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RESUMEN 

 

TÍTULO: HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DE SUBPRODUCTOS LIGNOCELULÓSICOS 
GENERADOS DURANTE EL BENEFICIO DE LA PALMA ACEITERA PARA LA OBTENCIÓN DE 
JARABES FERMENTABLES* 

AUTOR: INÉS HERNÁNDEZ CELI**  

PALABRAS CLAVE: Cepas fúngicas, celulasas, hidrólisis enzimática, sacarificación.  

DESCRIPCIÓN 

Se realizó colecta de muestras de hojarasca, suelo, madera y macromicetos entre los municipios 
de Zapatoca y San Vicente de Chucuri en el departamento de Santander para el aislamiento de 
hongos con capacidad celulolítica.  

El medio de cultivo para el aislamiento primario estuvo compuesto de raquis y fibra de palma como 
única fuente de carbono. Las cepas aisladas fueron identificadas por claves taxonómicas hasta 
género y sometidas a selección cualitativa; evaluando la capacidad de hidrólisis de 
carboximetilcelulosa (CMC) expuesto con rojo de congo 0,1% y NaCl 1M. Los principales 
resultados encontrados fueron: 42 aislamientos identificados como: 16 Trichoderma spp.; 15 
Aspergillus spp.; 6 Penicillium spp.; 3 Eupenicillium spp.; 1 Beauveria spp.y 1 Fusarium spp. Cepas 
de las cuales; 41 presentaron capacidad hidrolítica sobre CMC evidenciado con un halo alrededor 
de la colonia.   

A partir del tamaño del halo de hidrólisis se seleccionaron 20 cepas que posteriormente fueron 
sometidas a fermentación sumergida por 12 días para la obtención de extractos enzimáticos, sobre 
los cuales se evaluó; capacidad celulolítica total, proteínas totales, cuantificación de azúcares 
reductores y medición de pH. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de actividad celulolítica total; se seleccionaron 5 
extractos que presentaron alrededor de 0,20 UPF*ml⁻¹, extractos en los cuales se realizó 
cuantificación de actividad específica exo β- glucanasa, endo β- glucanasa y β- glucosidasa y 
simultáneamente proceso de sacarificación en palma. Para finalmente seleccionar el extracto 
EXTLMA 12 como el de mayor capacidad hidrolítica. 

Con el EXTLMA12 y un Diseño de Experimentos se determinaron las mejores condiciones de 
hidrólisis; 25 °C, pH 4,5, obteniendo 1,8 mg*ml⁻¹ de azúcares totales a partir de 1,5 mg de palma 
usando relación 4: 6 extracto enzimático- buffer acetato.  

 

*  Tesis 
** Universidad Industrial de Santander. Facultad de salud. Escuela de microbiología y 
Departamento de Ciencias Básicas de la Escuela de Medicina. Directora: Clara Inés Sánchez 
Suárez. Codirector: Daniel Ricardo Molina Velasco.
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ABSTRACT 

 

TÍTLE: ENZYMATIC HYDROLYSIS OF LIGNOCELLULOSIC RESIDUES FROM OIL PALM 
EXTRACTION FOR SYRUP FERMENTABLES OBTENTION * 

AUTHOR: INÉS HERNÁNDEZ CELI**  

KEYWORDS: Fungal strains , cellulases, enzymatic hydrolysis , saccharification 

DESCRIPTION: 

The isolation of fungi with cellulolytic capacity from samples of leaves, soil, wood and 
macromycetes was made between Zapatoca and San Vicente de Chucuri, towns in Santander 
state.  

The culture medium for primary isolation consisted of rachis and palm fiber as carbon source, 
mainly. The isolates were identified by taxonomic keys until genus. The qualitative screening of 
isolations was based in ability hydrolyzing carboxymethylcellulose (CMC), exposed with 0.1% 
Congo red and 1M NaCl. The main results were: 42 isolates identified as: 16 Trichoderma spp; 15 
Aspergillus spp.; 6 Penicillium spp.; 3 Eupenicillium spp.; 1 Beauveria spP and 1 Fusarium spp. 41 
isolations showed hydrolytic capacity on CMC, with a halo around the colony. 

