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1. Resumen

Los hongos se destacan por su eficiencia en la produccién de enzimas extracelulares, entre
las que se incluyen la lacasa, la peroxidasa manganeso y la lignina peroxidasa, las cuales
desempenan un papel fundamental en la descomposicion de compuestos lignoceluloliticos y otros
componentes de la materia organica. El objetivo de esta investigacion fue identificar y evaluar
macrohongos con potencial enzimatico sobre residuos lignoceluloliticos, recolectados en zonas
arboreas del municipio de Pueblo Bello, Cesar. Los hongos se colectaron e identificaron a partir
de claves dicotémicas que incluyen caracteristicas macroscépicas y microscopicas. La capacidad
biodegradadora de residuos agroindustriales, fue evaluada en tres tipos de sustratos vegetales:
bagazo de cafia, tamo de arroz y aserrin. Se obtuvieron extractos enzimaticos a partir de los
cultivos, y se evaluo la actividad celulolitica utilizando carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato
y la actividad ligninolitica mediante el sustrato ABTS. Los datos se analizaron mediante ANOVA
(p<0.05), aplicando Tukey HSD para comparar medias en los factores significativos, utilizando
el software estadistico R. Se identificaron cuatro especies flungicas: Auricularia polytricha,
Pleurotus sp, Trametes betulina y Lentinus sp. El analisis estadistico de los datos obtenidos
reveld variaciones altamente significativas (p < 0,001), para los factores hongo, tiempo de
incubacion y su interaccion, en todos los sustratos evaluados. La prueba de comparacién multiple
(Duncan y Tukey) establecié que, en la enzima endoglucanasa, en el subproducto de cafia
Trametes betulina mostré la mayor actividad enzimatica promedio (4,37 Ul/g), seguido Pleurotus
pulmonarius en el sustrato tamo (4,40 Ul/g), y Trametes betulina en aserrin (4,30 Ul/g). La
actividad de la enzima lacasa de Pleurotus pulmonarius presenté mayor actividad promedio
maximo el dia 24 en aserrin (54,79 Ul/g) y en tamo (48,22 Ul/g) con una actividad maxima al dia
24. En el caso de Auricularia polytricha se observd mayor actividad en aserrin, con un promedio
de (65,70 Ul/g). Estos resultados evidencian el valor biotecnolégico de estas cepas para procesos
de aprovechamiento de residuos agroindustriales, con posibles aplicaciones en areas como la

biorremediacién, el compostaje y la produccién de enzimas.

.Palabras claves: Macrohongos, enzimas ligninoliticas, degradacion de residuos, Pleurotus

pulmonarius, biotecnologia ambiental



Introduccion

Los hongos son considerados los mayores descomponedores de materia organica del
planeta y contribuyen con la salud de los bosques (Piepenbring et al., 2016). Esta caracteristica
se atribuye a la produccion de las enzimas lignoceluloliticas que son esenciales para la
descomposicion de la biomasa vegetal y de las maderas duras (Arias, 2024). Las enzimas
lignoceluloliticas ademas de jugar un papel fundamental dentro de la cadena tréfica, al convertir
los desechos lignocelulésicos en compuestos mas simples y asimilables para otros organismos
biolégicos, tienen usos industriales extensos, como en el area textil, farmacéutico, papel,

alimentos, belleza, ambiental, biotecnologia y sectores de limpieza (Sanchez-Corzo et al., 2021).

Los hongos de podredumbre blanca son notables por su distintivo sistema enzimatico
extracelular, altamente eficiente, que les permite degradar componentes estructurales de la
madera a través de las enzimas como la lacasa, peroxidasa manganesa y la lignina peroxidasa
(Camacho et al, 2017). Sin embargo, existe poca informacién sobre la biodiversidad de
macrohongos presentes en los ecosistemas forestales, sobre su papel de descomponedores, el
tipo y la eficiencia de sus enzimas, y su comportamiento en la degradacién de material
lignocelulésico (Chaparro et al.,, 2009). La falta del conocimiento sobre la biodiversidad, y sus
posibles aplicaciones biotecnologicas, limita la comprension de las operaciones de estos
ecosistemas y obstruye la formulacion de estrategias eficaces para la preservacion, sostenibilidad

y utilizacion biotecnoldgica de estos recursos naturales (Montoya, 2012).

De acuerdo con lo anteriormente descrito, es fundamental realizar investigaciones que
contribuyan a la caracterizacion de la biodiversidad de los hongos (Basidiomycetes), reconocidos
por su capacidad para producir enzimas ligninoliticas y sus posibles aplicaciones en sectores
industriales. En este sentido, la identificacion de macrohongos con enzimas extracelulares y
capacidad biodegradativa en sustratos vegetales en Pueblo Bello, Cesar, no solo permite su
caracterizacion taxonodmica y funcional, sino que también evidencia su potencial biotecnoldgico
para aplicaciones que promuevan el desarrollo sostenible y la valorizacién de la biodiversidad

local.

10



3. Problema

Los hongos de pudriciéon blanca producen enzimas extracelulares especializadas que
ayudan a la descomposicion completa de la madera. Estos organismos tienen la habilidad de
sintetizar enzimas lignoceluloliticas como la lacasa, manganeso peroxidasa y la lignina
peroxidasa (Camacho-Morales et al, 2017), las cuales, desempefan un papel ecolégico
importante en la degradacién de la biomasa lignoceluldsica y el reciclaje de nutrientes en los

ecosistemas (Sanchez-Corzo et al., 2021).

Los hongos ejercen una influencia significativa sobre la descomposicién de la materia
organica del suelo (MOS). Este proceso permite la liberacion de nutrientes esenciales como
nitrégeno y fésforo, que son reciclados y reutilizados por otras formas de vida (Mayer et al,,
2021).La ausencia o disminucion de hongos descomponedores podria generar una acumulacion
de materia organica resistente, retrasando el ciclo del carbono, reduciendo la fertilidad del suelo,
afectando la productividad vegetal y la pérdida de biodiversidad. Este desequilibrio impactaria
negativamente el flujo energético y la estructura de las comunidades ecoldgicas, comprometiendo

la sostenibilidad de los ecosistemas (Bai et al., 2017).

En diferentes zonas, como en Pueblo Bello, la ausencia de conocimiento e informacion
precisa sobre la biodiversidad de macrohongos que componen los bosques, su posicion en la
escala de descomponedores, los tipos de enzimas que producen, la tasa y velocidad de
degradacioén, conduce a que, en algunos ecosistemas naturales, se desconozca su funcionalidad,

sus posibles usos y aplicaciones en la biotecnologia( Niego et al., 2023).

Por tanto, se hace necesario identificar y caracterizar los macrohongos presentes en los
ecosistemas arboreos de esta region, con el fin de cuantificar su potencial para producir enzimas
extracelulares y su capacidad de degradacion de sustratos vegetales (Arias, 2024). Esta
informacion no solo contribuiria a la conservacion de la biodiversidad fungica local, sino que
también sentaria las bases para su aplicacion en soluciones ambientales sostenibles con el fin
de contribuir al reconocimiento y demostrar la utilidad que estos tienen en diferentes campos a

nivel industrial y medio ambiental (Garg, 2025).

Por consiquiente surge la siquiente pregunta de investigacién ;sLa actividad

biodegradativa de las enzimas de los macrohongos identificados en plantas lefiosas en
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descomposicion podran ser utilizados con fines industriales resaltando aspectos de interés

economicos y ambientales?

4. Justificacion

Los macrohongos, han demostrado tener una notable capacidad para degradar materia
lignocelulésica gracias a su producciéon de enzimas extracelulares como lacasas, celulasas,
manganeso peroxidasas y peroxidasas versatiles, que poseen un alto potencial éxido reduccion
y una baja especificidad de sustrato, permitiéndoles actuar sobre una amplia variedad de
compuestos aromaticos (Camacho-Moral et al., 2017). Estas enzimas cumplen la funcién de la
descomposicion de residuos lignoceluldsicos, lo cual es de particular interés en procesos

industriales sostenibles.

En zonas como Pueblo Bello, Cesar, se generan residuos vegetales producto de las
actividades agricolas, y por la inmensa variedad de vegetacion que la rodea, no se han realizado
estudios que documenten la diversidad fungica ni su actividad enzimatica. La ausencia de
informacién limita el desarrollo de estrategias para el aprovechamiento de los hongos como
recursos biolégicos y dificulta la implementacion de soluciones ambientales basadas en procesos

de biodegradacion (Torres, 2018).

Este estudio, no solo busca generar conocimiento sobre la diversidad fungica local, sino
también aportar datos sobre la actividad enzimatica de macrohongos con capacidad de degradar,
permitiendo su aplicaciéon en la biotecnologia, compostaje, biorremediacion y valorizacion de
residuos vegetales. Cabe destacar que, en la actualidad, los paises industrializados reconocen
el valor de la micologia por el potencial biotecnolégico derivado de la diversidad metabdlica de

los hongos (Serrano et al., 2021).

Conocer la dinamica funcional del complejo enzimatico de estos organismos podria
facilitar su integracion en procesos industriales verdes, destacando su viabilidad como alternativa

para el tratamiento de residuos y su contribucién al desarrollo econémico y ambiental.
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5. Objetivos

5.1. General

e Evaluar el potencial enzimatico y biodegradativo de macrohongos presentes en zonas

arboreas del municipio de Pueblo Bello, Cesar.

5.2. Especificos

e |dentificar taxondmicamente los macrohongos colectados mediante el uso de claves
dicotomicas.

e Evaluar la actividad enzimatica y biodegradativa de los macrohongos colectados,
utilizando residuos agroindustriales como sustrato.

e Comparar los resultados obtenidos con reportes previos sobre enzimas ligninoliticas de

macrohongos, a fin de establecer su potencial en aplicaciones biotecnolégicas.

13



6. Marco Referencial

6.1. Antecedentes

Diversos estudios han resaltado la importancia de los macrohongos en la produccion de
enzimas extracelulares y su potencial biotecnolégico, Kuswinanti et al. (2019) en Indonesia,
evidenciaron la importancia de macrohongos como Trametes sp. y Pleurotus ostreatus en la
produccién de enzimas extracelulares y en la degradacion de residuos agricolas, resaltando su
potencial biotecnoldgico y su valor en estrategias sostenibles de biocontrol y aprovechamiento de
subproductos lignocelulosicos. De manera complementaria, Rahim et al. (2019), realizé una
investigacion que tuvo como objetivo determinar la diversidad de hongos de pudricién que tienen
cuerpo fructifero y crecen en plantaciones de cacao, se llevé a cabo en la aldea de Bila, Pitu
Riase, Sidrap Regency, South Sulawesi, los cuerpos fructiferos fueron esterilizados y cultivados
en medio PDA. Posteriormente, los aislados se caracterizaron morfolégicamente y se evaluaron
en medio sélido Czapek dox con diferentes fuentes de carbono (lignina, quitina, celulosa y
pectina), donde los basidiomicetos de pudricién mostraron su capacidad de sintesis enzimatica.
Reportaron una elevada actividad de enzimas como ligninasa, celulasa y amilasa en especies
como Tremella sp. y Lycoperdon sp., reforzando el papel de los macrohongos en procesos de

degradacion lignocelulésica.

