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Produccion de biomasa y enzimas
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en cultivo sumergido
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Se analiz6 la produccion de biomasa y enzimas ligninoliticas de Pleurotus ostre-
atus en medio sintético con extracto de levadura a diferentes concentraciones de
glucosa (0,5-20 g/l), diferentes pH (3,5-6,5) y temperaturas de incubacion
(23-32°C). Las mejores condiciones de cultivo fueron: concentracion de glucosa
inicial de 5 g/l, pH inicial entre 5,5-6,5 y una temperatura de incubacién entre
26-29°C. La constante de saturacién para glucosa (Ks) fue de 1,75 g/I. Se alcan-
z6 una concentracion de biomasa de 8,6 g/l al suministrar 20 g/l de glucosa al
medio de cultivo. El control del pH permitio obtener un incremento de 0,5 g/l en
la concentracion de biomasa. En el biorreactor se produjeron pellets con una dis-
tribucion homogénea de tamafio de 3,4 + 0,2 mm de didmetro. Se obtuvieron
aproximadamente 307 U/l de enzima lacasa y 0,41 U/l de manganeso peroxida-
sa en medio liquido extracelular y 0,015 U/g de lacasa y 0,809 U/g de mangane-
so peroxidasa en sustrato sélido. No se detect6 actividad de la enzima lignina
peroxidasa en ninguna de las dos condiciones.

Pleurotus ostreatus, Cultivo sumergido, Produccién de biomasa, Produccién de
enzimas

Production of biomass and ligninolytic enzymes by
Pleurotus ostreatusn submerged culture

The production of biomass and ligninolytic enzymes by Pleurotus ostreatus was
analysed in synthetic medium with yeast extract and different glucose concentra-
tions (0.5 - 20 g/l), at different pH (3.5-6.5) and incubation temperatures
(23-32°C). The best culture condition were: initial glucose concentration of 5 g/l,
initial pH between 5.5-6.5 and incubation temperature between 26-29°C. The
saturation constant for glucose (Ks) was 1.75 g/l. The biomass concentration rea-
ched 8.6 g/l with a glucose addition of 20.0 g/l to the culture medium. The control
of pH allowed an increment of 0.5 g/l of biomass concentration. The bioreactor
produced pellets with a homogeneuous distribution of diameter size of 3.4 + 0.2
mm. Approximately, 307 U/l of laccase and 0.41 U/l of manganese peroxidase
were obtained in extracellular liquid medium and 0.015 U/g of laccase and 0.809
U/g of manganese peroxidase were obtained in solid substrate. Lignin peroxida-
se activity was not detected at any condition.

Pleurotus ostreatus, Submerged culture, Biomass production, Enzyme produc-
tion

En México y particularmente en Chiapas el cultivo
de Pleurotus ostreatug¢Jacq.: Fr.) Kumm. Se visualiza
como una alternativa para la solucion, al menos parcial,
de problemas como la insuficiencia alimenticia y la conta-
minacién por desechos organicos de origen agroindustrial
[1,2]. El cultivo en medio sélido es el método usual de
preparacion de inoculo para este hongo y consiste en pro-
pagar el micelio en granos de cereales cont@um aes-
tivum o Sorghum vulgard3]. Dicho indculo llamado
primario o semilla es el que se mantiene en las mejores
condiciones para su conservacion, se resiembra de nuevo
con el fin de producir un inoculo secundario sobre granos
de cereal en mayor cantidad, para después inocularlo en el
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sustrato de produccion. Este proceso presenta algunogelletsde 2,5 + 0,5 mm dél tomados de un preindculo
problemas como: un tiempo relativamente largo hasta lapropagado con anterioridad, se incubaron‘&€2@xcepto
produccion del inéculo secundario (32-34 dias), contami- tratamiento con diferente temperatura) con agitacion cons-
nacion frecuente por la manipulacion del sustrato [4], tante de 150 rpm. Cada tratamiento con tres replicas, el
inseguridad en la disponibilidad del grano a lo largo del tiempo se indica en cada tratamiento. Cada muestra se
afio y dificultades en el control del proceso [5]. obtuvo de un matraz completo (50 ml).

