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RESUMEN

Este trabajo presenta una via de rastreo de produccion de enzimas lignoceluloli-
ticas en diez especies de hongos de pudricion blanca: Lentinula edodes, Schizo-
phyllum commune, Trametes trogii, Coriolus versicolor, Pycnoporus sanguineus,
Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum, Grifola frondosa, Pleurotus ostrea-
tus y Auricularia delicata. Estas especies primero fueron rastreadas sobre medios
de cultivo sélido que contienen carboximetil celulosa, celulosa cristalina, ABTS
(2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) y azure B, los cuales evidencia-
ron la produccion de las enzimas endoglucanasa, exoglucanasa, lacasa y lignina
peroxidasa (LiP). Las actividades celuloliticas fueron detectadas a los cinco dias de
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incubacion con el indicador rojo congo, formandose un halo claro-blanco
en las zonas donde se degrada la celulosa. Para las ligninasas, este rastreo
consistio en el seguimiento a la formacion de halos verdes por oxidacion
del ABTS para lacasa y halos de decoloracion sobre el azure B para la LiP
durante 14 dias de incubacion. De este rastreo cualitativo, se seleccionaron
cuatro cepas (G. lucidum, L. edodes, C. versicolor y T. Trogii), como las
mejores productoras de enzimas celuloliticas y ligninoliticas. Estas cuatro
especies fueron inoculadas sobre un sustrato de aserrin de roble, obtenién-
dose 51,8% de lignina degradada por L. edodes y 22% de celulosa degrada
por C. versicolor.

ABSTRACT

This paper presents a way of tracking the production of lignocellulolytic
enzymes in ten species of white rot fungi: Lentinula edodes, Schizophyllum
commune, Trametes trogii, Coriolus versicolor, Pycnoporus sanguineus,
Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum, Grifola frondosa, Pleurotus
ostreatus and Auricularia delicata. These species were first screened on
solid culture media containing carboxymethyl cellulose, crystalline cellulo-
se, ABTS (2,2 “-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate)) and azure
B, which showed the production of endoglucanase, exoglucanase, laccase
and lignin peroxidase (LiP) enzymes. Cellulolytic activities were detected
after five days of incubation with congo red indicator, forming a clear-white
halo in areas where cellulose was degraded. For ligninases, the tracking
consisted of the monitoring in the formation of green halos due to ABTS
oxidation for laccase, and decolorization halos on azure B for LiP during
14 days of incubation. From this qualitative screening, four strains were
selected (G. lucidum, L. edodes, C. versicolor and T. trogii) as the best
producers of cellulolytic and ligninolytic enzymes. These four species were
inoculated on a substrate of sawdust oak, yielding 51,8% of lignin degra-
ded by L. edodes and 22% of cellulose degraded by C. versicolor.

RESUMO

Este trabalho apresenta uma maneira de sequir produgdo da enzimas lig-
noceluloliticas em 10 espécies de fungos da podridao branca: Lentinula
edodes, Schizophyllum commune, Trametes trogii, Coriolus versicolor,
Pycnoporus sanguineus, Ganoderma applanatum, Ganoderma lucidum,
Grifola frondosa, Pleurotus ostreatus e Auricularia delicata. Estas espécies
foram primeiramente rastreados em meio de cultura solido contendo 0s
reagentes de carboximetil celulose, celulose cristalina, ABTS (2,2 ‘-azino-
bis (3-etilbenztiazoline-6-sulfonato)) e azure B que mostrou a produgdo de
enzimas de endoglucanase, exoglucanase lacase, peroxidase de lignina e
(LiP). Actividades celuloliticas foram detectados apds cinco dias de incu-
bagdo com o indicador vermelho congo, formando um claro halo-branco
em dreas degrada a celulose. Para ligninases, esta consistia de rastrea-
mento faixa formagao de halo verde por oxidagdo de ABTS a lacase e des-
coloragao halos no labio azure B, durante 14 dias de incubacg&o. Esta tria-
gem qualitativa, foram selecionados quatro cepas: G. lucidum, L. edodes,
C. versicolor e T. trogii, cepas como 0s melhores produtores de enzimas
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celuloliticas e ligninoliticas. Estas quatro espécies
foram inoculados sobre um substrato de madeira de
carvalho serradura, obtendo-se 51,8% de lignina por
L. edodes degradad e 22% de celulose degradada por
C. versicolor.

