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RESUMEN 

Los residuos lignocelulósicos constituyen el recurso renovablemás importante que existe y 

está conformado en su mayoría por celulosa la cual es degradada principalmente por 

hongos Basidiomicetos. Actualmente algunos residuos son utilizados para la generación 

de productos de interés biotecnológico como los biocombustibles, disolventes como 

butanol entre otros. En Colombia existen pocos estudios relacionados con la diversidad 

microbiana y su asociacióncon ladegradación de la madera y no se han explorado las 

aplicaciones que se derivan de lariqueza microbiana involucrada en estos procesos, a 

través de la aplicación de laBiotecnología.El objetivo de este trabajo es caracterizar 

mediante actividad enzimática la producción de holocelulasas de hongos provenientes del 

bosque húmedo a partir de residuos agrícolas para procesos de bioconversión del cacao. 

Se evaluaron 41 cepas cualitativamente mediante la absorbancia de la prueba de DNS, 

determinando la relación de azucares reductores presentes en las muestras como 

resultado de la degradación de celulosa contenida en cacao.  

Se seleccionaron hongos basiodiomicetos con la mayor actividad 

holocelulasaencontrando como resultado máxima actividad enzimática para CMCasa 

producida por LK25 con 8,8 Ul/mL, enFPasalas cepas M1, A7, A18, LK17 y A11 

presentaron valores significativosde 12.5, 12.0, 11.6 y 11.0 Ul/mLrespectivamente, en la 

actividad Xilanasalas cepasLK25, RIO3 y RIO5 presentaron rendimientos de 1.9, 3.4 y 

1.5Ul/mLrespectivamente y la actividad β-glucosidasa en A14, RIO1 y RIO4 

presentórendimientos de 2.6, 2.7 y 3.1Ul/mL respectivamente. 

Los resultados sugieren que el hongo LK25 presentó los mayores valores de actividad 

CMCasas y Xilanasas. Sin embargo, mostró baja actividad para Fpasa y β-glucosidasa, 

entre tanto los hongos RIO1, RIO3, RIO4 y RIO5 mostraron los mayores niveles de 

actividad Xilanasa y β-glucosidasa con rangos entre 1.5 y 3.4 Ul/mL. 

El presente trabajo permitió seleccionar las cepasLK25,M1, A7, A18, LK17, A11, RIO1, 

RIO3, RIO4, RIO5 y A14 las cuales tienen un alto potencial para ser incorporados en 

procesos de bioconversión.  

 

 



INTRODUCCIÓN 

La lignocelulosa es la principal estructura que constituye las plantas y representa la 

principal fuente de materia orgánica renovable de la tierra. Se puede encontrar en la 

pared celular, y se compone de celulosa, hemicelulosa y lignina, además de ácidos 

orgánicos, sales y minerales (Hamelinck et al, 2005). 

Estos residuos son sustratos para el crecimiento de hongos filamentosos, que producen 

enzimas celulolíticas, hemicelulolıticas y ligninolíticos por fermentación en estado sólido 

(SSF). Estos hongos son considerados los organismos mejor adaptados para la SSF, ya 

que sus hifas pueden crecer en la superficie de las partículas (Santos et al., 2004). Los 

hongos filamentosos son los más distinguidos productores de enzimas implicadas en la 

degradación de material lignocelulósico. 

Los hongos tienen la facilidad de colonizar rápidamente el sustrato produciendo diferentes 

complejos enzimáticos, entre ellos el complejo enzimático celulasa, que interviene en la 

descomposición de la celulosa; el complejo está constituido por tres tipos de enzima; 

endoglucanasas, exoglucanasas y beta glucosidasas; que actúan sinérgicamente en la 

degradación de la celulosa liberando moléculas de glucosa (Hernández et al., 1999). 