Based in the hydrolysis zone size, 20 strains were selected for submerged fermentation by 12 days 
to obtain enzymatic extracts. The cellulolytic capacity, total proteins, reducing sugars and pH, of 
extracts was measured. 

Five enzimatic extracts were select for reach 0.20 UPF * ml⁻¹, to these selections was made 
specific quantification of activities: exo-β- glucanase , β- glucanase and endo β- glucosidase and 
simultaneous saccharification in Palma. The extract EXTLMA 12 was finally selected by the highest 
hydrolytic capacity. 

To the EXTLMA12 extract was made a design experiments and it determined the best hydrolysis 
conditions: 25 ° C, pH 4.5, 1.8 mg * ml⁻¹.  Was possible obtain a total sugars from palm using 1.5 
mg with ratio of 4: 6 Enzymatic extract- acetate buffer. 

 

 

 

 

*  Thesis 
** Universidad Industrial de Santander. Facultad de salud. Escuela de microbiología y 
Departamento de Ciencias Básicas de la Escuela de Medicina. Directora: Clara Inés Sánchez 
Suárez. Codirector: Daniel Ricardo Molina Velasco 
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INTRODUCCIÓN 

 

El incremento en la demanda de energía ha promovido a nivel mundial la 

búsqueda de fuentes de energía renovable, principalmente la obtención de 

biocombustibles como: etanol derivado de la caña de azúcar o cereales y biodiesel 

a partir de soja, semillas y aceites vegetales (Jørgensen, 2007; Binod et al., 2011; 

Cardona y Sánchez, 2007). En Colombia, el gobierno ha incentivado el cultivo de 

oleaginosas como Elaeis guineensis (Martinez et al., 2005) para la producción de 

biocombustibles; alternativa que se ha visto afectada por la acumulación de 

biomasa residual (Sanchez, 2009; Howard, 2003). 

Para los departamentos de Meta, Cesar y Santander, mayores cultivadores de 

palma africana del país (Fedelpalma, 2013) el manejo de la biomasa residual ha 

presentado efectos perjudiciales e ineficientes para la industria; la disposición del 

material residual en cultivos ha tenido impactos negativos por el aumento de 

roedores, reptiles e insectos que propagan y ocasionan fitopatologías (Pallares et 

al., 2000; Torres et al., 2008), el requerimiento de maquinaria e infraestructura 

para la producción de compost (Gutiérrez et al., 2009), gastos adicionales de 

energía, generación de emisiones producto de la combustión del material en las 

calderas; resultando un manejo ambientalmente inadecuado (Humboldt, 2000; 

Chavalparit et al., 2006).  

Cabe destacar que durante el proceso de extracción del aceite y de la almendra 

de esta agroindustria la generación de biomasa residual es alta (40,5%) 

(Fedepalma, 2013), por cada 100 toneladas (t) de fruto fresco se generan 

subproductos tales como: frutos vacíos (20 t), fibra (12 t), cascarilla (6 t), sólidos (2 

t), cenizas (0,5 t) entre otros (Yang, 1996; Sulaiman et al., 2011); material 

compuesto principalmente por celulosa (48,4%), hemicelulosa (28,5%) y lignina 

(22,9%) (Timiselma et al., 2012).  
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Debido a las características estructurales y con el fin de aprovechar la biomasa, 

las grandes producciones han planteado pre-tratamientos físicos (reducción 

mecánica), fisicoquímicos (explosión por vapor, pirolisis) o químicos (hidrólisis 

alcalina, hidrólisis ácida) (Cardona et al., 2010; Tomás-Pejó et al., 2011; Cerveró 

et al., 2010; Ferreira et al., 2014) y así posterior al pre-tratamiento el material ha 

sido utilizado en industria papelera, en procesos de compostaje (Sridhar et al., 

2009; Alkoaik et al., 2011), en alimentación para humanos y animales (Fedepalma, 

2013) y en la obtención de jarabes de glucosa como sustrato para la producción 

de alcoholes carburantes (Al-zuhair et al., 2013; Dwivedi et al., 2009; Olofsson et 

al., 2008). 