INTRODUCCION

Las enzimas lignoceluloliticas juegan un rol importan-
te en la conversion del complejo lignoceluldsico en
azucares fermentables para la produccion de alcohol
carburante en la actualidad [1]. Las enzimas celuloliti-
cas son consideradas de gran importancia industrial.
Por ejemplo, ellas han sido ampliamente utilizadas
para reemplazar la hidrdlisis acida como método de
conversion de celulosa en azlcares fermentables, es-
pecialmente glucosa para la produccion de etanol y
otros alcoholes de importancia industrial, asimismo,
para la glucosa obtenida es utilizada como materia
prima para la manufactura de diferentes alimentos
para animales, humanos y productos quimicos. Las
celulasas también son utilizadas en diversos procesos
de fermentacion para la produccion de sustancias de
uso industrial como el acido lactico, en procesos de
fermentacion aceto-butilica; en el mejoramiento de la
textura del papel (liso), biodesentintado para reciclado
del papel utilizando una mezcla de celulasas, pectina-
sas, xilanasas y lipasas; en el biopulido de telas para
el tratamiento superficial de las pelusas, en la elabo-
racion de panos super absorbentes, en la extraccion
de jugos, aromas, aceites y pigmentos con agregados
enzimaticos de celulasas, pectinasas y xilanasas, és-
tas rompen paredes celulares y hace mas eficiente la
extraccion; en la elaboracion de aditivos no caloricos
[2,3,4,5]. De igual forma, las ligninasas son utilizadas
para la deslignificacion de los materiales lignoceluld-
sicos dispuestos para alimentacion de rumiantes. Por
ejemplo, la industria de produccion de carne bovina
en el mundo presenta dificultades para mantener esta-
ble el suministro de alimentos para los animales. Uno
de los principales inconvenientes es la variacion del
clima, lo que ha generado que este segmento de la
industria alimentaria busque nuevas alternativas para
el mantenimiento de la alimentacion animal [6]. En el
planeta se desechan grandes cantidades de materia-
les lignocelulosicos que generan contaminacion y que
pueden ser utilizados para este fin utilizando comple-
jos de enzimas ligninoliticas para la degradacion de
la lignina y posteriormente realizar los ensilajes o las
transformaciones y suplementaciones requeridas por
los animales [7, 6].

La produccion de enzimas degradadoras del complejo
lignocelulosico, se realiza a partir de microorganismos
que las producen, entre los que se encuentran los hon-
gos de pudricion blanca [8]. Los materiales lignocelu-
l6sicos en promedio se componen de 40-50% de ce-
lulosa, 25-40% de hemicelulosa y 25-35% de lignina y
otros monomeros en menor proporcion [9]. Estos ma-
teriales pueden ser degradados en medios naturales por
los hongos de pudricion blanca a través de las enzimas
que excretan, como el complejo de celulasas celulasas:
endoglucanasas, exoglucanasas, otras que degradan
oligosacaridos como la B-glucosidasa, las oxidorreduc-
tasas, como lacasas, manganeso peroxidasa y lignina
peroxidasa, las cuales son las enzimas responsables de
la degradacion del complejo lignocelulosico [10, 11].

Los materiales lignocelulésicos son los sustratos in-
dicados para el desarrollo de muchos hongos. Estos
materiales lignocelulosicos constituyen el principal
componente de los vegetales y sus residuos, asi como
de residuos agroindustriales, forestales y residuos soli-
dos urbanos, entre otros [5]. Los hongos de pudricion
blanca presentan como caracteristica especial la capa-
cidad de degradar la lignina hasta su mineralizacion a
CO, y agua gracias a las grandes cantidades de Oxido-
reductasas que excretan. Ademas tienen la capacidad
de producir y transformar sustancias no fendlicas en
fenolicas para su facil degradacion y la obtencion de
sustancias aromaticas de menor tamano que la lignina
y de menor toxicidad. Aunque estos hongos no pue-
den usar el carbono obtenido como fuente de energia,
ellos son considerados como los mejores organismos
degradadores de sustancias aromaticas que han sido
encontrados hasta el momento [12]. Estos hongos tam-
bién degradan celulosa y hemicelulosa, cuya hidrolisis
provee una fuente verdadera de energia [13, 3].