En Asia, Osono (2020), realizé en Japén una evaluacién cuantitativa sobre la capacidad
ligninoliticas de mas de 1.232 cultivos puros, que incluyé 218 especies de Basidiomycota,
Ascomycota y Mucoromycotina de diversos ecosistemas. Se identificé actividad ligninolitica
principalmente en familias como Mycenaceae, Marasmiaceae, Rhytismataceae y Xylariaceae.
Donde mostraron que los hongos son fundamentales en la descomposicion de la hojarasca al
degradar lignina y otros compuestos recalcitrantes. Sin embargo, su capacidad ligninolitica varia
segun el taxon, el sustrato y las condiciones ambientales. Los resultados destacan la importancia
de la diversidad fungica en los procesos de descomposicidon y su relacion con factores

ambientales y la calidad de la hojarasca.

En China, Cai et al. (2021) evaluaron y compararon las caracteristicas de crecimiento y
enzimas extracelulares de Morchella importuna cultivada en glucosa, paja de arroz, aserrin, grano

de trigo y una mezcla de proporciones iguales de los tres ultimos sustratos vegetales, las
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actividades enzimaticas se detectaron durante el cultivo continuo de M. importuna en medio MIX,
y la expresion relativa de los genes correspondientes se detecté por PCR cuantitativa en tiempo
real. Los resultados demostraron que el medio mas adecuado para M. importuna fue el medio
rico en trigo, seguido de glucosa, paja de arroz y aserrin, Asimismo, se evidencié una capacidad
limitada para degradar lignocelulosa, aunque con una buena actividad enzimatica sobre almidén

y hemicelulosa, ademas de una produccion reducida de enzimas ligninoliticas.

Por otra parte, en México, Sanchez et al. (2021) efectud la evaluacion de la produccién
de enzimas lignoceluloliticas a partir de hongos recolectados y analizaron su crecimiento sobre
material lignoceluldsico. El estudio considerd 18 especies identificadas mediante técnicas
taxonémicas y moleculares, encontrando 11 familias diferentes. Las tasas de crecimiento de cada
aislado se obtuvieron en medios de cultivo con cascara de palma africana (PH), cascara de café
(CH), aserrin de pino (PS) y glucosa como control, midiendo el crecimiento diario, encontrando la
mayor tasa de crecimiento en el medio CH. Se determin¢ el indice de potencia de las actividades
de celulasa, xilanasa y lignina peroxidasa donde fueron especialmente altas en cepas como
Phlebiopsis flavidoalba, Phanerochaete sordida y Trametes sanguinea, lo que confirma su

potencial para descomponer compuestos complejos como la lignina.

En Colombia, Bermudez et al. (2023) Realiz6 la evaluacion de la biodegradacién de
residuos agricolas como pulpa de café y cascara de cacao, analizando parametros como
bioconversién, eficiencia bioldgica, relacion C/N y cambios en la composicién inicial y final. Se
observaron reducciones notables en cafeina, fibra bruta, C/N, lignina y polifenoles. Los resultados
resaltan que la biodegradacion depende tanto de la especie de Pleurotus utilizada como de la
composicidon quimica y fisica de los residuos, aunque ningun factor actia como condicionante
absoluto. El cultivo de Pleurotus spp. se presenta como un proceso biotecnolégico con gran
potencial para la valorizacion de residuos y la generacion de productos de valor afadido,

contribuyendo asi a la economia circular.

En Colombia, Orozco et al. (2023) realizaron en el departamento del Cesar, investigaciéon
con el objetivo de aislar e identificar hongos lignoceluloliticos con capacidad biodegradadora de
subproductos de palma de aceite. Los hongos fueron aislados en agar papa dextrosa e
identificados segun sus caracteristicas macroscépicas y microscépicas. Se evalué la actividad
lacasa (Oxidacion ABTS) y endoglucanasa (CMCasa) durante 13 dias por fermentacion de estado

sélido de 3 subproductos: torta de palmiste, cuesco y fibra. Como resultado la actividad de
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endoglucanasa alcanzé 0,12 Ul/mL sin diferencias significativas entre los hongos evaluados (p >
0,05), mientras que la lacasa presenté 203,33 Ul/g con diferencias significativas (p < 0,05),
confirmando el potencial de estos microorganismos para mejorar de forma sostenible la

biodegradabilidad de los subproductos de palma de aceite.

Finalmente, Portella (2024) en la ciudad de Tingo Maria desarrollé una investigacion que
tuvo como objetivo la elaboracion de biomateriales a partir del micelio de hongos basidiomicetos
recolectados en la quebrada Cocheros. Se estudiaron veinte especies, destacandose Auricularia
auricula, Crysomphalina aurantiaca, Trametes polyzona y Flaviporus brownii por su alto
crecimiento micelial. De estas, T. polyzona fue cultivada en aserrin durante tres meses y
posteriormente transferida a moldes para la fabricacion de biomateriales. Aunque el micelio no
presentd un desarrollo adicional en la fase final, las muestras obtenidas mostraron propiedades

fisicas relevantes, con una densidad promedio de 0,5 g/cm? y una inflamabilidad del 88,45%.

6.2. Marco tedrico

6.2.1. Hongos Basidiomicetos

Los hongos son organismos eucariotas clasificados dentro del reino Fungi, caracterizados
por su nutricién heterdtrofa, reproduccién por esporas y por poseer estructuras filamentosas
llamadas hifas, que forman el micelio. Su papel ecolégico es fundamental, debido a que son

descomponedores primarios de la materia organica (Mufioz, 2024).

Dentro de este reino, los basidiomicetos (filo Basidiomycota) representan un grupo clave
donde su reproduccién es sexualmente mediante la formacién de basidios, estructuras
especializadas que generan esporas. Muchos de ellos desarrollan cuerpos fructiferos visibles,
como las setas. Este grupo incluye especies de gran importancia ecoldgica y biotecnolégica como
Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum y Trametes versicolor, conocidas por su capacidad de

degradar compuestos lignocelulésicos (Quintero-Diaz et al., 2006).
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Figura 1. Ciclo de vida de un hongo Basidiomiceto. Tomado de Hernandez (2020).

6.3.1. Material lignocelulésico de las plantas
Las plantas terrestres dirigen la mayor parte del carbono fijado fotosintéticamente a
lignocelulosa, durante la vida de la planta, esta matriz compleja proporciona integridad estructural

y resistencia a herbivoros y patégenos (Matallana et al., 2022).

La lignocelulosa es un compuesto de polimeros de celulosa, hemicelulosa, pectina y
lignina. Estos compuestos forman estructuras unicas y complejas en la madera (Tarasov et al.,
2018). En general, la lignocelulosa se compone principalmente de una gran fraccién de celulosa
(40-50%), seguida de hemicelulosa (25-30%) y lignina (15-25%) (Houfani et al., 2020).
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Figura 2. Composicion de la biomasa ligno celulolitica. Tomado de Garcia (2024).

6.3.2 Celulosa

La celulosa, el elemento microfibrilar que conforma las paredes primarias de las células.
Es un polimero natural que se compone de los enlaces glucosidicos de 1,4 -3. Posee una
estructura semicristalina que puede fluctuar en funcién del tipo de fuente de la que se ha aislado.
(Dadwal et al., 2022; Gu et al., 2021).Las microfibrillas de celulosa son los principales
componentes estructurales de la madera y las plantas (Molnar et al., 2018). El ejemplo mas puro
de celulosa es el algoddon con un 90% de celulosa en su composicion, pero no son mMmenos
importantes, la madera que contiene un 50% de celulosa, mientras que la pared de las células

vegetales jovenes tiene un aproximado del 40%.
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Figura 3. Estructura de la celulosa y enlaces inter e intra-cadenas de la celulosa. Tomado de
Matallana et al. (2022).

6.3.3 Hemicelulosa.

La hemicelulosa es una parte de las fracciones de madera que consisten en polimeros de
polisacaridos con un menor grado de polimerizacion en comparacién con la celulosa y su
contenido principal de azucares D-xilopiranosa, D-glucopiranosa, D-galactopiranosa, L-
arabinofuranosa, D-manopiranosa, D-acido glucopiranosilurénico y acido D-
galactopiranosilurénico (Mansor et al., 2019). Se cree que la complejidad estructural, la
interaccion de la hemicelulosa con otros polimeros de la pared celular y la interferencia de la
hemicelulosa con la accesibilidad de la enzima son los principales factores responsables de la
recalcitrancia de la bioenergia (Qaseem et al., 2021). Por otro lado, los xilanos y glucananos
constituyen las principales hemicelulosas en los tejidos lefiosos (Li et al., 2022). Cabe mencionar
que, las hemicelulosas son bastante accesibles al agua, esta caracteristica, que se expande con
facilidad, resulta muy beneficiosa en la fabricacién de papel, ya que funciona como un adhesivo

entre las fibras celuldsicas, incrementando asi la resistencia del papel.
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Figura 4. Estructura de la hemicelulosa. Fuente tomada de Matallana et al. (2022).

6.3.4 Lignina

La lignina es un polimero complejo de tres dimensiones cuyas subunidades aromaticas
se sintetizan mediante el método de los fenilpropanoides. Ademas, es un elemento que fortalece
y otorga rigidez a los tejidos de las plantas (Kijpornyongpan et al., 2022). Al unirse o incrustarse
con otros biopolimeros (celulosa y hemicelulosa), la lignina fortalece la integridad y rigidez de la
pared celular de la planta produciendo un complejo ensamblaje macromolecular (Li et al., 2016).

Por lo general, el 20-30% de la composicién seca de las plantas, es decir, la biomasa
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lignocelulésica, esta formada por ligninas (Tobimatsu & Schuetz, 2019). La lignina interviene
como puente de unién entre las células de la madera, generando un material que es sefialado de

manera resistente a los impactos y flexiones.
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Figura 5. Estructura de la lignina. Tomado de Matallana et al. (2022).

6.4. Hongos degradadores de compuestos vegetales

Los hongos son los descomponedores forestales dominantes de la tierra y liberan carbono
de nuestra mayor reserva de biomasa aérea (Schilling et al., 2020). Los hongos de la pudricién,
como los basidiomicetos, causan podredumbre blanca y parda y pueden degradar la pared
celular, alterando las propiedades fisicas y mecanicas de la madera (de Castro et al., 2019). Estos
hongos pueden clasificarse en dos tipos segun el mecanismo mediante el cual degradan la

madera (hongos de descomposicién blanca y hongos de descomposicion parda).