Otra alternativa que se ha investigado es utilizar estos subproductos como materia 

prima en procesos biotecnológicos: empleando enzimas celulolíticas provenientes 

de hongos filamentosos de colecciones biológicas o aislamientos in situ 

(Prasertsan y Oi., 1992; Abdeshahian et al., 2011; Mun et al., 2008) o 

implementando la hidrólisis con complejos enzimáticos comerciales (Cerveró et al., 

2010) para la obtención de jarabes fermentables usados en la producción de 

bioetanol de segunda generación (Shamsudin et al., 2012; Bakar et al., 2012). 

Aunque la hidrólisis enzimática es planteada como la mejor alternativa para 

aprovechar biomasa lignocelulósica, el proceso se ha visto obstaculizado por el 

alto costo de los extractos enzimáticos. Durante el 2005 se estimó que Brasil; 

pionero en alcohol lignocelulósico en sur América, realizó importaciones de 

enzimas por valores cercanos a los 126.6 millones de dólares, razón por la cual es 

de gran interés la búsqueda de organismos productores de celulasas, que se 

postulen como fuente de enzimas, ayudando a disminuir costos de 

implementación del proceso y que permitan mejorar las condiciones ya existentes 

en el mercado (Bon y Ferrara, 2007).  

Teniendo en cuenta la problemática nacional y el desaprovechamiento de los 

subproductos de la industria palmera en el país se considera interesante investigar 
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en la biodiversidad colombiana la búsqueda de cepas nativas, de las cuales se 

puedan obtener extractos enzimáticos que tengan la capacidad hidrolítica sobre la 

celulosa presente en la fibra y raquis de palma implementando una alternativa 

ambiental favorable en la disposición de este material y dando un valor agregado a 

la cadena de producción por la obtención de jarabes fermentables que sirvan 

como materia prima para la generación de biocombustibles (Lim, 2010). 

Para ello se propone en esta investigación, aislar hongos nativos con capacidad 

celulolítica de los cuales se puedan obtener extractos enzimáticos que hidrolicen 

la celulosa presente en los subproductos de la industria palmera y así producir 

jarabes fermentables que sirvan como materia prima para la generación de 

biocombustibles. 

Esta propuesta de investigación está enmarcada dentro del proyecto 

“Aprovechamiento de los residuos del beneficio de la Palma aceitera” donde se 

investigan diferentes aplicaciones de la biomasa de palma y la disposición final de 

los subproductos para dar un valor agregado. 

 

 

. 
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1 . MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 

 

1.1 BIOMASA LIGNOCELULÓSICA. 
 

1.1.1. Generalidades. El término biomasa se relaciona con la cantidad de materia 

orgánica proveniente de un proceso biológico; en la naturaleza se forma a partir de 

luz solar por medio de la fotosíntesis (Pérez et al., 2002). Está compuesta 

principalmente por lignocelulosa, junto con pequeñas cantidades de pectina, 

proteínas, azúcares no estructurales, material nitrogenado, clorofila, ceras y ceniza 

(Burton et al., 2010). Se puede clasificar en: biomasa natural, producida en los 

ecosistemas naturales; y biomasa residual, generada como subproducto durante 

el aprovechamiento de los sectores agrícola, forestal e industrial (Lozanoff et al., 

2007).  
 