Entre los hongos de pudricion blanca como potentes
agentes productores de enzimas lignoceluloliticas, se
encuentran especies de los géneros Auricularia, Schi-
zophyllum, Lentinus, Polyporus, Pycnoporus y Trame-
tes, entre otros [14]. Especies de estos géneros como
Coriolus versicolor, Ganoderma lucidum, Ganoderma
applanatum, Schizophyllum commune, Pycnoporus
sanguineus, Pleurotus ostreatus, Grifola frondosa,
Auricularia delicata, Trametes trogii y Lentinula edo-
des, en la actualidad son reconocidas por su gran
capacidad de degradacion de celulosa y lignina. Asi-
mismo, estos hongos han sido utilizados en diferentes
procesos con fines de biodegradacion de diferentes
polimeros: carbohidratos, aromaticos, hidrocarburos,
colorantes sintéticos, etc. [15-17].
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Los métodos cualitativos constituyen una buena herra-
mienta para la busqueda rapida (rastreo) de enzimas que
degraden el complejo lignocelulosico [9, 18]. Estas prue-
bas proporcionan una indicacion certera de la presencia
de estas enzimas con el fin de realizar una adecuada se-
leccion de cepas de hongos respecto al grupo de enzi-
mas que producen, disminuyendo la cantidad de pruebas
cuantitativas, que son mucho mas costosas y demandan
mayor tiempo. Sin embargo, estos métodos tienen limita-
ciones especialmente de precision, aunque juegan un rol
importante en procesos de seleccion de cepas [19, 20].

Actualmente se emplean varios métodos cualitativos para
la deteccion de celulasas, entre 10S que se encuentran
los medios sintéticos con el reactivo especifico sobre el
cual actua la enzima. Por ejemplo, para la deteccion de la
endoglucanasa se emplea carboximetil celulosa (CMC),
para exoglucanasas se usa celulosa cristalina o agar azu-
re celulosa. Estas dos enzimas o grupo de enzimas gene-
raimente se detectan por la formacion de un halo blanco
alrededor de la colonia. Para la B-glucosidasa se emplea
agar esculina (6,7 dihidroxicumarino 6-glucosido) como
fuente Unica de carbono. La enzima B-glucosidasa for-
ma glucosa, la cual es excretada al medio y forma un
halo negro en torno a la colonia; este halo negro también
puede formarse cuando se realizan las pruebas para las
enzimas celuloliticas, endoglucanasas y exoglucanasas
[9, 21]. Para detectar ligninasas, se emplean reactivos
que las Oxido-reductasas puedan degradar. Por ejemplo,
para la deteccion de ligninasas como la enzima lignina
peroxidasa (LiP) se utiliza azure B, el cual se decolora por
la accion de esta enzima [22] y la deteccion de lacasa se
hace a través de la preparacion de un medio con el re-
activo ABTS (2,2’azino- bis (3-gtilbenzo-tiazolin-6-acido
sulfonico)), el cual se oxida en presencia de la enzima
lacasa [23, 24].

El objetivo de este trabajo fue determinar el microorganis-
mo con mayor potencial para degradar celulosa y lignina
sobre residuos lignocelulésicos mediante el rastreo de
las enzimas lignoceluloliticas producidas por diez espe-
cies de hongos macromicetos: L. edodes, S. commune,
T trogii, C. versicolor, P sanguineus, G. applanatum, G.
lucidum, G. frondosa, P, ostreatus y A. delicata.

METODO
Hongos

Los siguientes hongos de pudricion blanca emplea-
dos para el rastreo fueron obtenidos de la coleccion

del Laboratorio de Macromicetos de la Universidad de
Caldas: L. edodes (CICL54), S. commune (UCS004),
T. trogii (BAFC463), C. versicolor (PSUWC430), P
sanguineus (UCS003), G. applanatum (UCS001), G.
lucidum (UCCO002), G. frondosa (PSUMCC 922), P
ostreatus (UCC001) y A. delicata (UCS002). Las ce-
pas fueron mantenidas en caja de Petri con agar papa
dextrosa (PDA) a 4°C.