Algunos hongos responsables de la pudricion blanca son: Trametes versicolor,
Schizophyllum commune, Pleurotus ostreatus, Lentinus tigrinus, Lentinula edodes, Daedalea
quercina, Bjerkandera adusta, Armillaria spp. Estos hongos se han distinguido por su habilidad
para descomponer y mineralizar la lignina mediante un sistema de enzimas extracelulares.
Principalmente esta formado por tres enzimas, Lignina Peroxidasa (LiP), Manganeso Peroxidasa
(MnP) y Lacasa (Quintero Diaz, 2011). Los hongos responsables de pudricién castafia producen
el tipo de deterioro méas agresivo. Estos alteran la estructura de la madera producto de la

descomposicion de la holocelulosa (Murace et al., 2010).
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6.5 Enzimas degradadoras de celulosa

Las enzimas que participan en la descomposicién de la celulosa se denominan celulasas.
Estas actuan de manera conjunta y se clasifican en tres tipos principales: las endoglucanasas,
que rompen la cadena de celulosa en puntos internos; las exoglucanasas, que liberan fragmentos
mas pequenos a partir de los extremos de la cadena; y las B-glucosidasas, que transforman esos

fragmentos en moléculas de glucosa (Chen et al., 2020).

6.5.1 Endoglucanasa

La endoglucanasa es la principal enzima para la descomposicion de la celulosa ya que
comienza la hidrdlisis de la celulosa y acelera la tasa de hidrélisis en multiples pliegues (Boggione
et al., 2020); sobre la cadena de celulosa ataca aleatoriamente y divide B- (1,4) - enlaces
glicosidicos, celobiohidrolasas, que separan celobiosa y glucosa del extremo no reductor de la
celulosa, y B-glucosidasa, que hidroliza la celobiosa y otras celodextrinas solubles en agua
(Karnchanatat et al., 2008).

6.5.2 Exoglucanasa

Las exoglucanasas desempefian muchas funciones importantes en las plantas y son uno
de los conjuntos de enzimas mas criticos para la degradacion de la biomasa (Prawisut et al.,
2020). Las exoglucanasas trabajan tanto en los extremos reductores como no reductores de las
cadenas de polisacéaridos de celulosa, generando asi derivados o productos que conducen a

glucosa (glucanohidrolasas) o celobiosa (celobiohidrolasa) (Biswas et al., 2020).

6.5.3 B-glucosidasa

La B-glucosidasa es un grupo diverso de enzimas con amplia distribuciéon en bacterias,
hongos, plantas y animales y tiene el potencial de ser utilizado en varios procesos biotecnolégicos
tales como produccion de biocombustible, hidrélisis de isoflavonas, mejora del sabor y sintesis
de alquil / aril B-D-glucésido y oligosacaridos (Ahmed et al., 2017). Las B-glucosidasas estan
implicadas en la induccion de la celulasa (debido a sus actividades de transglicosilacion) y en la
hidrolisis de la celulosa (Zang et al., 2018). Esta enzima hidroliza la celobiosa en dos monémeros

de glucosa.

6.6. Aplicaciones en la degradacion de residuos
El aprovechamiento biotecnoldgico de los hongos ligninoliticos se ha explorado para tratar
residuos agricolas y urbanos. En un estudio realizado en San José de Cucuta, Colombia, Stereum

hirsutum logré deslignificar residuos vegetales de podas hasta en un 74,2%, donde se evidencia
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la capacidad de los extractos enzimaticos fungicos para el tratamiento de residuos sélidos

(Bermén Bayona & Buitrago Fernandez, 2018).

Ademas, Mufioz (2024), estudi6 la fermentacion de residuos agricolas como el marlo de
maiz y los tallos de trigo con Pleurotus ostreatus y Ganoderma lucidum, observando un aumento
significativo en el contenido de proteinas y azucares reductores, lo que sugiere aplicaciones

también en la produccion de forraje o biofertilizantes.

7. Marco legal
7.1. Decreto 1376 del 27 de Junio de 2013

El Decreto 1376 del 27 de Junio de 2013 “Por el cual se reglamenta el permiso de
recoleccién de especimenes de especies silvestres de la diversidad biolégica con 31 fines de
investigacion cientifica no comercial", en su Articulo 6°, define a las “autoridades ambientales
competentes para el otorgamiento del Permiso de Recoleccion”, a saber, las Corporaciones
Autonomas Regionales o de desarrollo sostenible, la Autoridad Nacional de Licencias

Ambientales — ANLA, y los Parques Nacionales Naturales de Colombia.

7.2. Resolucion Numero 1348 de 2014

La Resolucion 1348 de 2014 “por la cual se establecen las actividades que configuran
acceso a los recursos genéticos y sus productos derivados para la aplicacién de la Decision
Andina 391 de 1996 en Colombia y se toman otras determinaciones”, establece en su Articulo 2°
que dichas actividades incluyen, entre otras, “las que pretendan el aislamiento de una o varias
moléculas, entendidas estas como micro y macromoléculas, producidas por el metabolismo de

un organismo”.
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8. Metodologia

8.1. Diseiio metodolégico y caracteristicas del estudio

8.1.1. Tipo de investigacion: Se realiz6 un estudio descriptivo con enfoque experimental,
orientado a la identificacion taxonémica de macrohongos y a la evaluacién de su potencial
enzimatico y biodegradativo en sustratos vegetales, con proyeccion en aplicaciones

biotecnologicas.

8.1.2. Linea de investigacion: Bioprospeccion
8.1.3. Enfoque : Experimental

8.1.4. Universo, poblacién y muestra

La recoleccion de los macrohongos se llevo a cabo en areas arbéreas del municipio de
Pueblo Bello, Cesar, localizado a 1.200 m s. n. m. en la Sierra Nevada de Santa Marta. Este
municipio limita al norte, sur y oriente con Valledupar. Los procesos de aislamiento y evaluacion
de la actividad enzimatica se realizaron en el laboratorio de investigacion BIOTECGEN, ubicado

en la Universidad Popular del Cesar, sede Sabanas.
8.2. Técnicas y procedimientos experimentales
8.2.1. Preparacion de la muestra

Se recolectaron 4 macrohongos en troncos de madera en descomposicion en el bosque
humedo montano de la vereda Las Delicias, siguiendo la metodologia de Murillo (2023). La
extraccion se realizé con ayuda de una navaja, evitando dafar estructuras subterraneas ; cada
carpoforo se retird cuidadosamente hasta aproximadamente dos centimetros por debajo. Se
colectaron aquellos cuerpos jovenes y adultos en buen estado, envolviéndolos en papel
parafinado y cerrando los extremos sin producir danos, con el fin de mantener la humedad. Se
transportaron en un recipiente de plastico, hasta el laboratorio de BIOTECGEN de la Universidad

Popular del Cesar.

23



8.3. Fase de laboratorio

8.3.1. Descripcion Taxondmica de los cuerpos fructiferos o carpéforos

La identificacion taxondmica se realizd6 por medio del uso de claves dicotémicas de
acuerdo a la metodologia establecida por Damus et al. (2018), donde establece varios
parametros en la identificacién 1) tipo de cuerpo fructifero; 2) tipo de carpéforo; 3) tipo, color,
forma, superficie, tamafio y presencia o ausencia de escamas en el sombrero; 4) tipo, color, forma
superficie, tamafio y presencia o ausencia de anillo o volva del estipe/pie, 5) color y presencia de
laminillas o poro en el himendforo y 6) contexto. Adicionalmente, se emple6 la guia de
biodiversidad de Pegler (1999), que permitié corroborar la identificacién de los macrohongos

recolectados mediante imagenes ilustrativas.
8.3.2.Siembra y subcultivo

Se realizé la desinfeccion de los cuerpos fructiferos descrita por Damus et al. (2018),
empleando inicialmente hipoclorito de sodio al 5% (v/v) durante 1 minuto y luego alcohol etilico al
70% (v/v) durante 1 minuto, posteriormente se utilizé agua destilada estéril durante 2 minutos y
para finalizar se dejaron sobre papel absorbente (Anexo 1). Luego se sembraron porciones de
los 4 carpdforos de hongos colectados previamente cortados con una cuchilla estéril en agar papa
dextrosa (PDA)(Anexo 2) con antibidtico (cloranfenicol 500 mg/L), para inhibir el crecimiento
bacteriano. Las cajas fueron selladas con vinipel y se incubaron a temperatura ambiente durante
5 a 8 dias.

Luego de 8 dias se realizaron repiques en bloques por duplicados a partir de los 4 hongos
previamente inoculados en el medio PDA transfiriendo cuadros de 4 a 5 mm a medios frescos.
Se incubaron durante 72 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo se examinaron

con un microscopio y se observo su estructura micelial (Rios et al., 2017).
8.3.3. Descripciéon macroscopica y microscépica del micelio

La descripcion macro y microscopica del micelio se realizd6 conforme a la metodologia
definida por Romero et al. (2017) Para la descripcion macroscopica se realizaron observaciones
de su color y apariencia del micelio. Las caracteristicas microscopicas se visualizaron mediante
el método de cinta adhesiva transparente, el cual consiste en depositar en una lamina

portaobjetos una gota de lactofenol, con ayuda de la cinta adhesiva se fijé una muestra de hongo
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y se observaron en el microscopio, identificando las hifas, esporas y estructuras especializadas

como esporangioforos (Pérez-Espitia & Pacheco-Martinez, 2022).
8.3.4. Sustratos lignocelulésicos

Se utilizaron tres sustratos lignoceluldsicos maderables y agricolas: bagazo de cafa, tamo
de arroz y aserrin de roble siguiendo la metodologia empleada por Montoya (2014). Cada sustrato
fue previamente triturado (Anexo 3) y posteriormente, se pesaron 30 gramos utilizando una
balanza analitica. Las muestras se depositaron en envases de vidrio de 237 mL, los cuales fueron
cubiertos con papel kraft y se llevaron a esterilizar en autoclave a 121°C por 15 Ib/pulg? por 30

minutos .
8.3.5. Produccion de los extractos enzimaticos

Los sustratos fueron inoculados con discos de 5 mm del micelio de los 4 hongos
colectados y se incubaron durante cinco dias en condiciones de oscuridad para favorecer un
crecimiento 6ptimo del micelio a temperatura ambiente (Cruz, 2017). Este experimento se realizé
por duplicado. La obtencion de los extractos enzimaticos (celuloliticos y ligninoliticos) se realizo
siguiendo la metodologia descrita por Montoya (2014). En un falcon de 15 mL se incorporaron 10
mL de agua destilada estéril a 1 g de los sustratos previamente inoculados y se centrifugaron a
1000 rpm durante 12 minutos (Anexo 4). El sobrenadante obtenido se emple6 para la
determinacion de la actividad enzimatica. Las lecturas se efectuaron en un espectrofotdmetro UV-
VIS (Mapada, Shanghai, China) (Anexo 5).