La degradación microbiana de la biomasa lignocelulósica se lleva a cabo mediante la 

acción de varias enzimas, de las cuales las más importantes son las celulasas, en este 

proceso las endolucanasas cortan aleatoriamente los sitios internos amorfos de las 

cadenas polisacáridas de celulosa, generando oligosacáridos de varias longitudes y por 

tanto se presentan algunas cadenas cortas (L. R. Lynd, 1996). Exoglucanasas actúan 

sobre las terminales reductoras y no reductoras de las cadenas de celulosa liberando 

tanto glucosa (glucanohydrolasas) o celobiosa (celobiohidrolasas) como los principales 

productos. Las exoglucanasas pueden actuar también sobre la estructura microcristalina 

de las cadenas. (J. Sheehan, M.E Himmel.1999). 

 

Algunos estudios relacionados con  el uso potencial de enzimas para la degradación de 

los materiales lignocelulósicos, se han enfocado en la liberación de azúcares 

fermentables que se pueden convertir en etanol de segunda generación por la acción de 

los microorganismos fermentativos (Buaban et al, 2010; Talebnia et al, 2010). Entre los 

residuos lignocelulósicos destinados a la producción de etanol se pueden nombrar; 

cascarilla de arroz, salvado de trigo, cascarilla de trigo, aserrín, cacao, paja de maíz y 

bagazo de la caña de azúcar (Binod et al, 2010). Estos residuos constituyen una fuente de 

energía renovable y abundante, y no afectan la disponibilidad de alimentos. Además, 

pueden utilizarse como alimentos para animales y productos químicos.  (Medina, D. A. P., 

Nuñez, M. F. A., &Ordoñes, M. S.  2010) 

La importancia de emplear el residuo lignocelulósico del cacao en procesos de actividad 

enzimática, se debe a que en la producción del cacao se generan grandesvolumenes de 

residuos, quedando estos acumulados en el cultivo y generando problemas ambientales 

como la propagación de microorganismos patógenos, además de esto, la forma cóncava 



de las cáscaras partidas propician la multiplicación de insectos, lo que causa pérdidas 

económicas de la actividad cacaotera (Ortíz Valbuena, K. L. 2013). 

 

La tasa de descomposición  del tronco depende del contenido de lignina, celulosa y 

hemicelulosa, la actividad enzimática determina el estado de descomposición de este 

(Chaparro Sosa, Rosas Wanumen., 2006) Existe poca evidencia acerca de la diversidad 

microbiana asociada a la degradación de la madera, además de no haberse explorado las 

aplicaciones que resultan de los procesos biotecnológicos. Por otra parte, se destaca que 

el bosque subandino ha sido transformado fuertemente por el hombre al sobreexplotar 

sus suelos, desconociendo la funcionalidad de los hongos presentes en este tipo de 

bosque. Por tal razón el objetivo de este trabajo es caracterizar mediante actividad 

enzimática la producción de holocelulasas de hongos provenientes del bosque húmedo a 

partir de residuos agrícolas para procesos de bioconversión del cacao.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Área de Estudio 

El estudio se realizó en fragmentos del bioma bosque  muy húmedo premontano bajo, del 

municipio de Manizales a una altitud de 2.153 msnm en las coordenadas (5°04’20″N 

75°25’10″O5°06’15″N 75°33’ 10″O). Los residuos del cultivo de cacao (Theobroma cacao) 

fueron recolectados en fincas localizadas alrededor de Manizales.  

Material Biológico 

Las muestras de los hongos basidiomicetos fueron tomados aleatoriamente de troncos 

caídos de diferentes zonas de estudio, teniendo en cuentas la época de lluvias. Los 

hongos colectados, fueron limpiados en su exterior con solución salina para eliminar 

partículas en su superficie, se almacenaron en bolsas de cierre hermético debidamente 

rotuladas. Finalmente fueron transportadasal laboratorio de Biología Molecular de la 

Universidad de Manizales.  

 

Aislamiento y purificación  

 

Para el aislamiento se tomaron los hongos previamente desinfectados y posteriormente 

se sembró una porción de cada uno por medio de punción en el centro del plato, en cajas 

de Petri con agar SDA. Las cajas se llevaron a incubar a 30°C hasta obtener crecimiento.  

