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RESUMEN

Los subproductos del maiz (olote, totomoxtle y rastrojo) podrian servir como sustrato
para producir extractos enzimaticos por fermentacion sélida (FS). El objetivo de esta
investigacion fue cuantificar la actividad de enzimas celulasas y lacasas de cepas de
Pleurotus ostreatus a cinco y diez dias de FS. La FS se realizo en matraces Erlenmeyer
con 50 g de sustrato (80 % humedad) inoculados con 5 g de una cepa ¢ incubados a
30 °C. En cada tiempo de fermentacion se obtuvo el extracto enzimatico y al fermento
solido se le determiné proteina cruda (PC), materia organica (MO), fibra detergente
neutro (FDN) y fibra detergente acido (FDA). El disefio experimental fue un arreglo
factorial 2x3x2 en un diseflo completamente al azar; usando cepas, sustratos y tiempo
de fermentacion como factores. La actividad enzimatica de las celulasas y la PC no
mostraron diferencias entre cepas y tipos de sustrato (p > 0.05). La FS a 10 d mostrd
mayor actividad de las celulasas y PC que a los cinco dias; la mayor actividad de las
lacasas fue en la FS por cinco dias usando la cepa P15 y olote o rastrojo; el fermento
con rastrojo presentd menor FDN que totomoxtle y olote; el fermento solido a diez dias
mostré mayor FDA que a cinco dias de FS; la FS con diez dias usando rastrojo y la
cepa MR mostré menor MO (p <0.05). En conclusion, olote y totomoxtle son sustratos
efectivos en FS para producir extractos enzimaticos de celulasas y lacasas, ademas el
contenido de nutrientes del sustrato se modifico con el tiempo de fermentacion.
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ABSTRACT

Maize by-products (corn stover, totomoxtle and stubble) could serve as a substrate to
produce enzyme extracts by solid fermentation (SF). The objective of this study was
to quantify the activity of cellulase and laccase enzymes of Pleurotus ostreatus strains
at five and ten days of SF. The SF was carried out in Erlenmeyer flasks with 50 g of
substrate (80% humidity) inoculated with 5 g of a strain and incubated at 30 °C. At
each fermentation time, the enzymatic extract was obtained and crude protein (CP),
organic matter (OM), neutral detergent fiber (NDF) and acid detergent fiber (ADF)
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were determined from the solid ferment. The experimental design was a 2x3x2 fac-
torial arrangement in a completely randomized design; using strains, substrates and
fermentation time as factors. Cellulase enzyme activity and CP showed no differences
between strains and substrate types (p > 0.05). The SF at ten days showed higher cel-
lulase activity and CP than at five days; the highest laccase activity was in the SF for
five days using strain P15 and corn stover or stubble; the ferment with stubble showed
lower NDF than totomoxtle and corn stover; the solid ferment at ten days showed higher
ADF than at five days of SF; the SF with ten days using stubble and strain MR showed
lower OM (p < 0.05). In conclusion, olote and totomoxtle are effective substrates in
SF to produce enzymatic extracts of cellulases and laccases, and the nutrient content
of the substrate changed with fermentation time.

INTRODUCCION

El maiz es un cultivo importante en varias partes
del mundo debido a su demanda con propdsitos de
congelacion, enlatado y de mesa; cuando se cosecha,
se obtiene forraje verde como subproducto de calidad
(Aguirre-Rivera et al. 2016). La diversidad del maiz
(Zea mays) mexicano es notable, ya que México se
reconoce como el centro de origen, domesticacion y
diversificacion de esta especie. El maiz se ha adapta-
do exitosamente a una amplia gama de condiciones
climaticas y edafoldgicas (Barrera-Guzman et al.
2020) y tiene una diversidad de usos en grano y en
planta para la alimentacion humana o animal. En
Meéxico, la mazorca parcialmente inmadura se llama
elote y constituye una importante fuente de carbo-
hidratos en la alimentacién humana (Ortiz-Torres
et al. 2013, Aguirre-Rivera et al. 2016). Por otro
lado, el consumo y produccion de maiz para elote es
importante por el valor economico que genera, que
varia en funcion de su procesamiento (Noriega et al.
2015, Espejel-Garcia 2020).