8.3.6. Determinacion de la actividad celulolitica mediante hidrélisis de CMC

Para la determinacién de la actividad celulolitica se utilizé la metodologia descrita por
Montoya et al. (2014). En primer lugar, se preparo un buffer de acetato de sodio con un pH 4,5,
compuesto por acido citrico, citrato de sodio y agua destilada. Una vez preparado el buffer, se
adicionaron 250 pL de carboximetilcelulosa (CMC) al 0,5%, utilizada como sustrato especifico.
En un tubo falcon se le adicionaron 250 uL del extracto enzimatico y 250 uL de buffer de acetato
de sodio, luego se llevo al bafio maria a 50 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se afiadieron

1 mL de reactivo DNS y la mezcla se calenté en bafio maria a 90 °C durante 5 minutos.
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Transcurrido este tiempo, las muestras se retiraron y se enfriaron en agua con hielo. Finalmente,
a cada tubo se le adicionaron 6 mL de agua destilada y se homogeneizé suavemente mediante

inversion manual cinco veces (Anexo 5 ).

La reaccion con DNS para los azucares reductores se mantuvo, calculando la absorbancia
a una longitud de onda de 540 nm Molina et al. (2014 ).

La actividad de celulolitica se determiné mediante la formula descrita por Peccini et al.
(2019):

Ca (-’;—1%) +Vr(ml)

PMa (u"’

Actividad (ﬂ) =

mi

£ )xVo xminuto
mol

Donde,

Ca:concentracion de azucar (glucosa)

Vr:volumen de la reaccion

PMa:peso molecular del azucar (glucosa)

Ve: volumen de enzima purificada o sobrenadante de cultivo

minutos: 30 minutos

8.3.7 Determinacion de la actividad oxidativa tipo lacasa mediante ABTS

La determinacion de la actividad lacasa fue realizada de acuerdo con la metodologia
descrita por Montoya et al. (2014), utilizando 50 pL del extracto enzimatico y 950 uL de ABTS
(acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico), preparado en tampon acetato de sodio 0,1
M como sustrato. La reaccion se llevé a cabo a 30 °C, registrandose el incremento en la
absorbancia a 436 nm después de 1 minuto de iniciada la reaccion y durante un periodo total de

10 minutos.
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8.3.8. Curva de calibracién o cinética de consumo de la glucosa

Para la determinacion de la curva de calibracion de glucosa se hizo una solucién patrén
de glucosa a una concentraciéon de 2% , se diluyé 20 gramos de glucosa en 1000 ml de agua
destilada estéril. A partir de esta solucién, se ejecutaron diluciones seriadas en tubos de ensayo
en las siguientes proporciones: 10-' ,10-? ,10-® ,10-* y 10-5. Cada una de las diluciones fue
transferida a cubetas de cuarzo y posteriormente se tomé la lectura de su absorbancia a una
longitud de onda de 541 nm utilizando un espectrofotémetro. Este procedimiento permitio
establecer la curva estandar de glucosa para la posterior cuantificacion en las muestras

experimentales.(Anexo 6)

La curva de calibracion de glucosa se construyé midiendo la absorbancia de diferentes

soluciones de glucosa a concentraciones que oscilaron entre 0,02 a 0,1 mg/mL.
8.3.9. Determinaciéon de materia seca o peso seco (ms) de los sustratos utilizados.

Se procedid a pesar las cajas de Petri vacias utilizando una balanza analitica.
Posteriormente, se tomaron 5 gramos de cada uno de los sustratos sin inocular y se colocaron
cuidadosamente en las cajas de Petri previamente taradas. Estas muestras pasaron por un
proceso de desecacion en un horno natural (Anexo 7), a una temperatura constante de 121 °C
por una 1 hora. Finalizado el tiempo de exposicion al calor, las cajas se retiraron de la estufa y se
trasladaron inmediatamente a un desecador, donde permanecieron hasta alcanzar la temperatura
ambiente. Una vez enfriadas, se realiz6 una nueva pesada con el propésito de determinar la

desecacion por evaporacion.

Este mismo procedimiento fue replicado para los sustratos que previamente habian sido
inoculados con los 4 aislamientos fungicos seleccionados. De esta manera, se busco establecer
comparaciones entre el contenido de humedad de los sustratos antes y después del proceso de
inoculacion, y asi evaluar el efecto del crecimiento fungico sobre la pérdida de agua en cada

materia (Sarmiento, 2024). Esta se determiné por medio de la siguiente formula:
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%MS = 100 — %H

Peso de la muestra seca
%MS = X 100
Peso muestra antes del secado

H = humedad de la muestra.

Figura 6. Formula para la determinacién del peso seco fuente tomada de Sarmiento (2014).

8.4. Andlisis estadisticos

Con el objetivo de evaluar los factores cepa y sustrato sobre la variable respuesta
(actividad enzimatica) los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA multifactorial y el Test

de media (Tukey), con un grado de confianza del 95% mediante el software estadistico R studio.

8.5. Revisién bibliografica

La busqueda de informacién se llevé a cabo en bases de datos académicas de amplio
reconocimiento, tales como Scopus, ScienceDirect y Google Scholar, seleccionadas por su
pertinencia en la difusién de investigaciones en microbiologia, biotecnologia y micologia aplicada.
Ademas, se emplearon términos de busquedas y conectores booleanos como “Basidiomycetes”
OR “Fungi”, “Macromycetes”, OR “Pleurotus ostreatus” OR “Lentinus”, “Trametes” OR “Laccase”,
en los campos titulo, resumen y palabras claves. La estrategia de busqueda filtré articulos
originales y de revision en un periodo comprendido entre los afios 2019-2025, seleccionando
aquellos con informacion mas relevante para el estudio. Posteriormente, los resultados de la
revision bibliografica se contrastaron con los registros de macrohongos colectados en campo,
considerando sus caracteristicas morfoldgicas y ecoldgicas. Este analisis permitio inferir los
posibles grupos de enzimas extracelulares presentes en las especies locales, tomando como

referencia los estudios revisados.
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9. Resultados y discusion

9.1. Identificacion taxonémica de los macrohongos colectados

Durante la presente investigacion se colectaron cuatro muestras de macrohongos en el

bosque humedo montano de la vereda Las Delicias, municipio de Pueblo Bello (Cesar). Estas

fueron caracterizadas tanto macroscopica como microscopicamente, lo cual permitid su

identificacion hasta el nivel de especie, correspondiendo a: Auricularia polytricha, Trametes

betulina, Lentinus sp. y Pleurotus pulmonarius.

Tabla 1. Descripcidon macroscépica microscépica de los macrohongos utilizados.

Macrohongos Identificacion macroscoépica Identificacion microscépica
Carpoforo presenta forma
. - Se observaron hifas hialinas,
semicircular, con superficie ondulada
, , : - . delgadas, septadas (con tabiques
Auricularia e irregular, y un tamano aproximado
, . transversales ramificadas con
polytricha de 4 cm. La parte superior es de color )Y
C s esporas alantoides con forma de
marron violaceo, con textura suave y
, . salchicha. En el centro se observa una
finamente vellosa, lo que le confiere un
. . .| estructura esférica en forma de halo
aspecto aterciopelado. La superficie
L ) . pequefio redondo verdoso. (Anexo 9).
inferior es de color marrén grisaceo,
con una textura seca y quebradiza. El
carpoéforo emite un olor suave y posee
un estipite corto o apenas
desarrollado. (Anexo 8).
Carpodforo presenta forma de abanico
. Se observaron hifas hialinas,
y crece adherido lateralmente a la
. ~ . delgadas, septadas (con tabiques
madera. Tiene un tamafo aproximado 9 P ( g
. . transversales) y ramificadas. Esporas
de 8cm y una consistencia dura. La )Y P
- . cilindricas lisas, basidios claviformes.
superficie superior muestra
Trametes tonalidades entre marrén claro y
betulina oscuro, con textura rugosa. La

superficie inferior es de color crema
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palido y presenta himenio poroide

pequenos, uniformes y laminas

anastomosadas.

Lentinus sp.

Carpdforo con pileo de forma plano-
convexa, tamafno aproximado de 5 cm
de diametro, el borde esta envuelto
hacia dentro, superficie seca
escamosa sin pelos de color pardo
rojizo, el pie puede ser corto o
proporcionado, laminas decurrentes,
estrechas, muy densas, de color rojizo
y de olor muy intenso. Estipite central
amarillo interior

de color rojizo,

semisodlido.

Se observan hifas fibuladas, esporas
cilindricas con basilio tetraesporulado,
ovaladas

numerosas  estructuras

(Morfologia predominantemente
ovoide) a elipsoidales, con contornos
bien definidos y tamafos similares
entre ellas, sin  agrupaciones
especificas, lisas, no amiloides de

tamano uniforme y color marron. .

Pleurotus

pulmonarius

Carpdforo presenta forma de ostra,
con bordes ondulados y un tamafo
aproximado de 7cm. Su color es
blanco grisaceo, con una textura lisa
en la superficie superior. La parte
inferior contiene laminas  bien
desarrolladas, de color crema palido,
forma

dispuestas de densa vy

decurrentes hacia el estipite. El
estipite es corto, lateral y aplanado. El

carpoéforo emite un olor agradable.

Se evidencian hifas hialinas, septadas

y ramificadas. Algunas zonas

muestran una mayor densidad

micelial, compatible con restos del
himenio. Presencia de basilio y

esporas lisas hialinas tetraesporulado.
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9.2. Categorizacion taxonémica

La descripcion posibilité la categorizacion de las especies en el Reino Fungi, todas ellas

vinculadas al Phylum Basidiomycota y a la Clase Agaricomycetes, conjunto que comprende a la

mayoria de los hongos macroscépicos con cuerpos fructiferos altamente desarrollados.

Tabla 2. Identificacién taxondmica de las los 4 macrohongos

Macrohongo Auricularia Trametes Lentinus sp. Pleurotus
polytricha betulina pulmonarius
Reino Fungi Fungi Fungi Fungi
Phylum Basidiomycota Basidiomycota Basidiomycota Basidiomycota
Clase Agaricomycetes Agaricomycetes | Agaricomycetes Agaricomycetes
Orden Auriculariales Polyporales Polyporales Agaricales
Familia Auriculariaceae Polyporaceae Polyporaceae Pleurotaceae
Género Auricularia Trametes Lentinus Pleurotus
Especie Auricularia Trametes Lentinus sp. Pleurotus
polytricha betulina pulmonarius

Los macrohongos de pudricion blanca analizados presentaron caracteristicas
morfoldégicas que coinciden ampliamente con lo reportado en la literatura. En Auricularia
polytricha se observaron cuerpos fructiferos semicirculares, de superficie ondulada e irregular,
textura aterciopelada y coloracién marrdén violaceo en la parte superior y marron grisaceo en la
inferior, con un estipite corto. Estas descripciones concuerdan con lo sefalado por Wu et al.
(2021) y con la documentacion del Instituto de Biologia de la UNAM. A nivel microscépico, se
apreciaron hifas hialinas, delgadas, septadas (con tabiques transversales) y ramificadas con
esporas alantoides con forma de salchicha. En el centro se observa una estructura esférica en

forma de halo pequefo redondo verdoso.