Posteriormente se tomó un trozo de cada hongo del medio SDA y se sembró en un medio 

de cacao sin suplementos y se dejaron a temperatura ambiente (18-22ºC), durante 10 

días (Figura 1).  Una vez crecidos los hongos en el medio de cacao se procede a realizar 

los extractos, tomando cada hongo y  diluyéndolos en agua destilada estéril en porciones 



1:1, el extracto obtenido fue filtrado con una gasa estéril para finalmente recolectarlos en 

tubos falcon de 15 ml. 

 

Obtención de extractos enzimáticos.  

 

La actividad holocelulasa de las enzimas carboximetilcelulosa (CMCasa), Fpasa, Xilanasa 

y β-glucosidasa fueron determinadas mediante el método DNS siguiendo la metodología 

de Siqueira F.G 2010.  

 

50µl del extractode la muestra se mezclaron con 100 µl de CMC al 1%, se incubó a 50°C 

durante 30 minutos posterior a esto se adicionaron 300 µl de DNS y se colocó a 96°C 

durante 10 minutos. Para la actividad enzimática (FPasa), se tomó 20µl del extracto 

enzimático adicionándolo a cada pozo que contenía papel de filtro (Whatman N° 1) y 40 µl 

de buffer pH 5, se incubó a 50°C durante 1 hora, posterior a esto se añadió 120 µl de DNS 

y se incubó a 100°C durante 10 minutos. La actividad enzimática se expresó como µlmol 

de azúcar reductor por minuto en ml de solución de enzima, es decir, como IU ml-1. La 

glucosa, se utilizó como patrón estándar. Las reacciones se realizaron por triplicado para 

cada ensayo (figura 3). 

 

Las mediciones se realizaron teniendo en cuenta la cantidad de azucares reductores que 

fueron liberados mediante la actividad enzimática a 540nm utilizado un espectrofotómetro 

MultiScanGo (Figura 4). 

 

 

Análisis Estadístico. 

El análisis de los resultados se determinó con un nivel de significancia de 0,05, las 

pruebas se realizaron por triplicado. Los datos se compararon mediante análisis 

unidireccional de varianza seguido por el test de Tukey. El análisis descriptivo, distribución 

normal, homogeneidad de la varianza, diferencia entre los tratamientos y las enzimas se 

realizaron con SPSS (versión 17.0) para Windows (SPSS, Inc., Chicago, IL). 

 

RESULTADOSY DISCUSIÓN  

La determinación de la cantidad de azucares reductores producidas por cada enzima se 

realizó mediante el método de DNS. De acuerdo al análisis estadístico  se encontró 

diferencias estadísticamente significativas p < 0,05 entre los hongos evaluados y las tasas 

de producción de las actividades CMCasa, FPasa, Xilanasa y β-glucosidasa. 

Las figuras 1 muestra los valores de actividad de las diferentes enzimas celulasas  para 

las cepas estudiandas,  en CMCasa se presenta un pico de actividad producida por LK25 

con 8,8 Ul/mL (figura 1), las demás cepas presentaron una actividad homogénea;  en 

FPasa las cepas M1, A7, A18, LK17 y A11 presentaron actividad de 12.5, 12.0, 11.6 y 



11.0 Ul/mL respectivamente, la actividad Xilanasa de las cepas LK25, RIO3 y RIO5 

presentaron rendimientos de 1.9, 3.4 y 1.5Ul/mL respectivamente y finalmente la actividad 

β-glucosidasa para A14, RIO1 y RIO4 presentó rendimientos de 2.6, 2.7 y 3.1Ul/mL 

respectivamente.  