Una alternativa para evitar los problemas antes Efecto del pH Para estos ensayos se ajusto el
mencionados es la obtencion del inoculo en cultivo liqui- medio a pH iniciales de 3,5, 4, 4,5, 5,5, 6 y 6,5, con tres
do, ya que permite producir mayor cantidad de biomasaréplicas por tratamiento. Para evaluar las variables men-
de mejor calidad en menor tiempo, favorece la dispersiéncionadas, por cada pH se tomé una muestra inicial (tiem-
y adaptacioén del hongo y facilita su manipulacién durante po 0) y posteriormente se tomaron dos matraces a las 72,
la siembra en el sustrato final. Esto a su vez, disminuye el96, 144 y 192 h de cultivo.
tiempo de fructificacion y mantiene la capacidad produc- Efecto de la concentracién de glucokas concen-
tiva, ademas de ciertas propiedades geneéticas fisiologicasraciones usadas fueron de 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15y 20 g/l.
y morfologicas de la cepa [6]. Algunas cepas de Para seleccionar la mejor concentracién de glucosa se
Pleurotus,uno de los cinco hongos comestibles mas evalud el rendimiento, la velocidad especifica de creci-
importantes en el mundo han sido cultivados en liquido demiento y consumo de glucosa. Se tomo6 una muestra ini-
una manera mas rapida y controlada que en fermentaciorwial (tiempo 0) y posteriormente tres matraces cada 12 h
sélida [7]. El cultivo deP. ostreatuen sistema sumergido para 0,5 g/l y cada 24 h para 1y 2,5 g/l a partir de las
ha sido utilizado en la degradacion de compuestos organi48 h. Para las concentraciones restantes el muestreo se
cos como los hidrocarburos policiclico aromaticos [8,9] realizé cada 72 h, hasta un tiempo de cultivo maximo de
aunque, poco se conoce de sus caracteristicas de crecgg4 h.
miento bajo estas condiciones. Otras especies del género Efecto de la temperatura de incubaci@e proba-

Pleurotus,como Pleurotus pulmonariudian sido utiliza- ron las temperaturas de incubacién de 23, 26, 29§,32
dos para la produccion de aromas en este tipo de culticon dos réplicas por tratamiento. Para evaluar los parame-
vos [10]. tros cinéticos a estas temperaturas, se tomé una muestra
El cultivo sumergido de los hongos de pudricion inicial y después se tomaron tres matraces cada 24 h a par-
blanca comd®. ostregtuspermite producir al mismo tiem-  tir de las 72 h, hasta 240 h de cultivo.
po enzimas ligninoliticas importantes. Este tipo de orga- Produccién de biomasa y enzimas en el bioreactor.
nismos degradan lignina mas extensa y rapidamente quese preparé el preinéculo con 6 discos de micelio-agar
otros grupos de organismos conocidos [Fl]ostreatus  PDAL (5 mm dell) inoculados en matraces Erlenmeyer
es capaz de metabolizar y mineralizar hidrocarburos poli-de 250 ml con 50 ml de medio de cultivo GL. Se incuba-
ciclicos aromaticos [12,13] y colorantes artificiales cau- ron durante siete, a 26 y posteriormente cada uno de
santes de contaminacion ambiental en industrias textilesg|los se resembraron en matraces Erlenmeyer de 1000 ml
[14], entre otros. Esta actividad parece estar relacionada &on 500 ml del mismo medio para obtener el inéculo para
la produccion de enzimas como la manganeso peroxidasa| bioreactor. Se mantuvieron en agitacién constante a
[EC 1.11.1.7], enzimas que utilizan peroxido y la lacasa 150 rpm durante siete dias, a°@6en un incubador New
[EC 1.10.3.2], que es una polifenol oxidasa capaz de oxi-Brunswick Scientific Model G-25 (EEUU). Se sembrd el
dar polifenoles, fenoles sustituidos y diaminas [9]. inéculo (con aproximadamente 0,35 g/l de biomasa, peso
Al variar las condiciones de cultivo se puede mejo- seco), en fermentadores New Brunswick Scientific Co.
rar el rendimiento, optimizar la calidad y reducir costes mod. FS-314 y MF-114 con jarras de 14 | y un volumen
del proceso de fermentacion [15]. Por otro lado, parecede trabajo de 6 | de medio GL con las siguientes condicio-
ser que la produccion de enzimas y el crecimiento delnes: 5 g/l de glucosa, regulacion automatica de pH a
hongo estan relacionados [16], debido a esto se realizé e6,5 + 0,3, a 26C, una agitacién de 200 rpm (impulsor
presente estudio para optimizar la técnica de produccionRushton) y aireacion de 1 vvm (presion de aire de
de inoculo en el cultivo de. ostreatuy al mismo tiempo 1,0 Kg/n?). El ensayo se hizo por duplicado. Se tomaron
evaluar la produccion de algunas enzimas en su creciimuestras por triplicado al tiempo 0 y cada 12 h a partir de