En el caso de Lentinus sp., los carpéforos presentaron un sombrero convexo a plano, con
superficie escamosa y seca, un estipite fibroso, color pardo rojizo y un olor intenso caracteristico,
lo que permitié situar con seguridad dentro de este género, en concordancia con lo descrito por

Ishaq et al. (2022). Microscopicamente, se observaron esporas elipsoidales, uniformes y no
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amiloides, dispersas en el campo visual, lo que confirma su ubicacion dentro del orden

Polyporales.

Por su parte, Pleurotus pulmonarius, conocido comunmente como “hongo ostra”, mostré
carpoforos en forma de concha, con bordes ondulados, superficie lisa, color blanco crema y
laminas bien desarrolladas en la parte inferior, coincidiendo con las descripciones de Putra et al.
(2024). Aunque no se observaron esporas bajo el microscopio, se evidencido un micelio con

abundantes ramificaciones, rasgo caracteristico de esta especie.

Finalmente, Trametes betulina se identificd por sus carpéforos en forma de abanico, de
consistencia dura y superficie superior rugosa con tonalidades que varian del marrén claro al
oscuro. La region inferior presentd un himendforo laminar de color blanquecino, rasgo
caracteristico de la especie (Gilbertson & Ryvarden, 1987; Justo & Hibbett, 2011). En el analisis
microscopico se observaron hifas delgadas, septadas y ramificadas, ademas de estructuras
globulares posiblemente asociadas a la produccién de esporas o vesiculas reproductivas, en

concordancia con lo descrito en la literatura.
9.3. Actividad celulolitica

Se evidencié actividad celulolitica (Ul/g) en los cuatro géneros de macrohongos (Auricularia
polytricha, Lentinus sp., Pleurotus pulmonarius y Trametes betulina), a lo largo de un periodo de
fermentacion comprendido entre 7 y 24 dias en sustrato agricola de cafa de azucar (figura 7). En
este sustrato, de acuerdo al efecto de interaccion entre dias y tipo de cepa de hongo existieron
diferencias estadisticas significativas (p < 0.001), observandose el mayor pico de actividad en
Lentinus sp. al dia 16 (Tabla 4), lo que evidencia su alto potencial enzimatico en la fase intermedia
del proceso de fermentacion. Por su parte, Auricularia polytricha'y Trametes betulina presentaron
una produccion continua y estable de endoglucanasas hasta el dia 24, lo que refleja su capacidad
de mantener niveles sostenidos de actividad enzimatica. En contraste, Pleurotus pulmonarius
mostré el desempefio mas bajo, con valores de actividad endoglucanasa inferiores a 4,2 Ul/g

luego de 12 dias de fermentacion.
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Figura 7. Deteccion de la actividad celulolitica (Ul/g) en Auricularia polytricha, Lentinus sp.,
Pleurotus pulmonarius y Trametes betulina cultivados en residuos de cafia de azucar, durante un
periodo de fermentacion de 7 a 24 dias.

Tabla 4. Efectos principales y comparaciones multiples de la actividad celulolitica en residuo
agroindustrial de cana. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas segun el test
de Duncan p < 0.001.

Factor Niveles Media (Ul/g) Grupo Tukey/Duncan
Hongo Trametes betulina 4.34 A

Hongo Lentinus sp. 4.22 B

Hongo Auricularia polytricha 4.21 D

Hongo Pleurotus pulmonarius  3.95 C

Dias 24 4.24 A

Dias 20 4.21 AB

Dias 16 4.19 D

Dias 7 4.18 D

Dias 12 4.09 C
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En la figura 8 se representa la actividad celulolitica (Ul/g) de los cuatro macrohongos en
sustrato agroindustrial de tamo. En este sustrato, el hongo Pleurotus pulmonarius fue el hongo
con mayor capacidad inicial de produccion de endoglucanasas, alcanzando el valor mas alto en
fases iniciales (dia 7-16), con valores de 4,32 Ul/g hallandose diferencias estadisticas
significativas entre los grupos (Tabla 5). En general todos los macrohongos mostraron eficiencia
de produccion de enzimas endoglucanasas con un rango entre 4,2 y 4,4 Ul/g de sustrato. Sin
embargo, Auricularia polytricha y Lentinus sp. destacaron por su incremento progresivo y
sostenido, llegando a igualar a Pleurotus hacia el final de la fermentacién, lo que refleja buena

eficiencia en periodos largos.
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Figura 8. Detecciéon de la actividad celulolitica (Ul/g) en Auricularia polytricha, Lentinus sp.,
Pleurotus pulmonarius y Trametes betulina cultivados en residuo agroindustrial de tamo, durante
un periodo de fermentacién de 7 a 24 dias.
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Tabla 5. Efectos principales y comparaciones multiples de actividad celulolitica en residuo
agroindustrial de tamo. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas segun el test
de Tukey/Duncan p < 0.001.

Factor Niveles Media (Ul/g) Grupo Tukey/Duncan
Hongo Pleurotus pulmonarius 4.32 A
Hongo Trametes betulina 4.21 B
Hongo Auricularia plytricha 413 C
Hongo Lentinus sp 4.07 D
Dias 24 4.36 A
Dias 20 4.31 B
Dias 16 4.18 C
Dias 7 4.07 D
Dias 12 3.99 E

La actividad celulolitica mostré variaciones de acuerdo de la especie fungica y del tiempo

de fermentacion en el sustrato de aserrin (Figura 9). Auricularia polytricha presentd un incremento

continuo y sostenido durante todo el periodo, logrando una de las mayores actividades

enzimaticas en la ultima fase de la fermentacién (=4.4 Ul/g) y una media de 4.28 Ul/g con

diferencias estadisticas significativas (p < 0.001) segun las pruebas de Tukey/Duncan (Tabla 6).

De manera similar, Lentinus sp. exhibid un aumento progresivo aunque mas moderado. En

contraste, Pleurotus pulmonarius alcanzé un pico temprano en el dia 12 (4.4 Ul/g), seguido de un

descenso pronunciado hacia el dia 20, con ligera recuperacion posterior al final del proceso. Por

su parte, Trametes betulina mostré un incremento constante hasta el dia 16, estabilizandose sin

descensos notables en los dias siguientes.
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Figura 9. Deteccion de la actividad celulolitica (Ul/g) en Auricularia polytricha, Lentinus sp.,
Pleurotus pulmonarius y Trametes betulina cultivados en residuo agroindustrial de aserrin,
durante un periodo de fermentacién de 7 a 24 dias.

Tabla 6. Efectos principales y comparaciones multiples de actividad celulolitica en residuo
agroindustrial aserrin. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas segun el test
de Tukey/Duncan p < 0.001.

Factor Niveles Media (Ul/g) Grupo Tukey/Duncan
Hongo Trametes betulina 4.28 A
Hongo Auricularia plytricha 4.19 B
Hongo Lentinus sp 4.1 C
Hongo Pleurotus pulmonarius 4.10 C
Dias 24 4.33 A
Dias 20 4.24 B
Dias 16 4.21 C
Dias 7 4.15 D
Dias 12 3.93 E

En este estudio se demostré que la produccion de la actividad celulolitica en fermentacion
en estado sélido (SSF), varia segun la especie de macrohongo, el tipo de sustrato agroindustrial
y el tiempo de incubacién. De manera similar, Kim et al. (2024) reportaron que en fermentacién
sélida de soya en distintos hongos exhibieron perfiles enzimaticos diferenciados tras 10 dias de
cultivo. En general, los hongos de pudricién blanca, como Pleurotus y Trametes, destacan por su
capacidad de degradar residuos lignocelulésicos (paja, bagazo de cana, aserrin, entre otros)
mediante la secrecidn de celulasas, hemicelulasas y ligninasas (Murrieta et al., 2002), siendo el
sustrato y la duracion del cultivo factores determinantes en la actividad enzimatica (Escudero et
al., 2013). En los resultados obtenidos, Lentinus sp. mostrd un alto potencial en la degradacion
de residuos agroindustriales de cafia, con un comportamiento comparable al de Pleurotus
pulmonarius, lo que respalda el uso de ambos géneros en procesos de pretratamiento de biomasa
lignocelulésica (Fasiku, 2021). Por su parte, Auricularia polytricha y Trametes betulina
mantuvieron una produccion sostenida de endoglucanasas durante la fermentacién. Esto
concuerda con lo descrito por Coniglio et al. (2022), quienes observaron que Auricularia coloniza
de manera estable el bagazo de cafia y libera enzimas celuloliticas de forma progresiva en
periodos prolongados, ademas de presentar una alta eficiencia bioldgica en aserrin y salvado de

arroz (Kumla et al.,, 2020). De manera consistente, el comportamiento estable de Trametes
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coincide con lo sefialado en otras especies del género, reconocidas por su fuerte capacidad

ligninolitica y eficacia en el pretratamiento biolégico del bagazo (Khan et al., 2024).

El analisis comparativo entre sustratos mostré patrones diferenciados. En tamo, Pleurotus
pulmonarius presento el mayor rendimiento promedio (4,32 Ul/g), coincidiendo con lo sefalado
por Olagunju et al. (2023), quienes destacaron que la duracion del cultivo influye criticamente en
la produccion enzimatica de Pleurotus ostreatus en tallos de maiz, con un rango 6ptimo de 2 a 4
semanas. En este mismo sustrato, Lentinus sp. alcanzé su maxima actividad enzimatica a los 24
dias (4,44 Ul/g), coincidiendo con el pico global (4,36 Ul/g). En contraste, en aserrin, Trametes
betulina obtuvo el mejor desempefo promedio (4,28 Ul/g), mientras que A. polytricha registré la
mayor actividad absoluta al final del periodo (dia 24), con 4,47 Ul/g, valor que también representd
el mayor promedio global del sustrato (4,33 Ul/g). Estos resultados reafirman lo sefalado por
Chilakamarry et al. (2022) y Behera & Ray (2016), quienes subrayan que la eficiencia de la
fermentacion soélida depende no solo de la cepa, sino también de su compatibilidad con el sustrato

y del tiempo de incubacion.