Rastreo de celulasas

Los medios de cultivo para el rastreo de las activida-
des endoglucanasa y exoglucanasa, se formularon
con 1,7% de agar-agar, y 0,1% de CMC para las endo-
glucanasas y 0,1% de celulosa cristalina para las exo-
glucanasas como unica fuente de carbono. El medio
fue auto clavado durante 15 minutos a 121°C. Las diez
cepas de hongos fueron inoculadas en cuatro cajas de
Petri por especie y por triplicado y se incubaron por
5 dias a 25°C. Las colonias fueron reveladas con el
colorante azoico rojo congo al 0,3% por 15 minutos
con posterior lavado del colorante empleando una so-
lucion 1 N de NaCl [9]. En todos los casos se realizo
observacion y medicion de la formacion de halos de
decoloracion y del crecimiento micelial de cada una
de las especies.

Rastreo de ligninasas

Para estimar la presencia de LiP se empleo el colorante
heterociclico azure B en una concentracion de 50 uM en
medio agar PDA. Para la enzima lacasa se empled ABTS
al 0,035% (p/v) en un medio heterogéneo con la si-
guiente composicion en g/L: 10 glucosa, 2 K,HPO,, 0,5
MgS0,.7H,0, 0,2 extracto de levadura, 0,5 (NH,),S0O,,
0,1Cl,Ca, 0,0064 CuSO,, 22 agar-agary 0,35 de ABTS.
Se inocularon las diez cepas preseleccionadas en cua-
tro cajas de Petri por triplicado. Se incubaron por 14
dias a 25°C. Posteriormente se determin el halo de de-
coloracion para los medios con azure B y la formacion
de halo verde para los medios con ABTS, asi como el
tamano de la colonia en todos los casos [9].

Determinacion del contenido de fibra de los
sustratos

Para determinar el contenido de fibra fue necesario
elaborar sustratos empleando 98% de aserrin de ro-
ble y 2% carbonato de calcio (porcentajes en base
seca) al 60% de humedad y pH 5,5. El sustrato fue
empacado en frascos de 125 mL con 30 g y llevados a
esterilizacion a 121°C por 30 min. Posteriormente los
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sustratos fueron inoculados al 4% con cada una de las
cepas (cuatro frascos por cada especie) y se llevaron
a incubacion por 30 dias en penumbra y 25°C. Luego
del proceso de inoculacion, los frascos fueron tapados
con interlon y pelicula parafinada con el fin de filtrar
el aire enurante el tiempo de incubacion. Este experi-
mento se realizd por triplicado. La determinacion de la
fibra se realizo a partir de la medida de fibra detergente
neutra, fibra detergente 4cida y fibra lignino-4cida, a
partir de las cuales fueron calculados los contenidos
de fibra soluble, hemicelulosa, celulosa y lignina [25].

Determinacion cuantitativa de actividades
enzimaticas

Los extractos para la determinacion de las actividades
enzimaticas (celuloliticas y ligninoliticas) fueron obte-
nidos por la adicion de 12 mL de agua destilada estéril
neutra a 1 g de medio solido fresco, sometido a ultra-
sonido por 5 min y agitacion por 10 min con posterior
filtracion y centrifugacion.

Hidrolasas. Para la determinacion de la actividad en-
do-1,4-B-D-glucanasa (E.C.3.2.1.4) se us6 CMC como
sustrato al 0,5% en buffer acetato de sodio pH 4,8 en
reaccion con 100 uL de extracto enzimatico por 30 min
a 50°C. La reaccion enzimatica se detuvo con la adi-
cion del reactivo DNS (acido dinitrosalicilico) [26]. Se
continuo con la reaccion de DNS para la determinacion
de azucares reductores, se leyo la absorbancia a una
longitud de onda de 540 nm. Una unidad de actividad
enzimatica fue definida como la cantidad de enzima
que produce 1 umol de azdcares reductores en un mi-
nuto. Para cuantificar la actividad se elabor6 una curva
patron de azdcares reductores con distintas concen-
traciones de glucosa. Para la actividad exo-1,4-8-D-
glucanasa (E.C.3.2.1.91) se uso celulosa cristalina al
1% en buffer acetato de sodio con pH de 4,8 como sus-
trato, en reaccion con 100 L de extracto enzimatico a
50°C por 60 min. La reaccion se detuvo adicionando
el reactivo DNS. Se continud con la determinacion de
azucares reductores por el método DNS y se centrifugo
antes de leer la absorbancia a una longitud de onda de
540 nm. Una unidad de actividad enzimatica de exoglu-
canasa fue definida como la cantidad de enzima que
produce 1 umol de azdcares reductores en un minuto.
La actividad B-glucosidasa (E.C.3.2.1.21) se determi-
nd por la reaccion que se produce entre el sustrato,
p-nitrofenil B-D-glucopiranosido al 0,02%, en buffer
acetato de sodio con pH de 4,8 y 100 uL de extracto
enzimatico a 50°C por 30 min. La reaccion se detuvo
adicionando solucion buffer Clark y Lubs (pH 9,8) y se