miento. las 24 h de cultivo hasta un tiempo de 85 h. A estas mues-
i tras se les determind contenido de glucosa, produccién de
MATERIALES Y METODOS biomasa, actividad enzimatica y pH.

Reinoculacion a medio sélid&e inocularon en

Cepas.Se utilizé la cep@. ostreatusECS-0110 matraces Erlenmeyer de 125 ml, 6 discos de micelio-agar
(IE-8, Instituto de Ecologia, Xalapa, Veracruz), deposita- PDAL de 5 mm de diametro en 50 ml de medio fresco con
da en el cepario micolégico de El Colegio de la Frontera las mejores condiciones de cultivo y agitacién constante
Sur (ECOSUR, Tapachula, Chiapas). de 150 rpm durante 288 h. Se tomaron en condiciones

Medios y condiciones de cultiioa cepa fue man-  ©Stériles cada 72 h, digelletsde aproximadamente 3,5
extracto de levadura (PDAL) &G. Para medir creci- ~ €On agar, se incubaron a*Zbpor siete dias. Con el fin de
miento en sélido se utilizé un medio que contiene 5 g/ de détérminar la velocidad de crecimiento se midi6 el diame-
dextrosa, 5 g/l de extracto de levadura y 18 g/l de agarlro micelial al tiempo inicial (tiempo 0) y posteriormente
(DLA). Para medio liquido se utlilizaron 5 g/l de dextrosa S€ realizé la medicion del diametro cada 24 h. _
(excepto experimentos con diferente concentracion de ~Determinacion enzimaticd.as muestras obtenidas
glucosa) y 5 g/l de extracto de levadura (Medio DL). EI del biorreactor a las 85 h de cultivo fueron filtradas a tra-
pH inicial fue de 5,5 excepto para los ensayos con dife-v€s de papel filtro y posteriormente a traves de filtros de
rente pH el cual fue ajustado inicialmente agregando fibra de vidrio con un poro de 1,2 mm de diametro. El fil-
NaOH o HCI 0,01 N. Todos los tratamientos excepto paratrado se concentro por ultrafiltracion con una membrana

