad de azucares
que tiene mediante una disolucién para medir la cantidad del oxidante que es
disminuido, asi como sucede en de conocer la cantidad de glucosa en la metodologia
del reactivo DNS, (Lehninger, 1988).
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CAPITULO IV
DISENO METODOLOGICO

Tipo de la investigacion
Segun su finalidad, el tipo de investigacion es basica, puesto que se pretende incrementar
el conocimiento existente sobre los basidiomicetos procedentes del Santuario Nacional

del Ampay Yy su potencial como productores de celulasas.

Segun a los factores de estudio, el tipo de investigacion es de tipo Experimental ya que
se va a ver como actuan las variables independientes (basidiomicetos, condiciones
experimentales) sobre la variable dependiente (actividad enzimatica celulolitica total,

consumo de fuente de carbono y la productividad volumétrica (Causa- efecto).

Disefio de la investigacion

Para la presente investigacion se utilizé el método cientifico experimental, basado en un
disefio factorial, el cual se expresa de la siguiente manera: 2X2X5 (se ha manipulado dos
pH, dos temperaturas y cinco codigos de basidiomicetos), haciendo un total de veinte
tratamientos experimentales, cada tratamiento se realizd por triplicado, para poder

trabajar la parte estadistica de la experimentacion 1(véase anexo 2-2.1).

Los pHs alcalino y acido son referencia que determinaran en que condicién (acida o
basica) se puede trabajar la aplicacion de las enzimas. Para el cual se manipulo equipos e
instrumentos del Laboratorio de Biotecnologia Agroindustrial, de la Escuela Académica
Profesional de Ingenieria Agroindustrial en la Universidad Nacional Micaela Bastidas de

Apurimac.

Poblacion y muestra

4.3.1 Poblacion
La poblacion de trabajo para la investigacion de cuantificacion de la actividad
enzimatica celuldlitica total (FPAsa) fueron cepas de basidiomicetos tomadas

del laboratorio de biotecnologia agroindustrial de la escuela académica
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profesional de ingenieria agroindustrial.

4.3.1.1 Tamaio de la muestra
Se trabajo con cinco cepas de basidiomicetos seleccionadas con una
técnica de barrido (screening) cualitativo. Cultivandose a 48 h en agar
celulosa. la actividad celulolitica se evidencio utilizando reactivo Rojo
Congo siguiendo la metodologia propuesta por Teather y Wood en
1982.

4.5 Procedimiento de la investigacion
La presente investigacion comprende de ciertas etapas, asi como se puede apreciar en la

tabla a continuacion:
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Tabla 4 — Esquema de experimentacion de las etapas y operaciones de las cinco cepas en estudio.
ETAPAS ETAPA | ETAPA I
Operaciones Acondicionamiento Inoculacion Cultivo Cosecha Anélisis A E
Cepas de hongos ; ;
basidiomicetos
> -0- & >
*Biopelicula
*Concentracion de *Tiempo= 72hr *Filtracién: pavel filtro @ 1°=50°C
Parametros *Limpieza inoculo108 esporas/mL *Temperatura=28°C de Daso raidg P @ T1°=60°C Congelacion
P “PH; 5.5 *Rgfri eracion:4° C o 4.8 -20°C
* 3% de inoculo *Velocidad de g ’ = PH=8.4
agitacion=175rpm
. .
*Esporulamon - R *Biomasa *Productividad volumétrica
orma Temperatura (T°) - L - A i o
Control *Color *pH Contaminacion pH Actividad enzimética
P (FPasa)
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45.1  Etapas de experimentacion
4511 Etapal

a)

b)

Conservacion de los basidiomicetos

Los cuerpos fructiferos de basidiomicetos colectados
anteriormente para diversos tipos de estudios en el laboratorio de
Biotecnologia Agroindustrial de la Escuela Profesional de
Ingeniera Agroindustrial, fueron conservados a -18°C en placas y
en tubos inclinados en un medio de mantenimiento cuya
composicion fue la siguiente: extracto de malta (20 g/L), benomil
(0,004 g/L), tetraciclina (0,4 g/L), y agar nutritivo (15 g/L), y que

cada 20 dias son repicados para evitar la deshidratacion del medio.

Acondicionamiento

A los basidiomicetos conservados en el laboratorio se les realizo
pruebas preliminares, o pruebas de barrido (screning), esta prueba
es de tipo cualitativa y se basa en la decoloracion del colorante
rojo congo el cual evidencia una actividad enzimatica, esto se
realizd para seleccionar cinco cepas que mejor respuesta
cualitativa brindaron en cuanto a produccion de celulasas en
forma cualitativa. Para este procedimiento se siguié el siguiente
procedimiento; se contaron con placas que contenian los hongos
segun el procedimiento descrito, a estas placas se les saco un disco
de 5 mm de didmetro con ayuda de un saca bocado de las placas
con basidiomicetos. Este disco se coloca en el centro de una placa
que contiene medio celulosa (Celulosa Alimentaria 10 g/L,
peptona 2,5 g/L, extracto de levadura 2,5 g/L, Cloruro de calcio
0,5 g/L, Fosfato dibasico de potasio 0,1 g/L, Fosfato monobasico
de potasio 0,1 g/L, Sulfato de Amonio 0,5 g/L, Agar 15g/L). Las
placas se incubaron a 28 ° C, y fueron evaluados cada 24 h para
evaluar halos de inhibicion que indicaron presencia de celulasas,
las placas se sembraron por triplicado para cada hongo. Esto
ayudo a seleccionar las cinco cepas mas productoras

cualitativamente de celulasas.
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Luego a estas cinco cepas preseleccionadas, se les cultivo en un
agar selectivo el cual contiene (extracto de malta (20 g/L), benomil
(0,004 g/L), tetraciclina (0,4 g/L), y agar nutritivo (15 g/L)), para
obtener hifas nuevas y biomasa, asi poder preparar el inoculo

correspondiente.

Formacion de biopelicula

Para la formacién de biopeliculas de las cepas seleccionadas, se
siguio el procedimiento descrito por Villena y Gutiérrez-Correa
(2006) con algunas modificaciones, que incluyen que los
propagulos miceliales fueron desarrollados mediante la
inoculacion de tres discos de agar (5 mm en diametro) perforado
a partir de una placa de agar de 96 horas, en cada matraz de 250
mL que contienen 30 mL de medio de crecimiento. Con la
siguiente composiciéon (g/L): glucosa, levadura, y extracto de
malta, y el pH se ajusto a 5.5. Ademas, cada matraz contenia seis
esferas de vidrio (12 mm en didmetro). Los matraces se incubaron
con agitacion a 28 ° C y 175 rpm durante 72 h. Luego. Este
procedimiento dio una suspension homogénea que se utilizé como
in6culo para todos los experimentos de biopelicula. Se utilizo
como soporte para la formacion de biopeliculas tela de poliéster
en cuadrados de 3.1 x 3.1 cm para 50 mL de medio liquido
(Glucosa, Sulfato de zn, Sulfato de Fe, Pectona, Fosfato acido de
potasio; Urea). Cada matraz de 250 mL contiene 50 mL de medio
de crecimiento y una pieza de soporte la cual fue inoculada con
2.5 mL de suspension de inéculo preparado anteriormente e
incubado a 28 ° C y 175 rpm durante 72 h (Villena y Gutiérrez-
Correa 2006).