En conjunto, los hallazgos demuestran que la seleccion de cepa debe ajustarse al sustrato
especifico: Trametes mostré un mejor desempefo en cafia y aserrin, mientras que Pleurotus lo
hizo en tamo; ademas, el dia 24 se identificé como el punto éptimo general de actividad, excepto
para Lentinus sp. en cafa, que alcanzé su maximo a los 16 dias. Esto confirma que las
interacciones hongo-sustrato-tiempo son criticas, pues incluso especies con menor rendimiento
promedio, como A. polytricha, pueden alcanzar maximos absolutos en condiciones especificas.
En consecuencia, la optimizacion de fermentaciones sélidas debe considerar simultaneamente la
eleccion de la cepa, tipo de sustrato, tamano del inéculo y variables de crecimiento (Perwez & Al
Asheh, 2024). La consistente expresién maxima observada al final del periodo en la mayoria de
condiciones sugiere que los tiempos prolongados favorecen la actividad endoglucanasa, aunque
las excepciones encontradas resaltan la importancia de disefiar procesos ajustados a cada

combinacion de factores.
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9.4. Actividad lacasa

A partir de las 168 horas se registro la absorbancia generada por la oxidacion de ABTS a
436 nm, empleando su coeficiente de extincion molar (¢ = 29.300 M~ cm™) para convertir los
cambios de absorbancia por minuto en unidades de actividad (umol de ABTS oxidados/minuto).
La evaluacion de la actividad lacasa (Ul/g) durante la SSF de cafia, tamo y aserrin con cuatro
cepas fungicas (Pleurotus pulmonarius, Trametes betulina, Lentinus sp. y Auricularia polytricha),
mostro diferencias significativas (p < 0,05), tanto por el efecto individual de la cepa como por el

tiempo de fermentacion y la interaccién de estos factores en cada uno de los sustratos evaluados.

En el sustrato de cana (Figura 10), Pleurotus pulmonarius registré la mayor actividad
lacasa promedio (26,33 Ul/g) (Tabla 7), alcanzando su punto maximo en el dia 12 de
fermentacion, con un valor de 31,17 Ul/g (p < 0,001). Esta cepa mostré niveles elevados desde
el dia 7, aunque al dia 24 la actividad descendié hasta 21,46 Ul/g. Estudios recientes, como el de
Silva et al. (2025), sefalan que P. pulmonarius puede alcanzar altos niveles de actividad
enzimatica al cultivarse en sustratos lignoceluldsicos, presentando un patron de incremento
progresivo. Estos resultados respaldan la influencia conjunta de la especie fungica y el tiempo de
fermentacion en la eficiencia enzimatica, en concordancia con lo reportado por Zulet et al. (2016),
quienes reafirman que la actividad enzimatica depende de manera significativa de la interaccion

entre el hongo empleado y el periodo de cultivo.
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Figura 10. Deteccion de la actividad lacasa (Ul/g) en Auricularia polytricha, Lentinus sp., Pleurotus
pulmonarius y Trametes betulina cultivados en residuo agroindustrial de cafa, durante un periodo
de fermentacion de 7 a 24 dias.

Tabla 7. Efectos principales y comparaciones multiples de actividad lacasa en cafa. Letras
distintas indican diferencias estadisticas significativas segun el test deTukey/Duncan p < 0.001.

Factor Niveles Media (Ul/g) Grupo Tukey/Duncan
Hongo Trametes betulina 10.45 D
Hongo Lentinus sp. 10.78 C
Hongo Auricularia polytricha 17.85 C
Hongo Pleurotus pulmonarius 26.33 A
Dias 24 21.46 A
Dias 20 12.79 E
Dias 16 16.75 C
Dias 7 13.20 D
Dias 12 17.57 B

En el subproducto tamo, la cepa con mayor actividad lacasa promedio fue Pleurotus

pulmonarius (16,21 Ul/g) evidenciando diferencias estadisticas significativas (p < 0.05) (Tabla 8).
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De forma similar, Aimable et al. (2025), reportaron que Pleurotus ostreatus alcanzé su maxima
actividad (13,8 Ul/g), a los 20 dias de fermentacion, seguida de una disminucion durante la fase
de crecimiento del micelio, lo que sugiere que la lacasa desempena un papel clave en la eficiencia
biotecnologica de diferentes cepas. Este comportamiento resalta la importancia de considerar no
solo el efecto individual de cada factor, sino también sus interacciones. En general, el pico global
de actividad en el tamo se presentd al dia 16 (21,54 Ul/g), lo que evidencia una dinamica de

produccién mas temprana en comparacion con la cafa.
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Figura 11. Deteccion de la actividad lacasa (Ul/g) en Auricularia polytricha, Lentinus sp.,
Pleurotus pulmonarius y Trametes betulina cultivados en residuo agroindustrial de tamo, durante
un periodo de fermentacién de 7 a 24 dias.
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Tabla 8. Efectos principales y comparaciones multiples de actividad lacasa en residuo agricola
de tamo. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas segun el test
deTukey/Duncan p < 0.05.

Factor Niveles Media (Ul/g) Grupo Tukey/Duncan
Hongo Trametes betulina 14.55 C
Hongo Lentinus sp. 13.04 D
Hongo Auricularia polytricha 15.54 B
Hongo Pleurotus pulmonarius 16.21 A
Dias 24 20.48 B
Dias 20 6.74 E
Dias 16 21.53 A
Dias 7 10.22 D
Dias 12 15.21 C

En el aserrin, Auricularia polytricha fue la cepa mas sobresaliente (Figura 12), tanto en
promedio (23,01 Ul/g) como en combinacion con el dia 24 de fermentacion, cuando alcanzé una
actividad maxima de 65,20 Ul/g, superando significativamente al resto de tratamientos (p < 0,05)
(Tabla 9). De manera consistente, este mismo dia presenté la mayor produccion promedio en el
sustrato (32,14 Ul/g), lo que indica que, a diferencia del tamo, el aserrin requiere periodos de

fermentacion mas prolongados para inducir una elevada actividad enzimatica.

Estos hallazgos confirman que el tipo de sustrato, la especie fungica y el tiempo de
fermentacion son factores determinantes en la expresion de la lacasa. De acuerdo con Han et al.
(2022), esta enzima es la ligninolitica mas eficaz y mejor estudiada en la oxidacion de lignina por
hongos de pudricion blanca. Su elevada actividad se relaciona con la capacidad de especies
como Pleurotus pulmonarius y A. polytricha para colonizar y degradar polimeros de lignina
recalcitrante, aunque con respuestas diferenciales segun el residuo lignoceluldsico. La marcada
superioridad de A. polytricha en aserrin (65,20 Ul/g a los 24 dias), resalta la necesidad de

optimizar la interaccién cepa—sustrato—tiempo para maximizar la produccién enzimatica.
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Figura 12. Deteccion de la actividad lacasa (Ul/g) en Auricularia polytricha, Lentinus sp., Pleurotus
pulmonarius y Trametes betulina cultivados en residuo agroindustrial de aserrin, durante un
periodo de fermentacion de 7 a 24 dias.

Tabla 9.

Efectos principales y comparaciones multiples de actividad lacasa en residuo

agroindustrial de aserrin. Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas segun el
test deTukey/Duncan p < 0.05

Factor Niveles Media (Ul/g) Grupo Tukey/Duncan
Hongo Trametes betulina 15.32

Hongo Lentinus sp 10.08 D

Hongo Auricularia polytricha 23.00 A

Hongo Pleurotus pulmonarius 16.06 B

Dias 24 32.13 A

Dias 20 14.14 B

Dias 16 12.15 D

Dias 7 9.00 E

Dias 12 13.15 C
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9.5. Determinacién de peso seco

El analisis del contenido de humedad de los sustratos evaluados en interaccion con las
cepas fungicas, presentaron variaciones significativas entre el inicio y el final del proceso estas
diferencias reflejan procesos de absorcion de agua, retencién y actividad metabdlica de los

hongos sobre cada uno de los subproductos.

En el sustrato de tamo, el contenido de humedad inicial oscilé entre 36,53 % ( P. pulmonarius) y
56,49 % (Auricularia). Al final del proceso, todos los tratamientos mostraron un incremento
significativo en los niveles de humedad, alcanzando valores entre 72,71 % y 99,95%. (Tabla 10).
El tratamiento con Trametes betulina presentd el mayor porcentaje de humedad final (81,99 %),
lo que sugiere una mayor capacidad del micelio para retener agua o posiblemente una mayor
produccién de agua metabdlica durante su desarrollo. Este comportamiento puede estar asociado
con una alta colonizacién fungica del sustrato, como lo han reportado Singh et al. (2020), quienes
observaron un aumento en la humedad final en residuos lignocelulésicos sometidos a

fermentacion sélida con cepas basidiomicetos.

Tabla 10. Determinacion del porcentaje de humedad inicial y final en los cuatro macrohongos y

tres sustratos lignoceluldsicos evaluados.

Hongo Sustrato |% humedad inicial | % humedad final

Lentinus sp. Tamo 55,3 77,38
P. pulmonarius Tamo 36,53 72,71
A. polytricha Tamo 56,52 70,41
T. betulina Tamo 56,47 81,99
Lentinus sp. Cana 65,96 79,2
P. pulmonarius Cana 54,12 71,38
A. polytricha Cana 54,4 72,23
T. betulina Cafa 57,05 69,32
Lentinus sp. Aserrin 43,03 56,86
P. pulmonarius Aserrin 46,92 99,95
A. polytricha Aserrin 49,77 68,94
T. betulina Aserrin 38,6 57,17
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En cuanto al sustrato de caina, los valores iniciales de humedad oscilaron entre 54,12 %
(P. pulmonarius) y 65,96 % (Lentinus sp.), mostrando una retencion intermedia comparada con
el tamo. Al finalizar el proceso fermentativo, los valores aumentaron hasta un rango de 69,32 %
a 79,20 %, siendo nuevamente la cepa Lentinus sp. la que alcanzo el valor mas alto. A pesar de
este aumento, los cambios fueron menos marcados que en el sustrato de tamo, lo que sugiere
que la cana tiene una menor capacidad de absorcién o que los hongos mostraron menor actividad
sobre este sustrato, posiblemente por su composicion mas rica en azucares solubles y menor

contenido lignocelulésico complejo.

Por otro lado, el aserrin presentd los porcentajes de humedad inicial mas bajos, con
valores entre 38,60 % (Trametes) y 50,59 % (Auricularia). Al término de la fermentacion, se
observé un incremento moderado en todos los tratamientos, alcanzando entre 56,86 % y 68,94
%. El tratamiento con Auricularia polytricha mostré el mayor aumento de humedad (68,94 %), lo
que podria estar asociado a una mayor degradacién de la lignina presente en este sustrato,
favoreciendo la retencion hidrica por parte del micelio, como ha sido sugerido por Zhang et al.

(2019), en estudios similares con basidiomicetos y residuos maderables.