el bioreactor se llevaron a cabo en matraces ErlenmeyePM-10 (Amicon) con exclusion molécular de 10-kDa. El
de 250 ml con 50 ml de medio DL, inoculados con 15 concentrado se utilizo para la determinacion de actividad
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enziméatica. Las enzimas manganeso peroxidasa y lacasa&aju crecio bien a un pH de 5-6. Se observé un incremen-
se determinaron espectrofotométricamente por la oxida-to gradual del pH a lo largo del crecimiento del hongo, el
cion de MBTH (hidrocloruro de hidrazona 3-metil-2-ben- cual lleg6 a ser superior a 7. Sdnchez y Martin [21]
zotiazolinona) y DMAB (acido dimetilaminobenzoico) en comentaron que esta variacién se debe a los metabolitos
un amortiguador de succinatos 40 mM, pH 4,5 [14]. La producidos por este hongo durante su crecimiento. En este
lignina peroxidasa se determind espectrofotométricamen-trabajo tambien observamos que el pH puede elevarse
te midiendo la formacién de veratraldehido por la oxida- hasta un pH cercano a 8. Cuando el pH se mantiene cons-
cion de veratril alcohol a 310 nm durante dos minutos por tante 5,5 + 0,3 la concentracién de biomasa final puede
el método de Tien y Kirk [17]. Una unidad de actividad aumentar en 0,5 g/I.
enzimatica se define 1 mmol de producto oxidado por Efecto de la concentracion de glucosa mayor
min. velocidad de crecimiento fue de (u= 0,02J tuando se

Métodos analiticosLa biomasa se determino del suministraron 2,5 g/l de glucosa y mas rapido consumo de
contenido micelial retenido por membranas pre-pesadasglucosa (gqs= 0,038*hse obtuvo cuando se suministraron
GF/C, lavadas dos veces con agua bidestilada y secadas a g/l de glucosa. Con concentraciones de 0,5, 10, 15y
peso constante a 1U5. Al sobrenadante se le determiné 20 g/l de glucosa la velocidad especifica de crecimiento
pH con un potenciémetro digital Conductronic-pH 20 y el estuvo por debajo de p= 0,019 (ffabla 2). La constante
contenido de glucosa mediante el método de DNS [18]. de saturacion Ks fue de 1,75 gl/l.
En el caso de los ensayos en fermentador se midio el
tamafio de las pelotitas por dos métodos diferentes: medi- = ) o
cion con vernier (15 pellets por muestra) y analisis de Tab'g.fz- Produccion de b'Pmdasaly fe”d'.m.'e.”}o de P. ostreatus
imégenes pOf mediO del programa Imagenia 2000 con diferente concentracion € glucosa Inicial.
(Biocom, Francia) (diepellets.

Andlisis matematicolLa velocidad especifica de
crecimiento (1) se obtuvo mediante el calculo del valor de

Glucosa Produccién max. Rendimiento

de biomasa Yx/s
(g/l peso seco) (g biomasa/g glucosa)

u
()

gs

(a/l) (g g* peso seco h*)

la pendiente de las curvas usando la ecuacion 05 1,27 1,47 0,018 0,012
u = d(InX)/dt, la velocidad de consumo de glucosa (gs) se 1.0 174 1,02 0,024 0,023
obtuvo | ; hp: ; 2,5 2,89 0,87 0,027 0,031
por la combinacion de las ecuaciones

L 5,0 4,12 0,61 0,023 0,038
gs =- 1/X dS/dty -dS/dt = uX/ Yx/s, y el rend|m|ent0 por 10.0 578 051 0,019 0.037
Yx/s = AXIAS. Para todos los datos obtenidos se aplic6 el 15,0 * 6,90 0,46 0,014 0,030
andlisis de varianza con disefio completamente al azar. La 20.0 8,60 0,41 0,013 0,032

S.eparaCién de medias se h iZO por el métOdo de rango mulTudas las medias de produccién son significativamente diferentes (a = 0.01%). * Media de dos experi-
tiple de Tukey ¢= 0,01%). mentos.

RESULTADOS Y DISCUSION ) , -
Se observo que al incrementar el suministro de glu-

Efecto del pH inicialLa mayor velocidad de creci-
miento micelial (1) deP. ostreatusse observé a pH de
45,55 (u=0,023H y la menor a 6,5 (u= 0,012)hLa
mayor produccion de biomasa se obtuvo a pH de 5,5y |
menor a 6,5 con 3,91 y 2,10 g/l respectivamente. La
mayor velocidad del consumo de glucosa (gs) se alcanz
con pH de 4,5-5,5 (gs = 0,038)K{Tabla 1). Este compor-
tamiento se debid probablemente a que, fuera del rang
optimo de pH para el hongo, se alteraron tanto la activi-
dad enzimatica como el transporte de nutrientes a trave
de la membrana.