En 2019, México produjo 17 045 t de elote, con
un rendimiento de 14.9 t/ha (SIAP 2021). Una planta
de maiz produce de uno a cuatro elotes (Mejia 2003),
de los cuales se obtienen subproductos como el olote
(cuando se retiran los granos del elote), totomoxtle
(hojas que cubren el elote) y rastrojo (Jaramillo-
Villanueva 2018). De modo que, al separar el grano
y hojas del elote se produce olote y totomoxtle como
productos de desecho, lo cuales equivalen a alrededor
del 26.6 % de la biomasa, convirtiéndose en dese-
chos con potencial contaminante. Estos productos
suelen ser depositados como basura o se secan para
su combustion. Se estima que por cada tonelada de
maiz se obtienen 170 kg de olote (Garcia-Alaniz et
al. 2022). Asimismo, aproximadamente 27 228 242 t
de maiz se produjeron en 2019 (SIAP 2019), de las
cuales se genera el rastrojo como subproducto, lo que
representa cerca de 75 % de los residuos de la cosecha

de maiz (Jaramillo-Villanueva 2018). Este rastrojo
se utiliza como alimento para rumiantes, a pesar de
tener escaso valor nutricional y baja disponibilidad
de nutrientes debido a su estado de lignificacion, o
se deja en el terreno como acondicionador de suelos
o se quema (Fuentes et al. 2001).

El olote, entre otros usos, sirve como sustrato
para la produccion de enzimas xilanasas (Knob y
Cano-Carmona 2010) o para la extraccion de celulosa
mediante procesos de fermentacion controlada (De
Leon 2008). Dicha fermentacion en estado solido
es un proceso microbioldgico que se lleva a cabo
sobre materiales solidos. Los sustratos deben tener
la propiedad de absorber y contener agua (Brea et
al. 2020). La fermentacion sélida se usa para produ-
cir enzimas y metabolitos primarios y secundarios
(Barrios-Gonzalez y Tarrago-Castellanos 2017). Los
metabolitos resultantes de la fermentacion fingica
tienen impacto en la industria de alimentos, en la
industria farmacéutica y en la agricultura (Pineda-
Insuasti et al. 2014).

En relacion con lo anterior, el hongo Pleurous
ostreatus tiene la habilidad de crecer sobre residuos
de material lefioso o ricos en fibra, como troncos,
ramas, bagazos, rastrojos, etc., debido a su capa-
cidad de degradar polimeros como la lignina y la
celulosa mediante la secrecion de un complejo en-
zimatico (Lopez-Rodriguez et al. 2008). Las lacasas
hidrolizan compuestos fenodlicos, como diaminas y
aminas aromaticas (Mate y Alcalde 2017), mientras
que las celulasas rompen enlaces glucosidicos p-1,4
presentes en los polisacaridos de la pared celular
(Wilson 2009).

El cultivo de P, ostreatus mediante fermentacion
solida se utiliza para producir metabolitos secunda-
rios como enzimas celulasas y lacasas en sustratos
lignocelulésicos como los subproductos del maiz
que normalmente se utilizan como combustible y
son quemados o arrojados a los basureros y rios, sin
tratamiento previo (Lopez-Rodriguez et al. 2008). El



CELULASAS Y LACASAS DE Pleurotus ostreatus EN SUBPRODUCTOS DE MAIZ 233

objetivo de este estudio fue cuantificar la actividad
de celulasas y lacasas de las cepas MR y P15 de
P ostreatus en una fermentacion so6lida de cinco y
diez dias usando como sustratos olote, totomoxtle y
rastrojo de maiz.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se llevo a cabo en el
laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2 de la Uni-
versidad Auténoma de Guerrero, ubicado en el km
197 de la carretera Acapulco-Pinotepa Nacional,
Cuajinicuilapa, Guerrero, México.

Microorganismos

Los microorganismos fueron las cepas P15 y MR
del hongo P. ostreatus, cultivadas en grano de sorgo;
los cuales se adquirieron de la empresa AAC Biolab
(Estado de México, México 2018). La preparacion del
sustrato para producir el inoculo consistié en hervir
500 g de grano entero de sorgo durante 30 minen 1 L
de agua destilada que se filtro para eliminar el exceso
de agua. Posteriormente, el sorgo se coloco en un ma-
traz Erlenmeyer (Kimax®; 500 mL), se tap6 con algo-
don y papel de estraza, y se esterilizo a 121 °C durante
15 min y 15 psi en autoclave (All American® 1941X,
EUA). En una campana de flujo laminar (Labconco®,
EUA), el matraz se dejo enfriar a temperatura 30 °C
promedio, se inoculd con 50 g de micelio de una cepa
de P, ostreatus y se incub6 a una temperatura promedio
de 30 °C durante 10 dias sin agitacion.