Cosecha

Trascurrido las 72 horas de cultivo, las enzimas extracelulares
producidas contenidas en el medio de cultivo se recuperaron
directamente por filtracion en vacio, utilizando papel filtro de paso

rapido, donde se quedd retenida la biomasa producida. El extracto
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crudo se colecté en frascos estériles y se conservd a una
temperatura de -5°C. para su posterior analisis de actividad
enzimatica.

La biomasa retenida en el papel filtro se cuantifico, para tal fin se
llevé a una estufa a 80°C por 24 horas y por diferencia de pesos

se obtuvo los datos.

451.2 Etapall

a)

Determinacion de actividad enzimética:

La actividad enzimatica celulolitica del sistema celulasa fue
determinada utilizando la metodologia del FPAsa, Este método
cuantifica colorimétricamente con la ayuda del reactivo acido di
nitro salicilico (DNS) la cantidad de azucares reductores liberados
como producto de la accion enzimatica sobre un sustrato que en

este caso es el papel filtro.

El procedimiento estandar para el ensayo de papel de filtro que se

siguio fue el siguiente:

e Seagreg6 1 mL de solucion tampén a dos pH (4.8 y 8.4) a un

tubo de ensayo con una tapa.

e Se agreg6 0.5mL de enzima diluida en el buffer. Se trabajé
con dos diluciones de cada muestra de enzima investigada.
Una dilucion deberia liberar un poco menos de 2 mg de

glucosa en las condiciones de reaccién.

e Se agrego una tira de papel de filtro en el tubo de ensayo.

e Se Incub6 a 50 ° C y 60° C (de acuerdo a cada

experimentacién) durante 1 hora.

e Trascurrido el tiempo se agrega 3 mL de reactivo acido dinitro
salicilico (DNS) y esa mezcla se llevé a ebullicion por 5 min.
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e Al terminar el tiempo se retira de la ebullicion y se agregd 5
mL de agua destilada fria, para mezclarlo agitando

vigorosamente con ayuda de un vortex.

e Se leyo la muestra en un espectrofotometro visible a 540 nm

de longitud de onda y se obtuvo la absorbancia de la muestra.

e Referencia: 1,5 mL de tampdén, 3 mL de DNS, 5 min de

ebullicién, 5 mL de agua

b) Calculo de la Actividad Enzimatica:

i.  Se construyo una curva patrén o curva estandar de glucosa
usando concentraciones conocidasde 0.2, 0.4, 0.6, 0.8,y 1 mg
de glucosa /mL de solucién.

ii.  Aestas muestras se les adiciono 3 mL de DNS, se les llevo a
ebulliciéon por 5 minutos, luego se les afiadié 5 mL de agua
destilada fria, y se leyd sus absorbancias con ayuda del
espectrofotdmetro, también a 540 nm de longitud de onda

iii.  Ploteando los datos se obtiene la ecuacion de la recta en la
curva patrén y con ello se calcula las concentraciones de

glucosa en las muestras.

iv.  Se calculd la unidad de FPAsa (FPU) usando la siguiente

ecuacion:

FPU = [glucosa] * 0.38 = FD

Las unidades de FPU se basan en la Unidad Internacional (Ul) 1 1U =1

micromol min-1 de sustrato convertido
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45.2  Flujo del procesamiento
Materia prima
Acondicionamiento [, Seleccion
I
Sales — Inoculacion
|
Cultivo > S.F-FAS
I I
Cosecha Filtracion
| RN
Extracto Biomasa

Determinacion de la
actividad enzimatica

Figura 9 — Diagram de flujo

Nota. Diagrama de flujo de determinacion de la actividad enzimatica de cinco basidiomicetos del Santuario
Nacional del Ampay.

Material e instrumentos de la investigacion

46.1

Materiales

Asa de kolle

Embudo

Erlenmeyer de 25, 200, 250, 500 Ml
Mecheros de alcohol 3 unid

Baker de 500MI

Papel filtro Whatman N° 1

Pipetas de 0.5, 1,2,5,10 Ml
Pipeteador 1 unid

Pinzas 2 unid
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Tela poliéster 3.1 x 3.1

Tubos de ensayo con tapa rosca 50 unid
Placas Petri 50 unid
Porta y cubre objetos

Probetas de 50, 200, 500mL

Equipos

Autoclave FAMAREL — FV 3035: Acero inoxidable (304), Potencia 1.6
KW, Voltaje 220 VAC 60H

Estufa MEMMERT: Rango de temperatura: 5 a 80°C VVolumen interior: 20
litros Humedad: 40 a 90 % H.R

Balanza TRAVELER de OHAUS — TA302: Lectura minima 0.1 g, margen
de error 0.01g.

Microscopio NITLAB: de 100x de aumento, planos crométicos Platina
deslizable x-y con micas y macrofocalizacion y filtros de luz, LAmpara
halégena de 6V, Energia:220-230 VAC 60 HZ

Potenciometro

Refrigeradora MABE: De dos puertas, con sistema antitrust Volumen: 450

litros Peso: 73 kg, Humedad Optima: 70%

Vortex NITLAB: Capacidad: 5-300 rpm Energia: 220-230 VAC 60HZ,

Adaptador de goma para tubos de vidrio y control mecanico

Microondas SAMSUNG: VVolumen: 5 L, Medidas: 27.2x47x38 cm, Pantalla
controlador tactil y LED

Espectrofotémetro UV: I.C.T: MODELO 6405: Rango de longitud de onda:
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320 a 1100 nm (modelo Visible 6400) 190 a 1100 nm (modelo UV-Visible
6405), Resolucién 0,1 nm., Stray light (luz difusa): menor de 0,05% T a 340
nmy 220 nm el modelo UV-Visible, Precision fotométrica + 1nm, Rangos
de medida: -0,3 a 3A /0 a 199,9%T / -300 a 9999 C, Factor de 0 a 9999,

Ruido fotométrico: 1%.

Bafio maria MEMMERT: Rango de temperatura de trabajo en °C: Al menos
5 por encima de la temperatura ambiente hasta +95 con nivel de coccion
adicional (100). Resolucion del indicador/precision de ajuste: 0.1 °C hasta
+99.9 °C/ 1°C a partir de +100°C. Vol. 14 L.

Insumos

Acido dinitro salicilico (DNS) 50g
Hidroxido de sodio 100 g

Bufer fosfato pH 4.8

Phenol de cristales 100g

Agar 100 g

Glucosa 50 g

Hidroxido de sodio 50 g

Sales minerales (g/L): (NH4)2SO4, KH2PO4, (NH2)2CO, CaCl2,
MgSO4*7H?20,

Solucion de metales traza.
Peptona 10 g.