leyo la absorbancia a una longitud de onda de 430 nm
({,5,=18,5/mM cm) (Wood y Bhat, 1988). Una unidad
de actividad enzimatica B-glucosidasa se define como
la cantidad de enzima que produce 1 umol de producto
(p-nitrofenol) en un minuto. Para cuantificar la actividad
se elabor6 una curva patron con p-nitrofenol. La activi-
dad endo-1,4-B-D-xilanasa (E.C.3.2.1.8) se determino
mediante la reaccion producida entre el sustrato xilano
al 0,2% en buffer acetato de sodio con un pH de 4,8
y 100 uL de extracto enzimatico a 50°C por 30 min.
La reaccion se detuvo adicionando DNS y se leyo la
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. Una
unidad de actividad enzimatica de endo-1,4-B-D-xilana
se define como la cantidad de enzima que produce 1
umol de azdcares reductores en un minuto. La curva
patron de azlicares reductores se elaboro con xilosa.

Actividades ligninoliticas. Para la determinacion de la
actividad lacasa (E.C.1.10.3.2) se utilizaron 0,5 mM
de ABTS en una solucion 0,1 M de buffer acetato de
sodio a un pH de 3,6 como sustrato, segtn el método
de Paszczynski y Crawford [27], leyendo el aumento
de absorbancia a 420 nm ([J,,,=36/mM cm) luego de
3 min de reaccion a 30°C. Una unidad de actividad
de lacasa fue definida como la cantidad de enzima
requerida para oxidar 1 umol de ABTS en 1 minuto.
Para la cuantificacion de la actividad lignina peroxidasa
(E.C.1.11.1.14) se aplico el método del azure B [22],
que usa como sustrato una solucion 32 uM de azure
B, 100 uM de H,0, y 150 uL de extracto enzimatico.
La mezcla de reaccion se realizo en buffer tartrato de
sodio 50 mM a un pH de 4,5 y se inicid la reaccion
con una solucion de peroxido de hidrogeno 100 uM.
La lectura de la disminucion de absorbancia se hizo a
650 nm. Una unidad actividad enzimatica es equiva-
lente al decrecimiento de 0,1 unidades de absorbancia
por minuto y por mL (U/min/mL).

Analisis estadistico

Para la seleccion de las cepas con mejor comporta-
miento en la produccion de enzimas celuloliticas y lig-
ninoliticas se realizaron dos experimentos sucesivos.
El primero, consistio en el seguimiento de las 10 ce-
pas aplicando técnicas semi cuantitativas registrando
el diametro de los halos de decoloracion /oxidacion
de los diferentes sustratos. EI segundo experimento
se deriva de los resultados del primero; a las cuatro
cepas con mejor respuesta, se les realizo una prueba
cuantitativa de degradacion de fibra discriminada. En
el primer caso, se realizd un disefio completamente
aleatorizado a una via donde la variable de respuesta
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fue la formacion de los halos y el nimero de repeticio-
nes fue de 12. Para el caso de las enzimas celuloliticas
se tuvo en cuenta la formacion del halo de degrada-
cion del colorante rojo congo (endoglucanasa y exo-
glucanasa). En el caso de las enzimas ligninoliticas se
realizaron pruebas para la lacasa siendo su variable
de respuesta la formacion de halo de oxidacion verdo-
So; también se hicieron pruebas para la LiP donde la
variable de respuesta fue la formacion de un halo de
decoloracion sobre el medio de cultivo con azure B. En
el segundo experimento consistente en la determina-
cion cuantitativa de la fibra, se realizo un andlisis es-
tadistico para determinar la capacidad de degradacion
de lignina, celulosa y hemicelulosa sobre aserrin de
madera, incubado a 25°C durante 30 dias.