De forma general, el analisis comparativo entre las etapas sugiere que todos los sustratos
incrementaron su humedad durante la fermentacién, siendo mas notable en el tamo y menos
pronunciado en el aserrin. Esto puede deberse tanto a las propiedades fisicoquimicas de cada
sustrato como a la capacidad enzimatica diferencial de cada cepa. La retencién de humedad es
un factor critico en procesos SSF, ya que influye directamente en el crecimiento fungico, la
produccién enzimatica y la eficiencia de degradacién del material lignoceluldsico. Estos
resultados respaldan la importancia de seleccionar adecuadamente tanto el sustrato como la
cepa fungica, considerando las interacciones entre ambos para maximizar el rendimiento

biotecnoldgico del proceso.
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9.6. Revisidn bibliografica

De acuerdo con la revision bibliografica, se ha reportado que los macrohongos Auricularia
polytricha, Trametes betulina, Lentinus sp. y Pleurotus pulmonarius poseen la capacidad de
sintetizar diversas enzimas extracelulares involucradas en la degradaciéon de compuestos
lignocelulésicos. Entre ellos se encuentra la lignina, un complejo heteropolimero aromatico
tridimensional que resulta de la polimerizacion deshidrogenasa de los alcoholes cumarilico,
coniferilico y sinapilico (Hou et al., 2020). Debido a su compleja estructura, la lignina es dificil de
degradar, ya que su masa molecular oscila entre 600 y 1000 kDa, lo que la hace demasiado
grande para ser absorbida por los hongos e incorporada a un ataque intracelular. Los
macrohongos basidiomicetos secretan enzimas extracelulares clave para la degradacion de
biomasa lignoceluldsica. Estas incluyen enzimas oxidativas (lacasas, manganeso peroxidasas y
lignina peroxidasas), que actuan sobre la lignina, y enzimas hidroliticas (celulasas vy
hemicelulasas), que rompen celulosa y hemicelulosa. Estudios recientes destacan que la
produccién de celulasas y xilanasas en estos hongos esta regulada por condiciones fisiolégicas
y ambientales, lo que los convierte en biocatalizadores con gran potencial en procesos de

biorefineria y aprovechamiento de residuos agricolas (Elisashvili et al., 2023).

Los hongos de pudricion blanca son capaces de mineralizar la lignina, un polimero
fenilpropanoico extremadamente resistente a la hidrdlisis tradicional. Esto se logra a través de
enzimas extracelulares que permiten la formacién de radicales libres y actuan con alta
especificidad y sin esteriores (radicales He, OHe), ejecutando mecanismos oxidativos no
estereoselectivos (Torres et al., 2024). Su eficacia en la degradacion de lignina y compuestos
aromaticos derivados se debe a su repertorio de enzimas ligninoliticas —incluyendo peroxidasas,
lacasas y monooxigenasas— que funcionan en colaboracion con sistemas intracelulares de
degradacion (Wu et al., 2023), adaptandose eficazmente a sustratos diversos y ambientales

cambiantes.

En Auricularia polytricha se ha reportado la produccion de lacasas y manganeso
peroxidasas en condiciones de bajo contenido nutricional, asi como la secrecion de celulasas y
xilanasas durante la fermentaciéon de residuos agricolas, lo que confirma su capacidad
lignocelulolitica versatil (Jiang et al., 2020). Por su parte, en Trametes betulina se ha evidenciado
un sistema ligninolitico muy eficiente, respaldado por la produccion simultanea de lacasas,

manganeso peroxidasas y lignina peroxidasas, enzimas clave en la descomposicion de
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compuestos aromaticos complejos. Estudios recientes con cepas de Trametes aisladas de
hojarasca amazonica reflejan que sobresalen por su elevada actividad en estos enzimas y su
capacidad para decolorar colorantes recalcitrantes, lo que demuestra su gran potencial en

estrategias de degradacion ambiental y biorremediacion (De Sousa et al., 2024).

Pleurotus pulmonarius se reconoce por su capacidad de producir un amplio conjunto de
enzimas extracelulares, entre las que destacan las lacasas y manganeso peroxidasas, ademas
de enzimas hidroliticas como celulasas y hemicelulasas. Esta combinacion enzimatica le permite
descomponer de manera eficiente los componentes lignocelulésicos, abarcando tanto la lignina
como los polisacaridos estructurales. Gracias a estas propiedades, la especie se ha convertido
en un referente en estudios de aprovechamiento de residuos agricolas y en estrategias de

biorremediacion ambiental (Chourasia et al., 2021).

En conjunto, estas especies demuestran que los macrohongos no solo cumplen una
funcién ecoldgica esencial en la descomposicion de la biomasa lignoceluldsica, sino que también
representan una fuente valiosa de biocatalizadores extracelulares con amplias aplicaciones en
procesos industriales sostenibles.Esta dualidad no solo garantiza su papel ecoldégico como
descomponedores primarios en los ecosistemas forestales, sino que también los convierte en
herramientas prometedoras para aplicaciones biotecnologicas en biorefineria, bioenergia y

remediacion ambiental.
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10. Conclusiones

La evaluacion de la actividad enzimatica evidencié que la produccion de endoglucanasas
y lacasas varia segun la especie de macrohongo, el sustrato y el tiempo de fermentacion. Lentinus
sp. mostré alto potencial en cana, Pleurotus pulmonarius destaco en tamo y Auricularia polytricha
en aserrin, mientras que Trametes betulina presentd un comportamiento estable y significativo

en varios sustratos.

Respecto a la actividad lacasa, P. pulmonarius mostré un desempefio superior en cafia y
tamo, alcanzando valores de hasta 31,17 Ul/g al dia 12, mientras que A. polytricha se consolidd
como la cepa mas eficiente en aserrin, con una produccién maxima de 65,20 Ul/g al dia 24, lo

que evidencia la importancia de periodos prolongados de fermentacién en sustratos maderables.

La revision de literatura permitié establecer que los macrohongos Auricularia polytricha,
Trametes betulina, Lentinus sp. y Pleurotus pulmonarius poseen un repertorio enzimatico
extracelular diverso y especializado en la degradacién de biomasa lignocelulésica. Se destacan
enzimas oxidativas como lacasas, manganeso peroxidasas y lignina peroxidasas, asi como
enzimas hidroliticas como celulasas y hemicelulasas, cuya accion sinérgica les confiere alta

eficacia en la descomposicion de lignina y polisacaridos estructurales.
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11. Recomendaciones

Evaluar combinaciones de residuos lignocelulésicos (mezclados entre bagazo, tamo y
aserrin) como sustratos alternativos, con el fin de aprovechar sinérgicamente sus propiedades

fisicoquimicas y determinar si existen mejoras en la eficiencia de los cultivos.

Realizar la caracterizacion molecular por medio de secuenciacion de cada una de las

cepas de macrohongos con el propdsito de confirmar género y especie.

Realizar analisis enzimatico especificos de celulasas y lacasa, manganeso peroxidasa y
lignina peroxidasa, para caracterizar el perfil enzimatico completo de cada cepa, y asi seleccionar
la especie mas adecuada segun el tipo de residuo o el objetivo biotecnoldgico (biopulpaje,

bioremediacion, compostaje, etc.).

Para fortalecer el andlisis en futuros estudios, se recomienda complementar la
determinacion de la actividad enzimatica con técnicas de identificacion y caracterizacion
especificas de enzimas presentes en los extractos; como zimografia (SDS-PAGE), cromatografia
(HPLC o de exclusion molecular) y espectrometria de masas (LC-MS-MS). Estas metodologias
permitirian relacionar con mayor precision las enzimas presentes en los extractos con la actividad

observada, optimizando asi su aplicacién biotecnolégica.
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Anexo 3. Sustratos lignoceluldsicos

Aserrin Roble Tamo Bagazo de cafia

Anexo 4. Determinacion cuantitativa de actividades enzimaticas
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Anexo 5. Determinacion de la actividad celulolitica mediante hidrolisis de CMC
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Anexo 7. Determinacion de materia seca o peso seco (ms) de los sustratos utilizados
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Anexo 8. Identificaciéon macroscépica

Auricularia

polytricha
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Trametes

betulina

Lentinus sp.

Pleurotus

pulmonarius
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Anexo 9. Identificacion microscépica

Caracteristicas microscopicas

Auricularia

polytricha

Trametes betulina

Lentinus sp.
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Caracteristicas microscoépicas

Pleurotus pulmonarius

Anexo 10. Tablas de cuantificacion de la actividad endoglucanasa

Actividad Desviacion
Hongo Sustrato|Dia|endoglucanasa estandar Media * DE
(Ul/ml)