Tabla 1. Efecto del pH inicial en la velocidad de crecimiento y
consumo de glucosa de Pleurotus ostreatus

H Biom
|Fr)1icial (#j) (9g* gesso seco h') (g/lopese(lzsszco)
3,5 0,017 0,028 2,48
4,0 0,020 0,033 2,55
4,5 0,023 * 0,038 3,89
55 0,023 * 0,038 3,91
6,0 0,020 0,033 2,81
6,5 0,012 0,020 2,10

*No hay diferencia significativa entre las medias (a = 0,01%)

Los resultados del efecto de pH sobre el crecimien-
to fueron comparables a los descritos por Bukhalo y
Solomko [19] y Hadar y Cohen-Arazi [5]. Ellos observa-
ron enP. ostreatusin pH 6éptimo de 5,5 y valores inferio-

cosa aumento la produccion de biomasa pero disminuyé
su rendimiento (Tabla 2). Asi, con el menor suministro de
glucosa (0,5 g/l) se produjo menos biomasa (1,27 g/l),

gP€ero mayor rendimiento (1,47 g de biomasa/g de gluco-

sa). Una concentracion de 5 g/l de glucosa alcanzo valo-

qes de 4,12 g/l de biomasa, con rendimiento de 0,61 g de

iomasa/g de glucosa. La mayor produccién de biomasa

o€ alcanzo al agregar 20 g/l de glucosa (8,6 g/l a las 384 h

de cultivo) pero con un menor rendimiento (0,41 g de bio-
asa/g de glucosa). Este resultado fue menor que el des-
crito por Bukhalo y Solomko [19] y Hadar y Cohen-Arazi
[5], quienes obtuvieron 11,5 g/l, a las 168 h con la misma
cantidad de glucosa. Esto se debe probablemente a que
utilizaron una cepa diferent® ( ostreatusvar. florida
Eger) y a que, ademas del extracto de levadura, adiciona-
ron decocciones de plantas de forraje y sales minerales
para enriquecer el medio.

Efecto de la temperatura de incubacidos valo-
res significativamente mas altos de velocidad de creci-
miento (U= 0,026 1, consumo de glucosas£0,043 H)

y produccion de biomasa ¢k ostreatug4,01 g/l) se pre-
sentaron cuando se incubo a 29 °C. Mientras qué@ 32
estos valores fueron de p= 0,017 §s= 0,028 t1y con
una produccién de biomasa de 1,80 g/l a las 168 h
(Tabla 3).

Los resultados fueron similares a los descritos por
Bukhalo y Solomko [19] quienes citaron una temperatura
Optima paréP. ostreatusle 25 + 2C. Mientras que Hadar
y Cohen-Arazi [5], estimaron paRa ostreatusvar. flori-

res a 3 y superiores a pH 6 afectaron su crecimiento. Porda, una temperatura optima de°28 Esto se debe a que

otra parte, El-Kattaet al [20] describieron quP. sajor-

cada especie y/o cepa tiene intervalos 6ptimos de tempe-
ratura [22]
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Produccion de biomasa en el biorreactéd. sem- Esto probablemente se debi6 a que al resembrar el
brar P. ostreatuscon las condiciones de cultivo descritas micelio, este se encontraba en fase exponencial del creci-
en la seccién de materiales y métodos, con control de pHmiento y su producciéon enzimatica era mayor. Ademas,
a 5,5 + 0,3, se obtuvo una velocidad de crecimiento deen la resiembra se suministraron nutrientes y por tanto, se
p= 0,033 Ky un consumo de glucosa de=0,054 h las prolong6 la tendencia del crecimiento lo que disminuyo el
cuales fueron mayores que las que se habian obtenido eperiodo de adaptacion y el tiempo de cultivo en el sustrato
el cultivo en matraces con p= 0,023%gs = 0,038 sélido.