Sustratos

El rastrojo de maiz se obtuvo de un cultivo de
maiz en Cuajinicuilapa, Guerrero (México), el cual
comunmente se quema en las parcelas como fuente de
minerales para la tierra. Se colectaron tres muestras
de 5 kg de totomoxtle y olote en la localidad antes
mencionada. En el laboratorio, se procedio a escoger
el olote y el totomoxtle para evitar contaminacion por
manejo, se enjuagaron con agua corriente para eliminar
impurezas. Los sustratos se deshidrataron en una estufa
(Felisa® FE-293A, México) a 60 °C por 72 h y se mo-
lieron en un molino convencional de martillos (Magro
TR-3500, México) con malla de 0.5 cm de didmetro.

Fermentacion so6lida

En matraces Erlenmeyer (Kimax®; 500 mL) se
colocaron 50 g de cada tipo de sustrato con 80 % de
humedad, se coloc6 un tapon de algodon y papel de
estraza y se esterilizaron. En una campana de flujo

laminar (Labconco®™, EUA), los matraces con sustrato
estéril se inocularon con 10 % P/P de micelio P15 o
MR de P. ostreatus como indculo. A continuacion,
se coloco un tapon de algodon y se incubaron a
30 °C en promedio por cinco y diez dias. Al término
de cada tiempo de incubacion, el contenido de cada
matraz se dividié en dos para determinar, con una
parte actividad enzimatica y, con la otra, el analisis
quimico del fermento sélido (tres repeticiones).

Actividad enzimatica

El fermento so6lido se colocd en un mortero
(Coorstek, 400 mL) y se agregd agua destilada en
una relacion 1:1.5, se macer6 por 20 min y se filtrd
con doble gasa. El filtrado se centrifugd durante 25
min a 4 °C y 9710 g en una centrifuga (Metrix®"
69-FA15A, México) y el sobrenadante se us6 como
extracto enzimatico (EE) para cuantificar la actividad
de las celulasas y las lacasas.

La actividad de las celulasas se midi6 usando el
método de aztcares reductores descrito por Miller
(1959). El sustrato fue carboximetilcelulosa (CMC)
a 0.5 % {2.5 g de carboximetilcelulosa (Sigma-
Aldrich® EUA) aforado a 500 mL con amortiguador
de citratos 50 mM y pH 4.8 [10.507 g 4cido citrico
(Meyer®™, México) aforado a 1 L con agua destilada]}.
La mezcla de reaccion de cada muestra contenia 0.9
mL de CMC 0.5 % y 0.1 mL de EE (se realizé por
duplicado cada muestra). A continuacion, se incu-
baron 30 minutos a 50 °C, se agre%aron 1.5 mL de
solucion DNS [14 g NaOH (Meyer ", México) + 5.9
g de metabisulfito de Na (Meyer®, México) + 29 g
tartrato de Na y K (Meyer®, México) + 1 g de 4cido
dinitrosalicilico (Sigma-Aldrich®, EUA) + 5.8 mL
de fenol liquido (Golden Bell Reactivos®, México)
aforado a 1 L con agua destilada] y se hirvid por 5
min, e inmediatamente se introdujeron en un recipien-
te de agua helada. Para cada muestra se prepar6 un
blanco con 0.9 mL de CMC 0.5 %, se incub6 30 min
a 50 °C, se agregaron 1.5 mL de solucion DNS y 0.1
mL de ECE; se hirvio por 5 min, e inmediatamente
se introdujeron en un recipiente de agua helada. Las
muestras y los blancos se midieron a una absorbancia
de 540 nm en un espectrofotdometro UV-VIS (Jen-
way® 6850, EUA). La curva estandar se prepard con
una solucion de glucosa 10 mM [0.18 g de dextrosa
(Merk®, México) aforada con 100 mL de amorti-
guador de citratos 50 mM y pH 4.8]. Una unidad de
actividad de celulasa (U) se definié como la cantidad
de enzimas que libera 1 pmol/min de glucosa.