T. betulina Tamo | 7 4,134 0,007 [4,134 + 0,007
T. betulina Tamo |12 4,157 0 4,157 + 0,000
T. betulina Tamo | 16 4,181 0,007 4,181 + 0,007
T. betulina Tamo |20 4,269 0,013 {4,269+ 0,013
T. betulina Tamo |24 4,292 0,007 [4,292 + 0,007
T. betulina Caha | 7 4,319 0,137 (4,319 0,137
T. betulina Cafia |12 4,282 0,059 |4,282 % 0,059
T. betulina Cafia | 16 4,31 0,02 4,310 £ 0,020
T. betulina Cana |20 4,37 0,013 (4,370 0,013
T. betulina Cafa |24 4,352 0,065 |4,352 % 0,065
T. betulina | Aserrin | 7 4,199 0,282 4,199 + 0,282
T. betulina | Aserrin | 12 4,111 0,17 4,111+ 0,170
T. betulina | Aserrin | 16 4,384 0,059 4,384 + 0,059
T. betulina | Aserrin | 20 4,31 0,137 4,310 + 0,137
T. betulina | Aserrin | 24 4,398 0,065 4,398 + 0,065
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Actividad Desviacion
Hongo Sustrato|Dia|endoglucanasa estandar Media * DE
(Ul/ml)
A. polytricha | Tamo | 7 3.82 0.07 3.82+0.07
A. polytricha | Tamo |12 3.94 0.02 3.94 +0.02
A. polytricha | Tamo | 16 4.25 0.02 4.25+0.02
A. polytricha | Tamo | 20 4.29 0.01 4.29 + 0.01
A. polytricha | Tamo |24 4.40 0.01 4.40 £ 0.01
A. polytricha | Cafa | 7 04.08 0.04 4.08 £ 0.04
A. polytricha | Caha |12 412 0.04 412 +£0.04
A. polytricha | Caha | 16 417 0.00 417 £ 0.00
A. polytricha | Cana |20 4.20 0.00 4.20 £ 0.00
A. polytricha | Caha |24 4.34 0.10 4.34 £0.10
A. polytricha | Aserrin | 7 3.85 0.03 3.85+0.03
A. polytricha | Aserrin | 12 3.95 0.02 3.95+0.02
A. polytricha | Aserrin | 16 4.25 0.03 4.25+0.03
A. polytricha | Aserrin | 20 4.44 0.03 444 £ 0.03
A. polytricha | Aserrin | 24 4.45 0.04 445+ 0.04
Actividad Desviacion
Hongo Sustrato |Dia | endoglucanasa estandar Media * DE
(Ul/ml)
P. pulmonarius| Tamo 7 4,222 0,052 4,222 +0.052
P. pulmonarius| Tamo |12 4,301 0,02 4.301 +£0.02
P. pulmonarius| Tamo |16 4,319 0,02 4.319+£0.02
P. pulmonarius| Tamo | 20 4,407 0,039 4.407 + 0.039
P. pulmonarius| Tamo |24 4,282 0,02 4.282 + 0.02
P. pulmonarius| Cana 7 4,333 0,013 4.333 £ 0.013
P. pulmonarius| Cana |12 3,75 0,021 3.75+£0.021
P. pulmonarius| Cana |16 3,824 0,01 3.824 + 0.01
P. pulmonarius| Cana |20 3,876 0,01 3.876 + 0.01
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P. pulmonarius| Cana |24 3,954 0,016 3.954 £ 0.016
P. pulmonarius| Aserrin | 7 4,028 0,013 4.028 + 0.013
P. pulmonarius| Aserrin | 12 4,407 0,013 4.407 £ 0.013
P. pulmonarius| Aserrin | 16 4,042 0,02 4.042 +0.02
P. pulmonarius| Aserrin | 20 3,894 0,02 3.894 £ 0.02
P. pulmonarius| Aserrin | 24 4,139 0,013 4139 +0.013
Actividad Desviacion
Hongo Sustrato|Dia|endoglucanasa estandar Media * DE
(Ul/ml)
Lentinussp. | Tamo | 7 3.829 46 3.83+£0.05
Lentinus sp. | Tamo |12 3.889 26 3.89 £ 0.03
Lentinus sp. | Tamo | 16 3.972 26 3.97 £ 0.03
Lentinus sp. | Tamo |20 4.227 59 4.23 £ 0.06
Lentinus sp. | Tamo |24 4.366 111 4.37 £ 0.11
Lentinus sp. Cana 7 3.935 13 3.94 £ 0.01
Lentinus sp. | Cafa |12 4.125 20 4.13+£0.02
Lentinus sp. Cana |16 4.398 65 4.40 +0.07
Lentinus sp. Cana |20 4.356 33 4.36 £ 0.03
Lentinus sp. Cana |24 4.199 20 4.20 +0.02
Lentinus sp. | Aserrin | 7 3.921 85 3.92 £ 0.09
Lentinus sp. | Aserrin | 12 4.009 0 4.01+£0.00
Lentinus sp. | Aserrin | 16 4,199 20 4.20 £ 0.02
Lentinus sp. | Aserrin | 20 4.231 0 4.23 +0.00
Lentinus sp. | Aserrin | 24 4.269 13 4.27 £ 0.01
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Anexo 11. Tablas de cuantificacion de la actividad lacasa

Actividad Desviacion
Hongo Sustrato | Dia | lacasa (Ul/ml) | estandar | Media * DE

T. betulina Tamo 7 12,97 0,85 12,97+0,85

T. betulina Tamo 12 8,77 2,80 8,77+2,80

T. betulina Tamo 16 24,61 0,47 25,61+0,47

T. betulina Tamo | 20 5,98 4,36 5,98 +4,36

T. betulina Tamo 24 8,85 7,90 8,85+7,90

T. betulina Cana 7 3,14 1,99 3,14+1,99

T. betulina Cana 12 3,97 4,56 3,97+4,56

T. betulina Cafa | 16 9,10 0,06 9,10+0,06

T. betulina Cana 20 8,75 6,64 8,75+6,64

T. betulina Cafa | 24 21,72 5,56 21,7515,56

T. betulina Aserrin 7 7,51 1,61 7,51+1,61

T. betulina Aserrin | 12 7,65 8,48 7,65+8,48

T. betulina Aserrin | 16 12,53 3,86 12,53+3,86

T. betulina | Aserrin | 20 10,88 3,86 10,88+3,86

T. betulina | Aserrin | 24 104,46 114,44 |104,46+114,44

Actividad Desviacion
Hongo Sustrato | Dia | lacasa (Ul/ml) | estandar Media * DE

A. polytricha| Tamo 7 4,20 0,15 4,20+ 0,15
A. polytricha| Tamo 12 7,92 7,81 7,92+7,81
A. polytricha| Tamo 16 37,47 4,41 37,47+4,41
A. polytricha| Tamo 20 8,05 3,66 8,05+3,66
A. polytricha| Tamo 24 43,42 9,10 43,42+9,10
A. polytricha| Cafia 7 7,03 1,99 7,03+1,99
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A. polytricha| Cafa 12 14,71 4,59 14,71+4,59
A. polytricha Cana 16 25,40 0,88 25,40+0,88
A. polytricha| Cafia 20 8,94 4,97 8,94+4,97
A. polytricha Cana 24 25,07 0,76 25,07+0,76
A. polytricha| Aserrin 7 3,89 4,39 3,89+4,39
A. polytricha | Aserrin 12 33,43 21,12 33,43+21,12
A. polytricha| Aserrin 16 12,62 2,22 12,62+2,22
A. polytricha | Aserrin 20 17,81 6,06 17,81+6,06
A. polytricha| Aserrin 24 65,70 0,65 65,70+0,65
Actividad Desviacion

Hongo Sustrato| Dia | lacasa (Ul/ml) [ estandar Media * DE
P. pulmonarius | Tamo 7 20,81 9,30 20,81 £ 9,30
P. pulmonarius | Tamo 12 18,70 12,30 18,70 + 12,30
P. pulmonarius | Tamo 16 14,07 2,40 14,07 £ 2,40
P. pulmonarius | Tamo 20 2,26 1,06 2,26 £ 1,06
P. pulmonarius | Tamo 24 48,22 37,88 48,22 + 37,88
P. pulmonarius | Cafa 7 31,42 1,20 31,42 +£1,20
P. pulmonarius | Cafa 12 47.47 22,90 47,47 + 22,90
P. pulmonarius | Cafa 16 30,91 2,32 30,91+ 2,32
P. pulmonarius | Cafa 20 9,35 4,27 9,35 +4,27
P. pulmonarius | Cafa 24 51,74 33,31 51,74 + 33,31
P. pulmonarius | Aserrin 7 18,02 1,08 18,02 + 1,08
P. pulmonarius | Aserrin | 12 7,34 6,23 7,34 £6,23
P. pulmonarius | Aserrin 16 10,22 7,14 10,22 + 7,14
P. pulmonarius | Aserrin 20 9,08 2,19 9,08 £2,19
P. pulmonarius | Aserrin 24 54,79 42.80 54,79 + 42,80
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Actividad

lacasa Desviacion
Hongo Sustrato Dia (Ul/ml) estandar Media * DE
Lentinus sp. Tamo 7 4 0,24 4 +0,24
Lentinus sp. Tamo 12 7 3,04 7 13,04
Lentinus sp. Tamo 16 41 3,22 41 + 3,22
Lentinus sp. Tamo 20 4 0,06 4 + 0,06
Lentinus sp. Tamo 24 18 9,45 18 £ 9,45
Lentinus sp. Cana 7 10 3,28 10 £ 3,28
Lentinus sp. Cana 12 11 3,34 11+3,34
Lentinus sp. Cana 16 3 0,67 3+0,67
Lentinus sp. Cana 20 8 6,34 816,34
Lentinus sp. Cana 24 14 0,23 14 £ 0,23
Lentinus sp. Aserrin 7 2 2,25 2+225
Lentinus sp. Aserrin 12 5 4,36 5+4,36
Lentinus sp. Aserrin 16 6 0,35 6 +0,35
Lentinus sp. Aserrin 20 10 9,19 10 +£9,19
Lentinus sp. Aserrin 24 13 2,60 13+2,60
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Anexo 12. Resumen de anova multifactorial en la actividad celulolitica

ANOVA multifactorial (Cafa)

Factor gl SC CM F p-valor Significanci
a

Hongo 0.8305 0.2768 258.78 3.65e-16 e

Dias 0.1025 0.0256 23.95 2.19e-07 o

Hongo x Dias 12 0.7616 0.0635 59.33 6.14e-13 e

Residuales 20 0.0214 0.0011 - - -

*Nota: gl = grados de libertad; SC = suma de cuadrados; CM = cuadrado medio.*

ANOVA multifactorial (Tamo)

Factor Gl SC CM F p-valor Significancia
Hongo 0.3292 0.10973 258.78 428.3 <2e-16 e

Dias 0.7612 0.19030 23.95 7427 <2e-16 e

Hongo x Dias 12 0.4479 0.03732 59.33  145.7 <2e-16 e
Residuales 20 0.0051 0.00026 - - -

Nota: gl = grados de libertad; SC = suma de cuadrados; CM = cuadrado medio.*

ANOVA multifactorial (Aserrin)

Factor Gl SC CM F p-valor Significanci
a

Hongo 0.2095 0.06984 261.3 3.32e-16 o

Dias 4 0.6949 0.17372 650.1 < 2e-16 o

Hongo x Dias 12 0.7179 0.05983 223.9 < 2e-16 o

Residuales 20 0.0053 0.00027 - - -

Nota: gl = grados de libertad; SC = suma de cuadrados; CM = cuadrado medio.*
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Anexo 13. Resumen de anova multifactorial en endoglucanasa

ANOVA multifactorial (Cafa)

Factor gl SC CM F p-valor Significancia
Hongo 3 1675.2 558.4 30733 <2e-16 i

Dias 4 403.2 100.8 5548 <2e-16 i

Hongo x Dias | 12 898.3 74.9 4120 <2e-16 x
Residuales 20 04 0.0 - - -

*Nota: gl = grados de libertad; SC = suma de cuadrados; CM = cuadrado medio.*

ANOVA multifactorial (Tamo)

Factor gl SC CM F p-valor Significancia
Hongo 3 57.0 19.0 450.7 <2e-16 o

Dias 4 1309.2 327.3 7764.4 <2e-16 o

Hongo x Dias 12 830.9 69.2 1642.7 <2e-16 o
Residuales 20 0.8 0.0 - - -

*Nota: gl = grados de libertad; SC = suma de cuadrados; CM = cuadrado medio.*

ANOVA multifactorial (Aserrin)

Factor gl SC CM F p-valor Significanci
a

Hongo 3 845.6 281.9 3309 <2e-16 e

Dias 4 2684.4 671.1 7879 <2e-16 o

Hongo x Dias 12 2656.5 221.4 2599 <2e-16 i

Residuales 20 1.7 0.1 - - -

*Nota: gl = grados de libertad; SC = suma de cuadrados; CM = cuadrado medio.*
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