Para la evaluacion del rastreo de celulasas se reali-
z6 un andlisis de varianza ANOVA a una via, tomando
como factor la cepa a 10 niveles y como variable de
respuesta la formacion de los halos. Se emple6 el pro-
grama Statgraphics® Version 5.1. También se evalud
la capacidad de degradacion y las actividades enzima-
ticas lignoceluloliticas sobre sustrato lignoceluldsico,
de las cuatro especies de hongos preseleccionadas en
las pruebas cualitativas. Para ello se realizd un ANOVA
a una via utilizando el mismo programa estadistico.

RESULTADOS
Rastreo en placa de enzimas celuloliticas

A las diez cepas pre-seleccionadas (L. edodes, S.
commune, T. trogii, C. versicolor, P sanguineus, G.
applanatum, G. lucidum, G. frondosa, P ostreatus y A.
delicata) se les realizo un rastreo a fin de seleccionar
las cepas con mejor comportamiento en la produccion
de las enzimas celuloliticas endoglucanasa y exoglu-
canasa. Se evalud, luego de cinco dias de incubacion,
el tamano de los halos de degradacion formados vy el
tamano de la colonia en mm. Como resultado del ANO-
VA se obtuvo un valor p<0,5 (0,000), lo que mos-
tr6 una diferencia estadisticamente significativa entre
las cepas a un nivel de confianza del 95% para defi-
nir cuales cepas fueron significativamente diferentes
unas de otras. Se realizé una prueba de Tukey a fin de
determinar que tratamientos fueron estadisticamente
diferentes. Posteriormente, se realizo el analisis de
los residuales de homocedasticidad y de normalidad
siempre y cuando la varianza fuera homogénea. En
ningn caso los residuales pasaron ambas pruebas
(homocedasticidad y normalidad) por lo que se debio

realizar la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.
Esta prueba mostro diferencia significativa con valor
p<0,5 (0,000) e indico que las mejores cepas para la
produccion de enzimas celuloliticas fueron G. lucidum,
L. edodes y C. versicolor.

No todas las cepas evaluadas resultaron capaces de
crecer en medios con celulosa como unica fuente de
carbono. Algunas cepas crecieron muy poco 0 no pre-
sentaron crecimiento sobre ninguno de los dos medios
(G. frondosa, A. delicata, G. applanatum'y S. commu-
ne); sin embargo, en todos los casos se observo se-
crecion de enzimas celuloliticas ya que se aprecio un
halo decolorado alrededor del indculo, no superior en
promedio a los 12 mm (Cuadro 1). Las cepas de P
sanguineus, T. trogii y P ostreatus crecieron y deco-
loraron el rojo congo, pero en menor medida que las
cepas de L. edodes, G. lucidum y C. versicolor, Entre
ellas se destaco la cepa C. versicolor.

Rastreo en placa de enzimas ligninoliticas

La evaluacion del rastreo de ligninasas (lacasa y LiP)
se realizd con un ANOVA a una via, tomando como
factor la cepa a 10 niveles y como variable de res-
puesta la formacion de los halos. Como resultado del
ANOVA se obtuvo una valor p<0,05 (0,000), lo que
mostro una diferencia estadisticamente significativa
entre las cepas con un nivel de confianza del 95%.
Para definir cuales cepas fueron significativamente
diferentes unas de otras se realiz6 una prueba de
Tukey a fin de determinar que tratamientos fueron es-

Cuadro 1. Diametros del halo de crecimiento micelial al quinto dia de
incubacion.