La actividad de las lacasas se determin6 por la
generacion de radicales 2,2-azino-bis (3-etilbenzotia-
zolina-6-acido sulfonico) por la oxidacion de ABTS
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(Wolfenden y Wilson 1982). La mezcla de reaccion
de cada muestra contenia 1.6 mL de agua destilada,
0.2 mL de EE y 0.2 mL de reactivo ABTS {0.069 mg
ABTS (Sigma-Aldrich®, EUA) aforado en 25 mL de
amortiguador de citratos 50 mM y pH 5.3 [10.507 g
acido citrico (Meyer®, México) aforado en 1 L con
agua destilada]}. La mezcla de reaccion se incubd 1
min a40 °C. La absorbancia a 420 nm se registrd cada
10 s por 2 min. Una unidad de actividad de lacasa (U)
se definié como la cantidad de enzimas que produce
1 umol/min de ABTS oxidado.

Analisis bromatolégico

Los fermentados sélidos se deshidrataron a 60 °C
por 48 h para obtener la materia seca (MS); poste-
riormente, se molieron con una criba de 1 mm en un
molino Thomas-Wiley Mill (Thomas Scientific®,
Swedesboro, NJ, EUA). Antes (Cuadro I) y después
de la fermentacion solida, en los sustratos se determi-
no6 proteina cruda (PC; método 976.05), cenizas (Ce;
método 942.05) y materia organica (MO) de acuerdo
con la metodologia descrita por AOAC (2005); la
fibra detergente neutro (FDN) y la fibra detergente
acido (FDA) se determind utilizando la adaptacion
de Van Soest et al. (1991), Ankom ficrofilter Tech-
nology. La hemicelulosa se calculd por la diferencia
entre FDN y FDA.

Analisis estadistico

La actividad de las celulasas y las lacasas, asi
como el analisis quimico (tres repeticiones indepen-
dientes por interaccion) se analizaron en un arreglo
factorial 2x3x2 dentro de un disefio completamente
al azar, considerando como factores a las cepas de
P. ostreatus (P15 y MR), tipo de sustrato (rastrojo,
olote y totomoxtle) y tiempo de fermentacion solida
(5 y 10 dias). Las medias se ajustaron por minimos
cuadrados para compararlas con la prueba de Tukey
(= 0.05). El modelo estadistico fue:

Yija = p +Ai + Bj + Cx + (AB)jj + (AC)ik + (BC)jk +
(ABC)ijk * sijki

donde: Yijxi = Variable de respuesta; u = Media
general; A; = Efecto del factor cepa de P. ostreatus;
Bj = Efecto del factor tipo de sustrato; Cx = Efecto
del factor tiempo de fermentacion solida; (AB);j =
Efecto de la interaccion entre tipo de cepa y tipo
de sustrato; (AC)ik = Efecto de la interaccion entre
tipo de cepa y tiempo de fermentacion sélida; (BC)
ik = Efecto de la interaccion entre tipo de sustrato y
tiempo de fermentacion sélida; (ABC);jx = Efecto de
la interaccion entre tipo de cepa, tipo de sustrato y
tiempo de fermentacion sélida; gk = Error aleatorio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad enzimatica

A mayor tiempo de fermentacion solida de P. os-
treatus en subproductos del maiz, mejora la actividad
de las celulasas debido a que el hongo tiene mas tiempo
para producir celulasas que degradan la pared celular
de los subproductos del maiz por su contenido de FDN
y FDA (Cuadro I). El cuadro II muestra la actividad
enzimatica y el analisis bromatoldgico segtin los facto-
res; es decir el comportamiento por tipo de cepa, tipo
de sustrato y tiempo de fermentacion. La actividad de
las celulasas no mostré diferencias entre tipo de cepas
y tipo de sustrato (p > 0.05), con un promedio de 1.58
U/g (Cuadro II). Esto indica que la actividad de las
celulasas no se vio afectada por las cepas de P, ostrea-
tus, ni por el uso de rastrojo, olote y totomoxtle como
sustrato en la fermentacion solida. La fermentacion
solida a los diez dias produjo 4.5 veces mas celulasas
que a los cinco dias (p < 0.05; Cuadro II).