Agar extracto de levadura g.
Agar celulosa g.
Tetraciclina g.

Levadura
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e Benomil

e Extracto de malta

e Sulfato de amonio (NH4) 2S04

e Sulfato de fierro (FeSO4 - 7TH20)

e Fosfato acido de potasio (K2HPO4)

e Cloruro de potasio (KCI)

e Sulfato de magnesio (MgSO4 - 7TH20)
e Urea.

e Tinte rojo congo

Materia prima
La materia prima con la que se trabajo fueron cinco cepas de hongos (basidiomicetos) que
presentaron mayor actividad enzimatica celulolitica cualitativa en medio de agar con rojo

congo, los cinco hongos son procedentes del Santuario Nacional del Ampay

Lugar de ejecucion

El trabajo de investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Biotecnologia
Agroindustrial, en las instalaciones de la Escuela Académico Profesional de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac (UNAMBA).
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Descripcion de resultados
5.1.1 Resultados para biomasa
Para los resultados de biomasa se siguid los procedimientos descritos en
formacion de biopelicula, el proceso consta de tres pasos y toma en total un tiempo
de 10 dias (4 para el crecimiento miceliar, 3 para la formacion de inoculo y 3 para

la formacion de la biopelicula) y los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 5 — Biomasa producida de las cinco cepas de basidiomicetos.

Biomasa promedio
Cepas SD
g/L
BSNA-LB-001 1.696 0.116
BSNA-LB-002 2.902 0.203
BSNA-LB-003 1.934 0.216
BSNA-LB-004 3.769 0.443
BSNA-LB-005 2.644 0.297

Nota. Biomasa producida de las cinco cepas de basidiomicetos

En la tabla 6, se puede observar que el basidiomiceto con cédigo BSNA-LB-004
que pertenece al género Geastrum con méas biomasa generada con la cantidad de
(3.769 £0.443 g/L), mientras que el basidiomiceto con codigo BSNA-LB-001 que
es del género Hygrophorus es el que menos biomasa ha generado con una cantidad
(1.696 £ 0.116 g/L). representado por la siguiente figura.

En la figura 10, se observa la produccion de biomas de las cinco cepas de
basidiomicetos, al evaluarlas de acuerdo a un analisis estadistico segun la prueba
de Tukey (ver Tabla 4 del anexo 3), se evidencia que se han formado tres grupos,
la cepa BSNA-LB-001 con la BSNA-LB-003 forman el primer grupo, luego el
segundo grupo conformado por las cepas BSNA-LB-005, y BSNA-LB-002, y

finamente el tercer grupo la cepa BSNA-LB-004, este ultimo de acuerdo al analisis
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estadistico aplicado indica que es la cepa de hongo que mayor biomasa.

Biomasa / cepas

T

- .- L- -

,,,,,,,,

Biomasa (g/L)

