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INTRODUCCION 

 
El cultivo y la comercialización de hongos comestibles, entre ellos las gírgolas, ha 
crecido rápidamente no sólo con fines alimenticios sino también como fuente de 
compuestos de interés como vitaminas, fibras y aminoácidos esenciales. También han 
surgido otros usos novedosos como la producción de antibióticos, enzimas o hasta 
reemplazo de materiales de packaging. 
A través de técnicas como la selección artificial, mutagénesis dirigida, transgénesis o 
hibridación de protoplastos se puede potenciar los rasgos deseables de algunas cepas 
seleccionadas. La obtención de protoplastos se realiza eliminando la pared celular con 
métodos enzimáticos. 

 
OBJETIVOS 

 

 Producir protoplastos de Pleurotus ostreatus empleando la enzima comercial 
VinoTaste de Novozyme. 

 

 
Título del proyecto: Desarrollo de biocompuestos fibra-polímero basados en hongos 
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METODOLOGÍA 
 

El objetivo de este estudio es producir protoplastos de Pleurotus ostreatus empleando 
la enzima comercial VinoTaste de Novozyme. Con este fin se adquirió una cepa de 
“hongo ostra” de un proveedor local y se corroboró la identidad del mismo mediante 
técnicas moleculares. Para esto se amplificó la secuencia nucleotídica de la región ITS 
mediante PCR con los cebadores universales ITS1 e ITS4. El producto de la reacción 
se ligó al vector pGEM-T Easy y se utilizó para transformar la cepa de Escherichia coli 
TOP10. Finalmente se realizaron minipreparaciones de ADN plasmídico y se enviaron 
a secuenciar (Macrogen-Corea). Utilizando la herramienta BLAST del NCBI se observó 
que las secuencias obtenidas presentaban un 100 % de identidad con P. ostreatus.  
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En el paso siguiente se creció la cepa en medio YPD líquido (figura 1) y posteriormente 
se utilizó la enzima comercial VinoTaste para digerir las paredes celulares y liberar los 
protoplastos (figura2). Esta enzima es utilizada industrialmente para la clarificación de 
vinos ya que posee actividades pectinasa y beta-glucanasa. Se realizaron distintas 
pruebas variando el tiempo de contacto (1-3 horas), la concentración de enzima (3, 6 y 
10 %) y el buffer (PBS ph 7, Citrato ph 5,8). Además, se probaron diferentes medios 
osmóticos protectores (manitol y sorbitol). 

                                        

  Figura 1: Crecimiento de la cepa en YPD.        Figura 2: Protoplastos al microscopio. 

En las mejores condiciones encontradas (3 horas de incubación, 10% enzima, buffer 
citrato pH 5,8 y manitol como osmoprotector) un gramo en base húmeda de micelio 
generó 3x108 protoplastos totales, al ser contados en cámara de Neubauer (figura3). 

 

Figura 3: Protoplastos totales según la concentración de enzima en buffer citrato manitol pH 

5,8. 
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CONCLUSIONES 

En resumen, hemos logrado optimizar el proceso de obtención de protoplastos en P. 
ostreatus empleando la formulación enzimática comercial (técnica) VinoTaste. El 
rendimiento obtenido está dentro del rango reportado previamente, la ventaja 
significativa radica en que la enzima utilizada en este estudio se encuentra fácilmente 
disponible y a un precio considerablemente más bajo que otras alternativas de uso 
habitual. 
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