Los valores de las celulasas a los cinco dias de
fermentacion solida de este estudio son similares a
los reportados por Sanchez-Santillan et al. (2015a);

CUADRO 1. ANALISIS BROMATOLOGICO DE SUBPRODUCTOS DEL MA{zZ USADOS COMO
SUSTRATO EN LA FERMENTACION SOLIDA.

Sustrato MS PC FDN FDA Hemi Ce MO
(g/kg MS)

Olote 246.3 66.2 750.1 389.0 361.2 17.5 982.5

Rastrojo de maiz 935.3 73.6 784.7 485.0 299.7 65.2 934.8

Totomoxtle 238.0 58.4 805.4 397.0 408.4 28.9 971.1

MS = materia seca, PC = proteina cruda, FDN = fibra detergente neutro, FDA = fibra detergente acido,
Hemi = hemicelulosa, Ce = cenizas, MO = materia orgénica.
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CUADRO II. ACTIVIDAD ENZIMATICAY ANALISIS BROMATOLOGICO DE FERMENTO SOLIDQ OBTENI-
DO POR LAS CEPAS MR 'Y P15 DE Pleurotus ostreatus EN SUBPRODUCTOS DE MAIZ A CINCO
Y DIEZ DIAS DE FERMENTACION SOLIDA.

Cepa Sustrato Tiempo fermentacion
Variable (dias) EEM
MR P15 Olote Rastrojo Totomoxtle 5 10
Celulasas 1.55 1.60 1.42 1.71 1.60 0.57° 2.59% 0.18
Lacasas 14.10>  20.35° 18.652 21.76% 11.26° 21.00% 13.44° 2.32
MS 252 263.4 263.9 265.7 2435 279.1*  236.3° 5.73
Ce 41.3% 40.1° 20.1° 77.6% 24.4% 38.2° 4322 4.46
MO 958.7°  959.9% 979.9 922.4° 975.6° 961.8°  956.8" 4.46
FDN 716.1°  735.6° 767.6 693.8¢ 716.2° 695.9°  755.8° 8.56
FDA 3932 3998 395.1° 438.5% 356.0° 369.5°  423.5% 8.67
Hemi 3229 3359 372.6° 255.30 360.2 326.5 3323 9.9
PC 442 50.9 50.6 48.3 43.7 37.5° 57.6% 2.8

abeMedias con diferente literal en la misma fila indican deferencias (p < 0.05).

Celulasas = U/g, Lacasas = U/g, MS = g/kg MS, Ce = g/kg MS de cenizas, MO = g/kg MS de materia orgénica,
FDN = g/kg MS de fibra detergente neutro, FDA = g/kg MS de fibra detergente acido, Hemi = g/kg MS de hemicelulosa,
PC = g/kg MS de proteina cruda, Cepa = MR y P15 de P. ostreatus, Sustrato = olote, totomoxtle y rastrojo de maiz,
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dias = cinco y diez dias de fermentacion solida, EEM = error estandar de la media.

mientras que a los diez dias son mayores a lo publica-
do por Membrillo et al. (2011), Sanchez-Santillan et
al. (2015b) y Soto-Sanchez et al. (2015). Los valores
reportados son 0.6 U/g en bagazo de cafia de azucar
inoculado con P, ostreatus con cinco dias de fermenta-
cion solida (Sanchez-Santillan et al. 2015a); 0.225 U/g
en bagazo de cafia de azticar inoculado con P. ostreatus
con siete dias de fermentacion solida (Membrillo et al.
2011); 0.3 U/g en bagazo de cafia de aztcar inoculado
con P. ostreatus con 15 dias de fermentacion solida
(Sénchez-Santillan et al. 2015b), y 1.6 U/g en paja de
cebada inoculada con Pleurotus sapidus con ocho dias
de fermentacion solida (Soto-Sanchez et al. 2015).
Laactividad de las lacasas por factores mostr6 que
P15 produjo 44.3 % mas que MR; el olote y el rastrojo
produjeron 79.4 % mas que el totomoxtle, y en cinco
dias de fermentacion se produce 56.2 % mas que a
los diez dias (p < 0.05; Cuadro II). El cuadro II1
muestra las variables que presentaron triple interac-
cion entre factores, es decir, aquellas que presentaron
diferencias cuando interactuaron entre cepas, tipos
de sustratos y tiempo de fermentacion. La mejor ac-
tividad de las lacasas se presentd cuando se realizo
la fermentacion solida por cinco dias usando la cepa
P15 y olote como sustrato (p < 0.05; Cuadro III).
Cabe destacar, que ésta no presentd diferencias con
la misma cepa y tiempo de fermentacion usando el
rastrojo como sustrato (p > 0.05; Cuadro III).
Membirillo et al. (2008), Luna et al. (2013), Mén-
dez-Hernandez et al. (2018) y Ganash et al. (2021)
publicaron valores inferiores en la cuantificacion de