,,,,,,,,

,,,,,,,,

~~~~~

P

........

BSNA-LB-001 BSNA-LB-002 BSNA-LB-003 BSNA-LB-004 BSNA-LB-005

Figura 10 — Biomasa generada de las cinco cepas de basidiomicetos

Nota. Biomasa generada de las cinco cepas de basidiomicetos a una temperatura de 28°C y 72 horas de cultivo y
175 rpm de agitacion.

De la misma manera se aplicé un analisis de varianza, para ver si entre las cepas
de hongos hay diferencia estadistica significativa en cuanto a la produccién de

bhiomasa.

Tabla 6 — Anova de biomasa generada de las cinco cepas de basidiomicetos.

Fuente Suma de Cuadrados |g/L Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 8.16134 4 2.04033 52.83 0.0000
Intra grupos 0.386215 10 0.0386215

Total (Corridas) 8.54755 14

Nota. Datos obtenidos desde el procesamiento

Del analisis de varianza efectuado para evaluar la produccién de biomasa entre las
cepas estudiadas se ha encontrado que las cepas de hongos son estadisticamente
diferentes entre si, con un valor de PValue 0.0000; seguido de esto a los datos se
le ha efectuado una prueba de ranking Tukey, (ver tabla 4 del anexo 3).

MICAELA BASTIDAS
o
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5.1.2 Resultados para actividad enzimatica
Con el fin de determinar la capacidad de produccion de enzimas celuloliticas de
las cinco cepas seleccionadas, se realizaron cultivos segun la metodologia

planteada.

Para evaluarse las actividades enzimaticas (celulasa total) se trabajé a dos pH un
acido y uno alcalino (4,8) y (8.4) y las reacciones de la enzima se trabajaron a dos
temperaturas de trabajo (50°C y 60°C), se logo estas temperaturas poniendo las
muestras de enzima con el sustrato en bafio maria, se observo que todas las cepas

fueron capaces de producir actividades enzimaticas.

La actividad celulasa total se evalué mediante el ensayo de actividad papel filtro
(FPA); los resultados revelan que la mayor actividad enzimatica se produjo en la
cepa BSNA-LB-005 con un valor de 1.536 Ul/mL como promedio de sus cuatro

experimentaciones.

Ademas es de destacar que cuando se trabaja a 50°C la respuesta de actividad
enzimatica es mas alta, del mismo analisis se ha identificado que la cepa BSNA-
LB-004 es la cepa que menor actividad presenta con un valor de 0.161 Ul/mL.,
aungue fue destacable que esta cepa presentd una particularidad que su mejor
temperatura de trabajo es de 60°C a diferencia de las otras cuatro cepas, quiere
decir que es una cepa mas termo tolerante y se le puede trabajar en aquellos

procesos que necesiten altas temperaturas, como en el procesamiento de papel.

Se observa también en la figura 11 el comportamiento de la actividad enzimatica
cuantificada donde los valores mas altos se registran en los hongos a la
temperatura de 50°C, y ademas la cepa BSNA-LB-001 es la cepa que presenta
mayor actividad en promedio con un valor de 0.761 Ul/mL a los 60°C de entre los

cinco hongos, (ver grafico 5y 6 del anexo 3.2.4).
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Actividad enzimatica/ pH-T®
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Figura 11 — Actividad enzimética FPAsa de las cinco cepas de basidiomicetos.

Nota. Datos obtenidos desde el procesamiento

Para las variables en estudio sobre la actividad enzimatica se ha efectuado un
analisis de varianza multifactorial, para ver la significancia que hay entre ello,

encontrandose lo siguiente:

Tabla 7 — Anova de actividad enzimatica para las cinco cepas de basidiomicetos

Suma cuadrados g/L Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Hongo 2.68668 4 0.671671 9.15 0.0000
pH 0.219252 1 0.219252 2.99 0.0897
Temperatura 0.361771 1 0.361771 4.93 0.0307
Residuos 3.88982 53 0.0733928
Total
(corregido) 7.15752 59

Nota. Datos obtenidos desde la ficha de observacion

Del analisis de varianza multifactorial, se deduce que las variables, cepa de hongo
y la Temperatura, son significativas estadisticamente para obtener mayor
actividad enzimatica, esto quiere decir que la actividad enzimatica depende del
tipo de hongo, se deduce también que la temperatura influye en esta actividad, asi
a una temperatura de 50°C es mayor la actividad enzimética en general para los

cinco hongos.
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Al analisis de varianza se ha realizado una prueba de ranking en este caso un
analisis Tukey para poder determinar que cepa de las evaluadas produce mayor
actividad enzimaética, habiéndose hallado que la cepa BSNA-LB-005 es la que
mayor actividad, incluso a ambas temperaturas de trabajo, esta prueba indica que
la cepa BSNA-LB- 004, es la que menos actividad enzimatica celuldsica ha

generado.

La prueba de Tukey también encontr6 en cuanto al hongo que es una variable
significativa, existen tres grupos dentro de los cinco individuos en estudio como
se puede ver en la (tabla 6 del anexo 3), es asi que el primer grupo las cepas BSNA-
LB- 005 y BSNA-LB-001, que producen mas, luego viene el grupo BSNA-LB-
003. BSNA-LB-002, BSNA-LB-001 que producen medianamente y finalmente el
grupo BSNA-LB-004, BSNA-LB-002 y BSNA-LB-003 que producen menor

actividad enzimatica a los dos pH y temperaturas.

Se observa que para tener una mayor actividad enzimaética el tipo de hongo es
significativamente importante como la temperatura de reaccion, finalmente de los
resultados se tiene que la cepa BSNA-LB-005 y la cepa BSNA-LB-001 son las
que mayor actividad producen en la figura multi variable con un o= 0.05 de

respuesta de actividad enzimética que a continuacion se presenta.

Actividad Enzimatica (Lmil)

03

0.4

Grafics Mul-Ver para Actividad Erzimatica
pH=43.8.4
= = HOMNGO
i 1 o ssnais-anf
i - ¥ BENA-LB-O02
= = ¥ BENA-LB-AO03
I 1 & =sMalEa0e
i 7 * BENA-LB-O0S
5l il
Temperaturas *C

Figura 12 — Grafico multivariable para actividad enzimatica de las cinco cepas a dos
temperaturas de trabajo y dos pH.

Nota. Datos obtenidos desde la ficha de observacion
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5.1.3 Resultados para productividad.

Para evaluar la productividad enzimatica que viene a ser la cantidad de actividad
enzimatica por unidad de biomasa que se genera. Parametro que es importante
pues si se desea realizar cultivos para producir enzima, se escoge aquel que tenga
mayor actividad enzimatica generada por una menor biomasa es decir aquella més

productiva.

Para esto se ha efectuado los célculos correspondientes y se muestran mediante un

grafico de barras.

0.7
0.6

0.5

Biomasa g/L

Q?

Biomasa / cepas

B pH48as50°C

C}Qf’

pH 8.4 2 50°C
B

pH 4.8 2 60 °C.

[ |

| pH8.4a60°C

X X )
N N N N N
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,\Qf’ \3‘6"’ _\Q{”J \;‘?’
) Q;:a Q?Ca Q)‘:a

9

Figura 13 — Productividad enzimatica de los cinco basidiomicetos.

Nota. Datos obtenidos desde la ficha de observacion

Como se puede observar en la figura 13. la mayor productividad enzimatica de los
cinco basidiomicetos en estudio se logra a un pH de 4.8 y a 50°C de temperatura,
la cepa BSNA-LB-005, presenta el mayor valor de productividad con un valor de
0.581 Ul/gr de biomasa, también es destacable que la cepa BSNA-LB-003,
presenta su mayor productividad a un pH de 8.4, esto es muy importante pues la
mayoria de los casos de aplicaciones textiles y de tratamiento de papel se efectiian
a pHs alcalinos; por otro lado se observa que la cepa BSNA-LB-001 es la que

presenta valores homogéneos mas altos para las cuatro condiciones de
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experimentacion siendo su valor global promedio de 0.3704 1U/gr de biomasa (ver
tabla 12 del anexo 3), y la cepa BSNA-LB- 004, es la que menor productividad