(Tabla 3) a 26C. La produccion de biomasa alcanzo 4,63 Produccién de enzimagn el caldo de cultivo libre

g/l, mientras que en los matraces fue de 4,12 g/l. Sede células no se detectd la enzima lignina peroxidasa pero
observo tambien que la produccion de pedletsen el si lacasa, de la que se produjo aproximadamente 307 U/l y
biorreactor fue mas homogénea en cuanto al tamafio, dele manganeso peroxidasa 0,41 U/l. Vyas y Molitoris [11]
3,4 + 0,2 mm de diametro en comparacion con el cultivo evaluaron la produccion de estas enzimasPparstreatus

en matraz que fue de 2-7 mm. Es posible que estas difeen fermentacion sélida en paja y obtuvieron una actividad
rencias se deban a que las condiciones de cultivo son masnzimatica maxima de lacasa de 0,015 U/g y de 0,809 U/g
controladas en el fermentador ya que la hidrodinamicade manganeso peroxidasa. Estos autores tampoco detecta-
dentro del sistema esta influenciada por la agitacion, laron la presencia de la enzima lignina peroxidasa.

aireacion y la reologia del caldo de cultivo [23,24]. El pH 6ptimo esta entre 4,5-5,5 y coincide con el
intervalo citado en trabajos previos [5,19]. A pHs inferio-
Tabla 3. Efecto de la temperatura sobre el crecimiento y el resa4d y Superiores a 6,5 el crecimiento se encuentra mar-
consumo de glucosa de P. ostreatus cadamente afectado. Utilizando un biorreactor podemos
Temperatura ~ p qs Biomasa controlar el pH en el rango optimo y mejorar la produc-
0 D) (9.9* peso seco h”) ¢ cién de biomasa.
23 0,019 0,031 3,00 _ Es dificil definir el rendimiento en un medio com-
26 0,023 0,038 412 plejo como el utilizado en éste trabajo, pero los resultados
29 0,026 0,043 4,01 indican queP. ostreatuaitiliza la glucosa eficientemente
32 0,017 0,028 1,80 y la biomasa final depende directamente de la concentra-
Todas las medias son significativamente diferentes (a = 0,01%). C|én de g|UCOSB. En COﬂdICIOI’]eS de |ImltaCIén de g|u008a

P. ostreatupuede utilizar otra fuente de carbono.
. - L . Al igual que en otros cultivos sumergidos de hon-
__Reinoculacién a medio sélidba velocidad de cre- 455 filamentosos, la morfologia y tamafio de pefiets

cimiento micelial deP. ostreatuse incremento conforme  gptenidos para esta especie estan determinados por el
aument6 la edad del micelio en cultivo liquido al ser estrés mecanico durante el cultivo, esto quiere decir, con
resembrado. Asi, la mayor velocidad se obtuvo en lasyng distribucion mas homogénea del tamafio al utilizar un
resiembras de los inoculos de 12 dias con p= 0,036 h pigreactor [23,24].

mientras que los de 3y 6 d||as tuvieron p= 0,024y Parece ser que la produccion de lignina peroxidasa
0,025 I, respectivamente (Tabla 4). y lacasa esta asociada al crecimiento de algunas especies

. . . de Pleurotus[16,25], sin embargo se requieren experi-
Tabla 4. Velocidad de crecimiento del micelio de P. ostreatus

- i e - mentos mas precisos para definir su produccién en
brad DLA a partir del in6culo liquido de diferente : -
;%S;i? raco en agar ap q P. ostreatusLos cultivos sumergidos pueden usarse para

preparar mayor cantidad de in6culo, de un tamafio homo-

Edad del inoculo H géneo y que al resembrarse en medio sélido crezca rapi-
(dias) () damente. Ademas el medio extracelular puede utilizarse
3 0,024 * para obtener enzimas como un subproducto de alto valor
6 0,025 * agregado.
9 0,029
12 0,036

*no hay diferencia significativa (o = 0,01%)
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