la actividad de lacasas que la cepa P15 con cinco dias
de fermentacion solida en olote del presente estudio.
Membrillo et al. (2008) reportaron 0.02 Ul/g MS
en bagazo de cafia de azlcar (2.9 mm de tamafio de
particula) inoculado con P. ostreatus por ocho dias;
Luna et al. (2013) cuantificaron 3.46 Ul/g MS en una
fermentacion solida de 12 dias con rastrojo de cebada y
P, ostreatus; mientras, Méndez-Hernandez et al. (2018)
informaron una cuantificacion de 1.4 y 4.1 U/g con
una fermentacion de cinco y diez dias con rastrojo de
maiz y Fomes sp; y Ganash et al. (2021) publicaron
2.1 y 2.2 U/mL en rastrojo de maiz inoculado con
P, ostreatus por cinco y diez dias.

Marquez et al. (2007) mencionan que P. ostreatus
presenta mayor actividad de lacasas (13.9 Ul/g MS)
que de celulasas (1.06 Ul/g MS), lo que coincide
con lo reportado en el presente estudio (Cuadros II
y III). Asimismo, la actividad enzimatica de P. os-
treatus varia segun las condiciones del proceso de
fermentacion solida: tipo de microorganismo a usar,
el tiempo de la fermentacion solida, el tipo de sustrato
y su tamano de particula, la afinidad enzima-sustrato
(Kumar et al. 2008, Sanchez-Santillan et al. 2015b,
Zarate-Salazar et al. 2020), la composicion de la
pared celular del sustrato, la naturaleza del in6culo,
la temperatura (Park et al. 2002, Sanchez-Santillan
etal. 2015a, Zarate-Salazar et al. 2020), la estructura
de la planta utilizada (olote o totomoxtle; Luna et al.
2013, Zarate-Salazar et al. 2020, Ganash et al. 2021)
y las propiedades mecanicas y fisicas de los sustratos
(Ganash et al. 2021).
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CUADRO IIL. ACTIVIDAD DE LACASAS, CENIZAS Y MATERIA ORGANICA
DE FERMENTO SOLIDO CON DIFERENTES SUBPRODUCTOS
DE MAIZ INOCULADOS CON LAS CEPAS MR O P15 DE Pleurotus
ostreatus DURANTE CINCO Y DIEZ DIiAS DE FERMENTACION

SOLIDA.

Sustrato Cepa Tiempo de Lacasas  Cenizas  Materia organica
fermentacion (d)
Ulg (g’kg MS)

MR 5 14.69 18.1¢ 981.9
Olote MR 10 8.924 20.6' 979.4%

P15 5 48.95° 19.18 980.9°

P15 10 2.144 22.8°f 977.2%

MR 5 31.09% 74.7% 925.3¢f
Rastrojo MR 10 11.31¢ 86.9% 913.18
de maiz P15 5 34.09% 72.5¢ 927.5¢

P15 10 10.564 76.4° 923.6

MR 5 11.35¢ 22.5¢F 977.5%
Totomoxtle MR 10 7314 25.24¢ 974.8%

P15 5 15.45% 22.6% 977 .4

P15 10 10.92¢ 27.3¢ 972.74
EEM 232 4.46 4.46

ab.e Medias con diferente literal en la misma fila indican deferencias (p < 0.05).