enzimaética celulolitica global presenta con un valor de 0.045 1U/gr de biomasa.

Con el objetivo de validar estos datos, se procede a realizar un analisis de varianza
y seguida de una prueba Tukey para tener un ranking de los cinco basidiomicetos

en funcion de la productividad enzimatica, es asi que se obtuvo lo siguiente:

Tabla 8 — Pruebas multiples de rangos para productividad enzimatica por cepa

. . Grupos
B. Hongo Casos Media Las Sigma Ls ]
Homogéneos

BSNA-LB-004 12 0.04583 0.0340989 X
BSNA-LB-002 12 0.1125 0.0340989 X
BSNA-LB-003 12 0.1890 0.0340989 X
BSNA-LB-005 12 0.2855 0.0340989 X
BSNA-LB-001 12 0.3704 0.0340989 X

Como se puede apreciar en la tabla 8, existen cuatro grupos, siendo
estadisticamente mas productoras las cepas BSNA-LB-001 y BSNA-LB-005, y
las que menor productividad poseen son las cepas BSNA-LB-004 y BSNA-LB-
002, con nivel de significancia de (P<0.05).

5.2 Contrastacion de resultados

5.2.1 Hipotesis general
Es posible cuantificar el potencial de produccion de enzimas celuloliticas de cinco

basidiomicetos procedentes del Santuario Nacional del Ampay

5.2.2 Hipotesis especificas

e Se podra determinar y cuantificar la biomasa generada de basidiomicetos,
procedentes del Santuario Nacional del Ampay, en un sistema de cultivo por

adhesién de superficies (biopelicula).

e Haciendo un analisis cuantitativo es posible determinar la actividad
enzimatica celulolitica total de las cinco cepas seleccionadas provenientes del

santuario Nacional del Ampay.
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e Con una comparacion de datos finales de la productividad enzimatica
celulolitica de las cinco cepas de basidiomicetos estudiados en condiciones

de laboratorio, se podra ver que cepa de basidiomiceto en estudio es la mejor

para producir enzimas celuloliticas a condiciones de laboratorio.

Estadistica.

Para el presente estudio se trabajo con pruebas de analisis de varianza
multifactorial a un nivel de significancia de 0,05, lo que permitié observar la
significancia estadistica de las variables independientes (Hongo, Temperatura y
pH) sobre la conducta de la variable respuesta (Actividad enzimética y
productividad). Seguido del analisis de varianza multifactorial, se han efectuado
pruebas de Tukey para establecer un ranking de los hongos en cuanto primero a
produccion de actividad enzimatica y finalmente para productividad, asi establecer
estadisticamente que cepa de hongo es la méas apropiada para la produccion de
enzimas celuliticas Ambas pruebas se corrieron en el programa estadistico Stat
Graphics V14©

Nivel de significancia.

Todas las pruebas estadisticas se han corrido a un nivel de significancia de a=0.05.

Region critica o decision.
No corresponde al modelo y tipo de investigacion planteada.

53 Discusion de resultados

5.3.1 Discusiones para biomasa

Como se puede observar en el anexo (foto 5.4) la produccion de biomasa de las
cinco cepas de basidiomicetos se ve reflejada en la formacion de un esponjoso
pellet en la matriz de sujecion, a las 72 horas de cultivo, de acuerdo a lzarra et
al., (2010) y Sanchez (2017) el aumento de la biomasa inicia con la adhesion de
las hifas del Aspergillus niger a la matriz de sujecion, seguido de una etapa de
maduracion de la biopelicula, donde se produce la enzima y continua con su
reproduccion llamada fase vegetativa. Este film parecido a una almohadilla se
obtuvo en las cinco cepas estudiadas, siendo en unas mas gruesas que en otras,

por la misma produccion de biomasa diferenciada que hay entre cepa y cepa.
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En la investigacion se ha encontrado que el valor de biomasa producida por los
basidiomicetos en esta técnica de cultivo celular de adhesion a superficies
(biopelicula) fluctta entre 1.6 (g/L) de la cepa BSNA-LB-001 como valor mas
bajo y 3.8 (g/L) para la cepa BSNA-LB-004, valores similares se encontraron
por Cerrén et al. (2015) Quienes en un estudio con cuatro tipos diferentes de
basidiomicetos produce biopeliculas con el objetivo de decolorar tintes azoicos,
los autores mencionados encontraron valores de formacion de biomasa de entre
0.9 (g/L) y 1.8 (g/L); otro autor Cortez (2015) evalud la produccion de biomasa
de un hongo filamentosos como el Aspergillus niger (aislado de los suelos de
Contamana) en 48 horas de fermentacion fue de 2,2 g/L, mayor a lo encontrado
en este trabajo para este tipo de fermentacion., los resultados indican que la
fermentacion por biopeliculas genera mayor produccion de biomasa que otros
tipos de fermentacion como la sumergida, aunque Villena et al. (2001) y Villena
y Gutiérrez (2006). Indican que para hongos filamentosos es contrario este
resultado, pero debe destacarse que en este estudio se trabajaron con hongos
basidiomicetos. Los resultados que difieren a la cantidad encontrada de biomasa,
pueden estar relacionadas con la naturaleza del hongo, la fuente de carbono, el

tiempo y temperatura de incubacion.

Discusiones para actividad enzimatica

Al analizar la actividad enzimatica celulolitica obtenida por las cinco cepas de
basidiomicetos, se ha observa que una cepa de basidiomiceto posee mayor
capacidad de generar actividad enzimatica que otra, por consiguiente un hongo
con mayor actividad enzimatica que otro, la produccion de actividad enzimética
evaluada se dio en medio &cido (pH 4.8) y en medio bésico (pH 8.4) para poder
determinar el mejor performance de las enzimas obtenidas, estas enzimas por ser
de tipo extracelulares son producidas en la parte exterior de las membranas
celulares de los microorganismos por lo que son de facil recuperacion para un
proceso de purificacion posterior, respecto a los valores encontrados la cepa
BSNA-LB-005 es la que mayor valor presenta con un valor promedio de 1.536
Ul/ml, seguida de la cepa BSNA-LB-001, cuyo valor es 0.708 UI/mL, para un
pH de 4.8 y a una temperatura de 50°C, al respecto Sandoval et al, en el 2011
evaluaron la actividad de las enzimas celuloliticas, el primer estudio se realizd
la actividad de enzimas celuloliticas mediante el cultivo individual y co- cultivo

de Aspergillus sp. y Ttrichoderma sp. Los cuales son hongos filamentosos, ellos
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reportaron valores de 1.49 Ul.mLde FPAsa, 0.329 UL.ML! de CMCasa y 0.148
UIL.ML de celobiosa, estando los valores muy préximos en cuanto a actividad
celulédsica total (FPAsa); los valores encontrados en general también coinciden
con Chahal et al 1992, quienes trabajaron con un hongo Trichoderma reseei, que
pertenecen a las familias de hongos filamentosos, ellos reportan valores de 1.42
UI/mL; es entonces meritorio destacar que los hongos basidiomicetos que fueron
evaluados en esta investigacion producen actividad enzimatica similar a otros
hongos filamentosos, convirtiéndolos estos resultados en un recurso valioso del

Santuario Nacional del Ampay al cual se debe cuidar y preservar.

Discusiones para productividad

En la investigacion se ha encontrado que la cepa BSNA-LB-001 , es la méas
productiva a las cuatro condiciones de trabajo es decir a dos pHs y dos
temperaturas, pues presenta valores mas altos y homogéneos, teniendo 0.417 (pH
4.8 y 50°C), 0.232 (pH 4.8 y 60°C); 0.385 (pH 8.4 y 50°C)y 0.499 (pH 8.4 y
60°C) Ul/g de biomasa.; estos datos pueden ser comparados con estudios de
hongos filamentosos como por ejemplo Izarra et al. (2010) reportaron un valor
superior de 1.6 Ul/g cuando utilizo un indculo de 10°® esporas por ml en una
fermentacidn por biopeliculas con un medio gue contenia lactosa en polvo, asi