 

Figura1. Actividad Enzimática de CMCasas a partir de Cacoa, durante 10 días 

 

 

Figura 2. Actividad Enzimática de Fpasas a partir de Cacoa, durante 10 días 



 

 

 

Figura3. Actividad Enzimática de Xilanasa a partir de Cacoa, durante 10 días 



 

 

Figura 4. Actividad Enzimática de β- glucosidasa a partir de Cacoa, durante 10 días 

 



 

Al analizar las figuras 1, 2, 3 y 4 de las enzimas versus la actividad enzimática generada 

para CMCasa, FPasa, Xilanasa y β-glucosidasa se observa buena actividad para FPasa 

en la mayoría de las enzimas respecto a las demás enzimas. 

El hongo LK25 presentó los mayores valores de actividad CMCasas y Xilanasas. Sin 

embargo, mostró baja actividad para Fpasa y β-glucosidasa, entre tanto los hongos RIO1, 

RIO3, RIO4 y RIO5 mostraron los mayores niveles de actividad Xilanasa y β-glucosidasa 

con rangos entre 1.5 y 3.4 Ul/mL. 

Informes experimentales en la producción de celulasas mediante el cultivo de un 

determinado hongo “Trichodermaviride” sobre racimos vacíos de palma de aceite 

muestran mayores actividades celulolíticas en cultivos realizados con pretratamiento 

biológico (precultivo de Pleurotusostreatus) y NaNO3 como fuente de nitrógeno, con 

valores de 0,374 U/mL de FPasa y 0,776 U/mL de CMCasa;  la actividad enzimática de 

endoglucanasas y exoglucanasas producidas por el hongo aislado son bajas, comparadas 

con las obtenidas en otros estudios. Estos resultados muestran que la actividad 

enzimática depende del material lignocelulósico, su composición y acceso enzimático, que 

simultáneamente dependen del pretratamiento realizado a los sustratos (Rodríguez G, I., 

& Piñeros C, Y. 2007). 

Otros estudios encaminados a evaluar las actividades de holocelulasas de hongos 

filamentosos provenientes de la descomposición del tronco Tocantins (Brasil) cuando se 

cultiva en medios con diferentes biomasas lignocelulósicas (bagazo de la caña de azúcar, 

pasto elefante o okara), encontraron mejores actividades de xilanasas, CMCasas, FPasa, 

con una temperatura óptima de 50°C, pH 4,5 y estabilidad térmica a 45 °C. También se 

verificó mediante análisis químico las actividades hidrolasas y oxi-reductasa producidas 

por Pleurotusostreatus, donde se probó que generaron mayor deslignificación de 

biomasa. (Facundes, B. C. 2014). 

Los hongos de podredumbre blanca forman un interesante grupo de organismos con gran 

potencial biotecnológico debido a su habilidad para degradar el polímero de lignina y 

compuestos aromáticos estructuralmente relacionados. (Rodríguez, S. E, 2006). Esta 

potencialidad se basa especialmente en el sistema extracelular implicado en la 

degradación de lignina, compuesto por diferentes tipos de enzimas (peroxidasas y 

oxidasas extracelulares) y compuestos de baja masa molecular. (Rodríguez, S. E, 2006). 

Estudios bajo diferentes fuentes de carbono donde determinan la actividad enzimática de 

las enzimas celulolíticas: endoglucanasa, exoglucanasa y β-glucosidasa; ligninolíticas: 

lacasa, ligninperoxidasa (LiP) y manganesoperoxidasa (MnP) y xilanolíticas: endoxilanasa 

del hongo Grifola frondosa sobre agar papa dextrosa (PDA) en cinco generaciones, se 

encuentra que las enzimas más activas bajo estas condiciones de cultivo son la 

endoglucanasa y la exoglucanasa, mientras que la de menor actividad fue la β-

glucosidasa (Barreto, S. M. 2008). La comparación de  las actividades enzimáticas del 

hongo en las dos formulaciones de sustratos, para cinco tiempos de fermentación (20, 30, 



45, 60 y 75 días) durante la fase de incubación, obtiene siempre una mayor actividad para 

los sustratos formulados con aserrín de roble. En cuanto a los sustratos con borra de café 

no fructifican por alguna sustancia tóxica presente que puede causar inhibición en el 

desarrollo del hongo y evitar su formación de carpóforo (Barreto, S. M. 2008). 