Cepa=MR y P15 de P, ostreatus

Composicion quimica

El contenido de MS no mostr6 diferencias
(p > 0.05) entre las cepas MR y P15 de P. os-
treatus, ni entre los sustratos rastrojo, olote o
totomoxtle (Cuadro II); fue 57.7 g mayor que
la MS inicial de los sustratos antes de iniciar la
fermentacion solida. Sin embargo, la fermenta-
cion solida a los cinco dias mostré 18.1 % mayor
contenido de MS que la fermentacion con diez
dias (Cuadro II). Los cambios en el contenido
de MS se asumen a la cantidad de agua que se
evapord durante el tiempo de fermentacion so-
lida evaluado; dado el contenido de MS inicial
(20 %) y la cantidad de biomasa fingica que se
sintetiz6 por el crecimiento de P. ostreatus

El contenido de proteina cruda (PC) no presento
diferencias entre sustratos, ni con tipo de cepa de P,
ostreatus (p > 0.05). No obstante, la fermentacion
solida con diez dias mostr6 un incremento de 53.6 %
respecto a la fermentacion con cinco dias (Cuadro IT).
Si comparamos el contenido de PC de los sustratos
antes y después del proceso de fermentacion sélida,
se observa que el contenido de PC es menor después
del proceso de fermentacion solida.

Esto se puede deber al hecho de que el hongo uti-
liza la proteina presente en el sustrato para satisfacer

sus necesidades de nitrogeno para biosintesis de
proteina microbiana (Sanchez-Santillan et al. 2015b);
mientras, las diferencias entre los tiempos de fermen-
tacion se relacionan con el crecimiento del micelio
del hongo (Olivera-De la Cruz et al. 2019). Valores
inferiores de PC (Cuadro II) se reportaron en paja
de trigo usada como sustrato en fermentaciones so-
lidas hasta por 30 dias inoculadas con P. ostreatus
(Shrivastava et al. 2011), asi como superiores en
fermentaciones solidas de cinco dias en rastrojo
de maiz inoculado con P. ostreatus (Khonkhaeng y
Cherdthong 2019).

El cuadro IV presenta las variables por tipo de
sustrato a diferentes tiempos de fermentacion. Cabe
destacar que las cepas no mostraron interaccion con el
tipo de sustrato, ni con el tiempo de fermentacion (p >
0.05). El olote sometido a diez dias de fermentacion
solida mostro el mayor contenido de fibra detergente
neutro (FDN), 150.9 g méas que el rastrojo fermentado
por cinco dias, que presentd el menor contenido de
FDN (p < 0.05; Cuadro IV). El sustrato donde se
inocul6 la cepa MR mostré 2.7 % menos contenido
de FDN que la cepa P15; el sustrato a los cinco dias
de fermentacion sélida presentd 8.6 % menos FDN
que los sustratos a los diez dias; el rastrojo de maiz
presentd 3.2 % menor contenido de FDN que el
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CUADRO 1V. ACTIVIDAD DE LACASAS, CENIZAS, MATERIA ORGANICA
Y FIBRAS DETERGENTES DE FERMENTO SOLIDO CON DI-
FERENTES SUBPRODUCTOS DEL MA{Z DURANTE CINCO
Y DIEZ DiAS DE FERMENTACION SOLIDA.

Tiempo de Lacasas Ce MO FDN FDA
Sustrato fermentacion (d)
Ulg (g/kg MS)

Olote 5 28.93%  18.6° 981.4* 740.6° 3822

10 837 21.7¢ 9783Y 794.6°  407.9°
Rastrojo 5 22.7° 73.6°  926.4¢ 64379 391.1°
de maiz 10 20.83%  81.7* 918.4° 743.8>  485.8°
Totomoxtle 11.38% 2254 9775 703.5¢  335.0°

10 11.13¢  26.2°  973.8° 728.9*  376.9%
EEM 232 4.46 4.46 8.56 8.67

abede NMedias con diferente literal en la misma columna indican deferencias

(p < 0.05).

*Variables que presentaron interaccion (p < 0.05) entre los factores sustrato y dias

de fermentacion solida.

Ce = cenizas, MO = materia organica, FDN = fibra detergente neutro, FDA = fibra
detergente acido, EEM = error estandar de la media.

totomoxtle, y este 7.2 % menos que el olote (p < 0.05;
Cuadro IV). Esto se explica porque las cepas MR y
P15 consumieron carbohidratos estructurales como
fuente de energia para su crecimiento (Okano et al.
2007, Sanchez-Santillan et al. 2015b).