mismo Villena y Gutiérrez (2006), reportaron para una fermentacion por
biopeliculas de 2.4+40.08 con un inoculo de 108 esporas por ml. De acuerdo con
los resultados de las fermentaciones la mayor productividad volumétrica de la
actividad enzimatica fue de la cepa BSNA-LB-001, a la cual se debe continuar

nuevos estudios y optimizar su produccion.

Es importante destacar y tener datos de productividad, pues este valor nos indica
que cuanto menor sea los g de biomasa mejor sera la producen de actividad

enzimatica
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones
Del siguiente andlisis se puede concluir

o En cuanto a la generacion de biomasa se ha encontrado diferencias de produccion de
la biomasaen las cinco cepas de basidiomicetos, donde el mayor productor de biomasa
que obtuvo es la cepa BSNA-LB-004 correspondiente a un hongo de genero
Geastrum, con un valor de 3.8 (g/L), seguidamente de las cepas BSNA-LB-002
(Geastrum) y BSNA-LB-005 de genero (Cantharellus) ambas con similares

caracteristicas de produccién estadisticamente.

. Se encontrd que la cepa con mayor actividad enzimatica a 50 °C y con pH de 4.8 fue
la cepa BSNA-LB-005 correspondiente a un hongo de genero Cantharellus con valores
1.536 Ul/mL seguida de la cepa BSNA-LB-001 de genero (Hygrophorus) con un valor
de 0.771 Ul/mL a pH de 8,4.

o La productividad enzimética se reduce significativamente conforme aumenta su
temperatura en las 4 cepas, y se encontr6 estadisticamente que la mejor cepa en
cuanto a productividad es la BSNA-LB-001 correspondiente al hongo de genero
Higrophorus, en general para los 2 pHs y 2 temperaturas de trabajo con un valor
promedio de productividad enzimatica de 0.3704 1U/gr de biomasa, es destacable que
la cepa BSNA- LB-005 es la que tienen mayor productividad individual cuando se
trabajo a un pH 4.8 y 50°C con un valor de 0.581 1U/g biomasa.

6.2 Recomendaciones

e Probar distintas técnicas de cultivo para verificar y validar la produccién de biomasa
de los basidiomicetos estudiados. (fermentacion sumergida. adhesion a superficies

en sustrato seco).
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e optimizar medios de crecimiento para que esta actividad enzimatica cuantificada
crezca mas y pueda tentarse un escalado de la produccion para obtener enzimas

comerciales.

e Probar otros sustratos que contengan celulosa de residuos agroindustriales.

e Realizar una identificacion filogénica de los basidiomicetos estudiados a nivel de
ADN, para tener la certeza exacta de sus variedades y asi preservarlas en el Santuario

Nacional del Ampay.

e Con la cepa encontrada con mayor productividad (hongo Higrophorus) realizar

escalamiento industrial para obtener enzimas y caracterizarla para su uso industrial.
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Anexo 1. Protocolo de formacion de biopeliculas a partir de hongos filamentosos
(basidiomicetos).

Hongo cultivado por 4 dias Sacabocado de 1cm 30 mideMedio maita* y 6
enagar malta de dlametro esferas de vidrio durante 3
) dias para generacion de
propagulos a 28 °C
\ /
3 Tacos deagar
N Descartar el <

volumen del pellet

sobrenadante
Agregar un volumen
de perlas y de suero
fisiologico en relacion -
a la mitad y al dobie « -

obtenido de biomasa s G
: entrifugar el inoculo
respectivamente. \
\/ \ 4 formado a 4000 r.p.m.
por 12 minutos.
Vdrtex a velocidad ( ]
maxima
Primer Segundo
Lavado de Lavado de
Tiempo de 15 min 15 min
ntacto:
— - m
v ‘ Transferir latelade2.6 cm de
Retirar 2.5 ml e inocular en un lado (soporte) al medio para
¢ Posterior al tiempo de contacto ( I% ) g X i
matraz que contiene 50 ml de agua formacion de biopelicula
% se hacen dos lavados de la tela
y la tela de poliester. Incubar por 3
. por 15 minutos a 175r.p.m. con
media hora a 175 r.p.m.en. %
agua destilada

Figura 14 — Protocolo de formacion de biopeliculas

Nota. Convenio N° 110-FINCyT-FIDECOM-PIPEA-2012

MICAELA BASTIDAS

s
5
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Anexo 2. Disefio factorial
Tabla 9 — Disefio factorial
DISENO FACTORIAL
N° de tratamientos Temperatura N° de
2X2X5=20 basidiomicetos pH (T°) repeticiones

Tratamientos A|B|C|D|E|48|84]50°C 60°C N°
Tratamiento 1 A 4.8 50 3
Tratamiento 2 A 4.8 60 3
Tratamiento 3 A 8.4 50 3
Tratamiento 4 A 8.4 60 3
Tratamiento 5 B 4.8 50 3
Tratamiento 6 B 4.8 60 3
Tratamiento 7 B 8.4 50 3
Tratamiento 8 B 8.4 60 3
Tratamiento 9 c 4.8 50 3
Tratamiento 10 c 4.8 60 3
Tratamiento 11 C 8.4 50 3
Tratamiento 12 C 8.4 60 3
Tratamiento 13 D 4.8 50 3
Tratamiento 14 D 4.8 60 3
Tratamiento 15 D 8.4 50 3
Tratamiento 16 D 8.4 60 3
Tratamiento 17 E 4.8 50 3
Tratamiento 18 E 4.8 60 3
Tratamiento 19 E 8.4 50 3
Tratamiento 20 E 8.4 60 3

Total 60

MICAELA BASTIDAS
L " o
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Anexo 3. Analisis estadistico para biomasa
A continuacion, se presenta los analisis estadisticos efectuados en a la presente

investigacion.

a) ANOVA simple - biomasa g/ L por cepa de hongo

e Variable dependiente: biomasa g/L
e Factor: cepa de hongo
e NuUmero de observaciones: 15

e NUmero de niveles: 5

Tabla 10 — Anova para biomasa g/L por cepa de hongo

Fuente Suma de Cuadrados J Cuadrado Medio Razon-F | Valor-P
L
Entre grupos 8.16134 4 2.04033 52.83 0.0000
Intra grupos 0.386215 10 0.0386215
Total (Corr.) 8.54755 14

La tabla ANOVA descompone la varianza de biomasa g/L en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este
caso es igual a 52.8289, es el cociente entre el estimado entre grupos y el estimado
dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de biomasa g/L entre un nivel
de cepa de hongo y otro, con un nivel del 95.0% de confianza. Para determinar cuales
medias son significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Mdltiples
Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.

Tabla 11 — Pruebas de multiples rangos para biomasa g/L por cepa de hongo

Cepa De Hongo Casos Media Grupos Homogéneos
BSNA-LB-001 3 1.696 X
BSNA-LB-003 3 1.934 X
BSNA-LB-005 3 2.644 X
BSNA-LB-002 3 2.90167 X
BSNA-LB-004 3 3.76933 X

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
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Tabla 12 — Contraste biomasa g/L por cepa de hongo
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-002 * -1.20567 0.528136
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-003 -0.238 0.528136
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-004 * -2.07333 0.528136
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-005 * -0.948 0.528136
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-003 * 0.967667 0.528136
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-004 * -0.867667 0.528136
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-005 0.257667 0.528136
BSNA-LB-003 - BSNA-LB-004 * -1.83533 0.528136
BSNA-LB-003 - BSNA-LB-005 * -0.71 0.528136
BSNA-LB-004 - BSNA-LB-005 * 1.12533 0.528136

Indica una diferencia significativa.

!
£

Biomasza {G/L

44

18

34

248

24

T

1.4

il

BEMA-LE-ON

EINA-LB-O0Z

EINA-LE-003
Cepas

BEMA-LE-D04

EINA-LE-DDE

Figura 15— Medias al 95.0 % tukey de biomasa g/L por cepa de hongo (g/L)

i)  Conclusion estadistica para biomasa:

Del andlisis efectuado se concluye que las cinco cepas de basidiomicetos son

diferentes estadisticamente en cuanto a la produccion de biomasa, es decir cada

basidiomiceto se diferencia de otro en la cantidad de produccion de biomasa,

siendo la cepa BSNA-LB-004 la que mayor biomasa produce.
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Anexo 4. Analisis estadistico para actividad enzimatica