. Diametro halo/crecimiento
A micelial (mm)
A. delicata 8
S. commune 6,5
T. trogii 26
C. versicolor* 65
G. frondosa 10
G. lucidum” 59
G. applanatum 12
P sanguineus 27
L. edodes’ 62
P ostreatus 31

“Estadisticamente diferentes a las demas especies en produccion de
celulasas
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tadisticamente diferentes. Posteriormente, se realizd
el analisis de los residuales de homocedasticidad y
de normalidad, siempre y cuando la varianza fuera
homogénea. En ningun caso los residuales pasaron
ambas pruebas (homocedasticidad y normalidad)
por lo que se debio realizar 1a prueba no paramétrica
de Kruskal Wallis. Esta prueba arrojo diferencia sig-
nificativa con valor p<0,05 (0,000) e indico que los
mayores productores de enzimas ligninoliticas fueron
T. trogii y C. versicolor. En el cuadro 2 se muestran
los resultados obtenidos de los ensayos con ABTS
(para detectar lacasa) y azure B (para detectar LiP),
donde (-) corresponde a un halo verdoso de oxida-
cion del ABTS o blanquecino de decoloracion del
azure B menor a 1 cm de didmetro, (+) correspon-
de a un halo entre 1y 2,9 cm de diametro, y (++)
corresponde a un halo mayor a 3 cm de didmetro a
los 14 dias de incubacion. De las 10 cepas de hon-
gos, solamente el S. commune dio negativa (-) en
las tres repeticiones que se realizaron a cada cepa
para las dos enzimas rastreadas (lacasa y LiP), lo
que implica que para esta cepa debe realizarse una
serie de pruebas adicionales a fin de corroborar su
comportamiento frente a la produccion de enzimas
ligninoliticas. En las cajas de ABTS con L. edodes, G.
lucidum, C. versicolor y T. trogii se observo un halo
de oxidacion verde intenso mayor a 3 cm de didmetro
(++) y en las cajas con azure B, T. trogii y C. ver-
sicolor produjeron halos de decoloracion mayores a
3 cm (++). Luego de realizar la prueba no paramé-
trica de Kruskal Wallis a todos los datos obtenidos
de estas pruebas cualitativas de rastreo de enzimas
ligninoliticas se obtuvo diferencia significativa (valor

Cuadro 2. Capacidad de oxidacion del ABTS o decoloracion del azure B.

Cepa Oxidacion del | Decoloracion del
ABTS azure B
L. edodes ++ -
A. delicata + -
G. frondosa + +
S. commune - -
G. applanatum + +
G. lucidum ++ +
C. versicolor ++ ++
T. trogii” ++ ++
P sanguineus + -
P ostreatus + -

“Estadisticamente diferentes a las demas especies en produccion de
ligninasas

p<0,05) entre las especies de hongos, resultando C.
versicolor y T. trogii como las mejores cepas produc-
toras de ligninasas.

Capacidad de degradacion de celulosa y lignina

De acuerdo con los resultados obtenidos del rastreo
cualitativo realizado, en las cuatro cepas con mejor
respuesta (L. edodes, C. versicolor, G. lucidum y T.
trogif) se evalud la capacidad de degradacion de lig-
nina y celulosa sobre un sustrato solido a base de
aserrin de roble durante 30 dias de incubacion (figura
1). A los resultados obtenidos de la degradacion de
los componentes de la fibra en forma discriminada por
cada una de las cuatro especies de hongos preselec-
cionadas en las pruebas cualitativas, se les realizd un
ANOVA a una via arrojando como resultados que hubo
diferencia significativa en la degradacion de lignina con
un valor-p<0,05 (valor p=0,0219). El hongo L. edo-
des degrado el mayor porcentaje de lignina (51,8%)
correspondiente a una disminucion de la cantidad de
lignina del 29,86% en el sustrato crudo a 14,4% des-
pués de 30 dias de incubacion, seguido de T. trogii el
cual a los 30 dias de incubacion dejo el sustrato con
14,94% de lignina. Asimismo, se realizd una prueba
de comparacion multiple entre las cuatro especies de
hongos y los datos finales de lignina obtenidos, rati-
ficando que L. edodes fue la especie que degrado la
mayor cantidad de lignina en 30 dias de incubacion
con un nivel de significancia del 95%.