En la fase experimental los datos obtenidos de actividad de exoglucanasa se relacionan 

con el modo de acción de la misma; ya que ésta genera principalmente rupturas 

secuenciales en la molécula de celulosa a partir de un extremo no reductor liberado, 

produciendo unidades de glucosa y celobiosa. El comportamiento de esta enzima 

demuestra una mayor actividad en los primeros 30 días de incubación, período 

correspondiente a la colonización total del sustrato por el micelio del hongo (Barreto, S. M. 

2008), donde probablemente se requiere la mayor cantidad disponible de nutrientes.    

Existe un gran interés en el estudio de la actividad enzimática de hongos debido a la 

creciente demanda de productos que pueden ser perjudiciales para el ambiente, y al 

mismo tiempo, una mayor conciencia con respecto a un menor daño al mismo. La 

búsqueda no solo está encaminada a encontrar cepas que puedan producir enzimas, sino 

al hecho de que sean eficientes en la degradación de compuestos altamente 

recalcitrantes y, que de igual forma, sean capaces de producir enzimas en cantidad 

suficiente para ser aplicadas en otros procesos biotecnológicos que requieran cantidades 

elevadas ( Rojas Verde, M. G. 2010) . 

El interés en este tipo de investigaciones se debe al aumento de la demanda de energía 

realizado en los últimos 100 años, como resultado del crecimiento demográfico y la 

industrialización de los países (Sun y Cheng, 2002). La energía renovable es cada vez 

más importante para  llegar a ser el futuro de la generación de energía.  

Es evidente que las enzimas hidrolíticas juegan un papel importante durante el proceso de  

degradación final de los residuos biológicos. Sin embargo, la presencia de 

concentraciones más altas de lignina en la estructura afecta directamente al proceso de 

descomposición mediante la reducción de la actividad holocelulasa (Arboleda Valencia, J. 

W., et al 2011). La biotecnología, a través de tecnología enzimática, oferta la posibilidad 

de nuevos procesos de bioconversión a partir de residuos agroindustriales tales como 

paja, salvado, cáscaras de frutas, hojas de maíz, caña de azúcar bagazo, residuos de 

madera, entre otros, los cuales son ricos en materiales lignocelulósicos como las fibras de 

bambú, que podrían ser alternativas apropiadas como unas nuevas fuentes de energía 

(Arboleda Valencia, J. W., et al 2011).  

El uso de enzimas microbianas no sólo se aplica a los biocombustibles. Estas también 

pueden ser aplicadas a la alimentación animal. Tolan y Foody (1999) argumentaron que el 

descubrimiento de líneas superprodutoras y el desarrollo de procesos productivos, 

habrían incrementado su viabilidad económica. Estos mismos autores también reportaron 

que la absorción de celulasas por pollos y cerdos actuarían conjuntamente con xilanasa 

en la reducción de la viscosidad de los polisacáridos presentes en el trigo y la cebada, 

para ayudar a la función intestinal de los animales. 



CONCLUSIONES  

Se seleccionaron once cepas (LK25, LK17 M1, A7, A11, A14, A18, RIO1, RIO3, RIO4 y 

RIO5) de un total de 41 (100%) con capacidad deproducir enzimas celulolíticas, es decir 

que cualquiera de estas cepas que seutilice con fines de degradación de materiales 

lignocelulósicosseguramente será efectiva.  

Las cepas seleccionados demuestran su potencialidad en procesos de producción de 

enzimas a partir de materiales lignocelulósicosresiduales. 

Los hongos de podredumbre blanca constituyen factor importante para el medio ambiente 

debido a su capacidad de incrementar la accesibilidad de la celulosa en el pretratamiento 

de residuos lignocelulósicos. 
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