A continuacién, se presenta los analisis estadisticos para la actividad enzimatica en
funcion de la cepa de hongo, el pH de trabajo y la temperatura de reaccién. Siendo tres
factores independientes que se estan analizando con una variable de respuesta que es la
actividad enzimatica, se ha efectuado un analisis de varianza multifactorial, que es el que

se presenta a continuacion.

a) Anova multifactorial - actividad enzimatica

Variable dependiente: Actividad Enzimatica Factores:
e Hongo pH
e Temperatura

e Numero de casos completos: 60

Tabla 13 — Analisis de varianza para actividad enzimatica - suma de

cuadrados tipo 111

Fuente Suma de cuadrados |gL | Cuadrado medio | Razdn-f | Valor-p
Efectos Principales
Hongo 2.68668 4 0.671671 9.15 0.0000
pH 0.219252 1 0.219252 2.99 0.0897
Temperatura 0.361771 1 0.361771 4.93 0.0307
Residuos 3.88982 53 0.0733928
Total (Corregido) 7.15752 59

Nota. Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Actividad Enzimaética en
contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma
de cuadrados Tipo 11, la contribucion de cada factor se mide eliminando los
efectos de los deméas factores. Los valores-P prueban la significancia
estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 2 valores-P son menores
que 0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre

Actividad Enzimatica con un 95.0% de nivel de confianza.

MICAELA BASTIDAS
L o
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Tabla 14 — Pruebas de multiples rangos para actividad enzimatica por
hongo.

Hongo Casos Media Ls Sigma Ls Grupos Homogéneos
BSNA-LB-004 12 0.173083 | 0.0782053 X
BSNA-LB-002 12 0.326667 | 0.0782053 X
BSNA-LB-003 12 0.365833 | 0.0782053 X
BSNA-LB-001 12 0.628 0.0782053 X X
BSNA-LB-005 12 0.755333 | 0.0782053 X

Nota. Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tabla 15 — Contraste para actividad enzimatica por hongo.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-002 0.301333 0.312332
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-003 0.262167 0.312332
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-004 * 0.454917 0.312332
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-005 -0.127333 0.312332
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-003 -0.0391667 0.312332
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-004 0.153583 0.312332
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-005 * -0.428667 0.312332
BSNA-LB-003 - BSNA-LB-004 0.19275 0.312332
BSNA-LB-003 - BSNA-LB-005 * -0.3895 0.312332
BSNA-LB-004 - BSNA-LB-005 * -0.58225 0.312332

Nota. Indica una diferencia significativa.

T |
1 T T
11

BSNA-LB-001 BSNA-LBE-002 BSNA-LBE-002 BSNA-LB-004 BSNA-LB-0035
HONGO

[

Actividad Enzimatica (UL/ml)

Figura 16 — Medias al 95.0 % tukey HSD de cepas de hongos y actividad enzimatica
(UL/ml)

MICAELA BASTIDAS
o

Repositorio Institucional - UNAMBA Pert



-79 de 103-

i)  Conclusion del efecto de la cepa de hongo sobre la actividad enzimatica:
De los resultados, se indica que los hongos influyen estadisticamente en la
actividad enzimatica, es decir un hongo produce mas o menos actividad
enziméatica que otro hongo, siendo la cepa BSNA-LB-001, la que mayor

actividad enzimatica produce.

Tabla 16 — Pruebas de multiples rangos para actividad enzimatica por

pH
pH Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
8.4 30 0.389333 0.0494614 X
4.8 30 0.510233 0.0494614 X
Nota. Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Tabla 17 — Contraste actividad enzimatica por pH
+/-
Contraste Sig. Diferencia .
Limites
48-84 0.1209 0.1403
Nota. Indica una diferencia significativa.
Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Figura 17 — Grafica al 95.0 % de pH y actividad enzimatica (UL/ml)
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i) Conclusion del efecto del pH sobre la actividad enzimatica:
De los resultados, se ha encontrado que la variable pH no influye
estadisticamente en la actividad enzimatica, ambos pH son iguales

estadisticamente, es decir se puede trabajar a cualquier pH.

Tabla 18 — Pruebas de multiples rangos para actividad enzimatica por

temperatura
Temperatura Casos | Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
60 30 0.372133 0.0494614 X
50 30 0.527433 0.0494614 X

Nota. Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tabla 19 — Contraste para actividad enzimatica por temperatura

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

50 - 60 * 0.1553 0.1403

Nota. Indica una diferencia significativa.
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Figura 18 — Medias al 95 % tukey HSD entre temperatura| °C y actividad enzimatica
(UL/ml)
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iii) Conclusion del efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica:
De los resultados, se ha encontrado que la temperatura i influye estadisticamente
en laactividad enzimatica, siendo la temperatura de 50 °C la mejor para tener una

mayor respuesta en cuanto a la actividad enzimatica.

A fin de poder visualizar el comportamiento de la actividad enzimatica se la
realizado por el paquete estadistico utilizado un ploteo de la respuesta en funcion
de las variables independientes, siendo los resultados los siguientes.

Grafica Multi-vari para Adividad Enzimatica pH=4.8.8 .4

1.6 Temperatura *C

o s
L] &0

0.5

Actividad Enzimafica (Uliml)

]\‘r'\. . K

BSMNA-LE-001 BSMA-LE-D0Z BSNALE-003 BSMNA-LE-004 BSMA-LE-00S

0.4

Figura 19 — Analisis multivariable de hongo y actividad enzimética (UL/ml)
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Figura 20 — Analisis multivariable de las dos temperaturas y actividad enzimatica
(Ul/mL)
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Para efectos de contrastar los resultados del analisis de varianza multivariable, se ha
corrido pruebas estadisticas de ANOVA simple, asi confirmar los resultados que se

habian obtenido, lo siguiente:

a) Analisis de varianza simple, variable hongo:

Tabla 20 — ANOVA para Actividad Enzimatica por hongo

MICAELA BASTIDAS
" o

Fuente Suma de Cuadrados gL Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 2.68668 4 0.671671 8.26 0.0000
Intra grupos 4.47084 55 0.081288
Total (Corr.) 7.15752 59

Nota. Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tabla 21 — Pruebas de multiples rangos para actividad enzimética por hongo

HONGO Casos Media Grupos Homogéneos
BSNA-LB-004 12 0.173083 X

BSNA-LB-002 12 0.326667 X

BSNA-LB-003 12 0.365833 XX

BSNA-LB-001 12 0.628 XX

BSNA-LB-005 12 0.755333

Tabla 22 — Contraste para actividad enzimética por hongo

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-002 0.301333 0.328284
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-003 0.262167 0.328284
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-004 0.454917 0.328284
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-005 -0.127333 0.328284
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-003 -0.0391667 0.328284
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-004 0.153583 0.328284
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-005 -0.428667 0.328284
BSNA-LB-003 - BSNA-LB-004 0.19275 0.328284
BSNA-LB-003 - BSNA-LB-005 -0.3895 0.328284
BSNA-LB-004 - BSNA-LB-005 -0.58225 0.328284
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Melleelias v 95.0% dv Tukey HSD
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Figura 21— Medias al 95 % tukey HSD de hongo y actividad enzimatica (UL/ml)

El ANOVA simple confirma los datos obtenidos, donde se indica que la variable cepa