El rastrojo con diez dias de fermentacion solida
mostrd el mayor contenido de FDA, 150.8 g mas
que el totomoxtle con cinco dias de fermentacion,
que presentd el menor contenido de FDA (p < 0.05;
Cuadro IV). La inoculacion de las cepas MR y P15
de P, ostreatus no modificé el contenido de FDA de
los sustratos usados en el presente estudio (p > 0.05).
El sustrato aumentd 14.6 % el contenido de FDA al
pasar de cinco a diez dias de fermentacion solida. El
contenido de FDA en el rastrojo de maiz fue 10.9 %
mayor que en el olote y este mostré 10.9 % mayor
contenido que el totomoxtle (p < 0.05; Cuadro II).

El contenido de hemicelulosa de los sustratos no
vari6 cuando se uso lacepa MR o la P15 de P, ostrea-
tus, ni por el tiempo de fermentacion solida (p > 0.05).
Ademas, el rastrojo presentd el menor contenido de
hemicelulosa (p < 0.05; Cuadro II). Esto porque la
hemicelulosa esta unida a la lignina y la actividad
de las lacasas de P. ostreatus favorecio al hidrolizar
de la hemicelulosa al hidrolizar parte de la lignina
adherida (Machado et al. 2020). Cabe destacar que
después del proceso de fermentacion solida, tanto el
rastrojo como el totomoxtle disminuyeron su conte-
nido de FDN, FDA y hemicelulosa (Cuadros L'y II).

Esto se puede atribuir a la actividad enzimatica del
hongo sobre la pared celular de los sustratos del maiz.

Comportamientos similares entre factores res-
pecto al contenido de FDN, FDA y hemicelulosa
(Cuadros II y IV) se publicaron en paja de trigo
como sustrato y P. ostreatus como inoculo en fer-
mentaciones solidas de hasta 30 dias (Shrivastava et
al. 2011). Ademas, se reportaron valores superiores
de FDN (813.5 g/kg MS), FDA (507.6 g/kg MS) y
hemicelulosa (341.8 g/kg MS) (Cuadros I1 y IV) en
fermentaciones de hasta 24 dias con paja de cebada
como sustrato y P. ostreatus como inéculo (Soto-
Sanchez et al. 2015).

La variacion en los contenidos de los componen-
tes de la pared celular (FDN, FDA y hemicelulosa)
después del proceso de fermentacion solida se pue-
de atribuir a la composicion de la pared celular del
rastrojo, olote y totomoxtle, asi como al complejo
lignina-carbohidratos estructurales. Esta disminu-
cion es una consecuencia de las enzimas producidas
por las cepas MR y P15 de P. ostreatus durante su
crecimiento (Okano et al. 2006).

La interaccion que mostrd el mayor contenido de
cenizas (Ce) y, por consiguiente, la menor cantidad de
materia organica (MO) fue la fermentacion solida de
10 dias usando rastrojo como sustrato y la cepa MR
como inodculo (p <0.05); con un valor superior en Ce
e inferior en MO en comparacion con el sustrato antes
de iniciar la fermentacion solida. Esto indica que la
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cepa MR us6 los carbohidratos y PC del sustrato para
su metabolismo, lo que se reflejé en una disminucion
de la MO (Akinfemi et al. 2008). Luna et al. (2013)
y Soto-Sanchez et al. (2015) publicaron valores
inferiores de MO en fermentaciones solidas de 24
dias con paja de cebada como sustrato y P. ostreatus
como indculo (Soto-Sanchez et al. (2015), asi como
en fermentaciones de 8, 16 y 30 d con paja de cebada
como sustrato y P. ostreatus como in6culo (Luna et al.
2013). Khonkhaeng y Cherdthong (2019) reportaron
mayor contenido de MO en fermentaciones sélidas
de cinco dias en rastrojo de maiz inoculado con P,
ostreatus.

CONCLUSIONES

La cepa P15 exhibe la maxima actividad de laca-
sas cuando se utiliza olote o rastrojo como sustrato en
fermentacion solida de cinco dias. No se registraron
diferencias en la actividad de las celulasas en funcion
del tipo de sustrato o cepa de P. ostreatus. Ademas,
se demostro que los subproductos olote y totomoxtle
son sustratos efectivos en la fermentacion sélida para
la produccion de extractos enzimaticos de celulasas
y lacasas con P. ostreatus como indculo. Asimismo,
el contenido de nutrientes en el sustrato experimentd
modificaciones significativas a lo largo del tiempo
de fermentacion.
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