En referencia a la degradacion de celulosa, se en-
contro que hubo diferencia significativa (valor—
p=0,0362) entre las cuatro especies de hongos
preseleccionadas corroborandose con una prueba de
comparacion multiple a un nivel de significancia del
95%. C. versicolor degrad6 el mayor porcentaje de

Figura 1. Componentes de la fibra en los sustratos inoculados a los
30 dias de incubacion.
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celulosa (22%) correspondiente a la disminucion en la
cantidad de celulosa de 59,56% en el sustrato crudo
hasta 46,45% en el sustrato con 30 dias de incuba-
cion, seguido de G. lucidum que redujo el porcentaje
de celulosa en el sustrato hasta 46,95%. Sin embar-
go, dado que todas las cepas resultaron capaces de
degradar porcentajes importantes de ambos polime-
ros, cualquiera de ellas podria utilizarse en la degrada-
cion de materiales lignocelulosicos; maxime teniendo
en cuenta que los hongos de pudricion blanca pueden
potenciar la accion de degradacion de los componen-
tes de la fibra variando las formulaciones de sustratos
y las condiciones medio ambientales. Los resultados
obtenidos en este trabajo tienen concordancia con
trabajos realizados por otros investigadores en refe-
rencia a los hongos basidiomicetos y en especial los
de pudricion blanca, como potentes degradadores de
lignina y celulosa [28, 29].

En el cuadro 3 se detallan las actividades enzimaticas
cuantitativas promedio (endoglucanasa, exoglucana-
sa, B- glucosidasa, endoxilanasa, lacasa y lignina pe-
roxidasa) de los sustratos inoculados con las cuatro
cepas preseleccionadas a los 30 dias de incubacion.
C. versicolor y T. trogii exhibieron resultados signifi-
cativamente diferentes de G. lucidum y L. edodes en
cuanto a las actividades enzimaticas endoglucanasa
(valor-p = 2,71x10%) y exoglucanasa (valor-p =
9,16x10%) se refiere, por lo que degradaron el ma-
yor porcentaje de celulosa del sustrato (figura 1). Sin
embargo, respecto a la actividad de la B-glucosidasa

Cuadro 3. Actividades enzimaticas por gramo de s6lido seco
(sustrato) inoculados con cuatro hongos durante 30 dias de
incubacion.

. L. C. T
e R edodes | versicolor | trogii

Endogluca-

e 3,872 | 3371 | 9798 | 10514

Exogluca- | 5455 | 4469 | 9401 | 8148

nasa

B-glucosi- | 4896 | 4436 | 3496 | 4024

dasa

Endoxilanasa| 29,643 | 25924 | 18,869 | 26,234

Lacasa 7050 | 9489 | 8916 | 9,478
Lignina

peroxidasa 0,065 0,011 0,097 0,088
(LiP)

Las actividades enziméticas estan expresadas en [UE(umol/g s.s min)],
y la LIP en (U/mL/min)

las especies significativamente diferentes fueron L.
edodes y C. versicolor con un valor-p=0,0144. L.
edodes mostrd ser el hongo de mejor desemperio en
cuanto a la degradacion de lignina del sustrato utili-
zado (figura 1) a pesar de no haberse encontrado di-
ferencias significativas en la produccion de enzimas
ligninoliticas entre las cuatro cepas. No obstante, al
analizar los resultados obtenidos debemos tener en
cuenta que el método de extraccion utilizado puede
no haber garantizado la extraccion de todas las enzi-
mas adsorbidas al sustrato.

CONCLUSIONES

A partir del rastreo cualitativo en placa de la produc-
cion de celulasas y ligninasas en 10 cepas fungicas
causantes de pudricion blanca, se seleccionaron
cuatro hongos: G. lucidum, L. edodes, C. versicolor
y T. trogii y se evalud su capacidad para degradar la
lignina y la celulosa durante la fermentacion en esta-
do solido de aserrin de roble. De los resultados ob-
tenidos surge que cualquiera de estas cepas que se
utilice con fines de degradacion de materiales ligno-
celulosicos probablemente sera efectiva. Entre ellas,
sin embargo, L. edodes degradd el mayor porcentaje
de lignina (51,8%) al cabo de 30 dias, y C. versico-
lor el mayor porcentaje de celulosa (22%). Lo cual
demuestra su potencialidad en procesos industriales
de produccion de enzimas a partir de materiales lig-
nocelulosicos residuales.
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