de hongo es estadisticamente significativa para la respuesta, es decir depende del tipo
de hongo la mayor o menor cantidad de actividad enzimatica encontrada, siendo la cepa

1y 5 las que mejor actividad poseen.
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Anexo 5. Analisis estadistico para productividad
Para efectos de analizar la variable productividad, se ha hecho pruebas estadisticas

conlos resultados obtenidos, y asi poder seleccionar la mejor cepa, en cuanto a
produccion de enzima.

a) ANOVA multifactorial — productividad
Variable dependiente: productividad Factores:
B. Hongo
Bpd
Temperatura

Numero de casos completos: 60

Tabla 23 — Analisis de varianza para productividad - suma de cuadrados tipo 111

Fuente Suma de oL Cuad r.ado Razén- Valor-
Cuadrados Medio F P

Efectos Principales
Hongo 0.814905 4 0.203726 14.60 0.0000
pH 0.025215 1 0.025215 181 0.1846
Temperatura 0.0686817 1 0.0686817 4.92 0.0308
Residuos 0.7395 53 0.0139528
Total (Corregido) 1.6483 59

Nota. Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de productividad en contribuciones
debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de cuadrados Tipo Ill, la
contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de los demas factores.

Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto
que 2 valores-P son menores que 0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente

significativo sobre productividad con un 95.0% de nivel de confianza.
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Tabla 24 — Pruebas de multiples rangos para productividad por hongo

B. HONGO Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
BSNA-LB-004 12 0.0458333 | 0.0340989 X
BSNA-LB-002 12 0.1125 0.0340989 XX
BSNA-LB-003 12 0.189 0.0340989 XX
BSNA-LB-005 12 0.285583 0.0340989 XX
BSNA-LB-001 12 0.370417 0.0340989 X

Nota. Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tabla 25 — Contraste para productividad por hongo

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-002 * 0.257917 0.136182
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-003 * 0.181417 0.136182
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-004 * 0.324583 0.136182
BSNA-LB-001 - BSNA-LB-005 0.0848333 0.136182
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-003 -0.0765 0.136182
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-004 0.0666667 0.136182
BSNA-LB-002 - BSNA-LB-005 * -0.173083 0.136182
BSNA-LB-003 - BSNA-LB-004 * 0.143167 0.136182
BSNA-LB-003 - BSNA-LB-005 -0.0965833 0.136182
BSNA-LB-004 - BSNA-LB-005 * -0.23975 0.136182

Nota. Indica una diferencia significativa.
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Medias y 85.0% d= Tukey HSD
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Figura 22 — Medias al 95 % tukey HSD de hongo y productividad

i)  Conclusion del efecto de la cepa de hongo sobre la productividad
De los resultados, se indica que los hongos influyen estadisticamente en la
productividad, es decir un hongo es méas productivo que otro hongo, siendo la

cepa BSNA-LB-001, la que mayor productividad en general.

Tabla 26 — Tablas maltiples de resultado a mayor productividad

Bpd | Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
8.4 30 0.180167 0.021566 X
4.8 30 0.221167 0.021566 X

Nota. Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Tabla 27 — Contraste de resultado a mayor productividad

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

48-84 0.041 0.0611734

Nota. indica una diferencia significativa.
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Figura 23 — Medias al 95 % tukey HSD de temperatura y productividad

i) Conclusion del efecto del pH sobre la productividad:
De los resultados, se ha encontrado que la variable pH no influye
estadisticamente en la productividad, ambos pH son iguales estadisticamente, es

decir se puede trabajar a cualquier pH.

Tabla 28 — Pruebas de multiples rangos para productividad por b. temperatura

Temperatura Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
60 30 0.166833 0.021566 X
50 30 0.2345 0.021566 X

Tabla 29 — Contraste para productividad por b. temperatura

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

50 - 60 * 0.0676667 0.0611734

Nota. Indica una diferencia significativa.
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Grafica Multi-Vari para Produdtividad B.pH=4.2,8.4
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Figura 24 — Analisis multivariable temperatura y productividad

I11) Conclusién del efecto de la temperatura sobre la productividad:
De los resultados, se ha encontrado que la variable temperatura si influye
estadisticamente en la productividad, siendo la temperatura de 50 °C la que

mayor respuesta otorga.

Grafica Multi-Vari para Produdividad B.| pH=4.3 8.4
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Figura 25 — Analisis multivariable temperatura y productividad
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A fin de poder visualizar el comportamiento de la productividad se ha realizado
un ploteo de la respuesta en funcion de las variables independientes, siendo los

resultados los siguientes.

08 ] B. Temperatura
s °C50
05 - o 60
k=) 0.4
§ - |
3 0.3
B oo '& j '& x
0.1 a4
0
BSNA-LB-#01 BANA-LE-DDB2 BENA-LB-0I3 BINA-LB-03& ESNA-LB-DOS
Hengo
Figura 26 — Analisis multivariable de hongo y productividad
Hon_gq Descripcion Basidiomice Cepa H!fas B
Codifica to microscopicas
do identificado
Hongo carpdforo globoso de color blanco-
crema, con un orificio en el apice del
hongo en el que se encontraban las
BSNA- esporas. En la base presento una capa de
LB- 001 forma de estrella. Un tamafio de 2.5cmy  Geastrum
didmetro de 3.5cm. sustrato: tierra. La
cepa presento un color blanco de textura
globosa y bastante compacta. Tuvo un
crecimiento regular hacia arriba y no se
BSNA- extendi6 demasiado sobre el medio de
LB- 004 cultivo. Microscopicamente el micelio
muestra hifas rectas
con septos poco ramificados.
Hongos que crecen en grupo, con
sombrerillos de 1 a 2 cm de didmetro. Con
colores que variaban desde un color Hygrophorus
amarillo claro a marrén oscuro, con tallo
delgado de color amarillo. Sustrato:
madera vieja. La cepa fue de color poco
BSNA- algodonosa, con crecimiento regular v
LB- 002 distribuido sobre el medio de cultivo mas

no hacia arriba. Microscopicamente las
hifas

fueron septadas y de paredes gruesas y
poco ramificadas.
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Forma  embudada con  sombrero
aproximadamente 3cmm de didmetro con
BSNA- pie grueso de color amarrillo claro a  Cantharellus
LB- 003 marrén, con pliegues que van desde la
parte inferior del pie hasta el sombrero. La

cepa obtenida fue desde, de textura poco

— algodonosa, y de crecimiento lento con
minima extension sobre el medio de

cultivo y asi mismo poco crecimiento .

BSNA- hacia arriba. Las hifas entremezcladas,

LB- 005 septadas
y ramificadas.

Figura 27 — Descripcion de basidiomicetos y cepas

Fuente. (Agrada, 2018)

Foto 5.1. Visualizacion de los cinco hongos que presentaron actividad enzimatica en pruebas

preliminares
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Foto 5.2. Adhesién de esporas en medio de produccion PDA Y Formacion de biopelicula en

sustrato papel filtro
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Foto 5.4. Biomasa producida de cinco basidiomicetos procedentes del santuario del

Ampay
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Foto 5.6. Preparacion de materiales en el laboratorio de biotecnologia de la escuela académica

profesional de ingenieria agroindustrial
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