La lignocelulosa, principal componente de la biomasa es la estructura principal de 

la pared celular vegetal, su contenido varía dependiendo de la especie de planta, 

la edad y las condiciones de crecimiento (Carpita et al., 2001). Está compuesta por 

polímeros estructurales, lignina, celulosa, y hemicelulosa, externamente se 

encuentra la lignina; red compleja formada por la polimerización de unidades fenil 

propano, constituyente no polisacárido unido por enlaces covalentes con la 

hemicelulosa; polisacárido complejo y heterogéneo compuesto de residuos 

monoméricos (D-glucosa, D-galactosa, D-xilosa, L-arabinosa, ácido D-manosa, D–

glucurónico y 4-O-metil-D-ácido glucurónico). Entre la lignina y la hemicelulosa se 

encuentran fibrillas de celulosa incrustadas, conocidas como celulosa amorfa e 

internamente unas fibrillas compactas de celulosa cristalina; homo-polisacárido 

compuesto en su totalidad por moléculas de D-glucosa unidas por enlaces β-1,4-

glucosídicos, puentes hidrógeno y fuerzas de Van der Waals (Kirk, 1983; Rubin, 

2008) ver (Figura 1).  
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Figura 1. Estructura de la lignocelulosa (Modificado de: US DOE. 2005. Genomics: GTL Roadmap, 
DOE/SC-0090, U.S. Department of Energy Office of Science. (p. 204)) 

 

 

La principal fuente de residuos lignocelulósicos son las agroindustrias (Sánchez, 

2009) seguidas por la madera, la hierba forestal, los desechos y los residuos 

sólidos urbanos (Hu et al., 2008). 

1.1.2 Uso de la biomasa lignocelulósica residual. La lignocelulosa residual es 

una fuente de energía renovable; la cual sirve como sustrato para la obtención de 

bioetanol, ayudando a contrarrestar los efectos negativos en la seguridad 

alimentaria que ha sido controversial en el uso caña de azúcar, almidón de 

cereales, tubérculos (maíz, patatas) y oleaginosas, entre otros, para la producción 

de biocombustibles (Jørgensen, 2007). Adicionalmente proporciona una solución 

al exceso de biomasa residual que producen agroindustrias como: las productoras 

de cereales (Trigo, arroz, cebada avena, soja y maíz), empresas de 

procesamiento de frutas y verduras, extractoras de azúcar de caña, extractoras de 

aceites y oleaginosas (Nueces, semillas de algodón y aceitunas) y las fabricas 

madereras (Howard, 2003).  
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1.1.3 Cultivo de Palma aceitera Elaeis guineensis en Colombia. Colombia en la 

búsqueda de fuentes de energía renovable ha incentivado el cultivo de diferentes 

agroindustrias principalmente la palmera (Conpes 3510, 2008). Para finales del 

año 2012 en el territorio nacional se estimaron 452.435 hectáreas (ha) sembradas 

de palma (Fedepalma, 2013). Teniendo en cuenta que durante el año 2006, el 

país con 292.570 ha sembradas obtuvo 352.635 toneladas de biomasa residual 

(Fedepalma, 2011; Escalante et al., 2006), la proporción de biomasa producida 

para finales el 2012 estuvo alrededor del doble de la reportada durante el 2006. 

  
La palma de aceite o palma Africana (Elaeis guineensis) es una planta tropical, 

monoica de troncos solitarios, hojas pinnadas, con peciolos ligeramente 

espinosos, foliolos insertados irregularmente dando un aspecto plumoso, las flores 

masculinas y femeninas dan origen a frutos ovoides o alargados para conformar 

racimos compactos de 10 a 40 kilogramos de peso (Mora et al., 1997; 

Obahiagbon, 2012). 

El principal producto comercial de la palma aceitera es el aceite crudo el cual 

corresponde a un 43% del total de la producción, es extraído del mesocarpio del 

fruto (Yang, 1996) y es utilizado como materia prima para la producción de 

biodiesel por la trans-esterificación de los ácidos grasos o para consumo humano 

por medio de la refinación (Fedepalma, 2013). 

Durante la extracción del aceite se generan grandes cantidades de biomasa 

residual, representada en raquis o frutos vacíos (20%), cáscara (6%), fibra del 

mesocarpio (12%), cenizas (0.5%), sólidos (2%) y agua (20%) (Yang, 1996). 

Estructuralmente los subproductos del aprovechamiento están compuestos por 

celulosa, lignina y hemicelulosa (Gutiérrez et al., 2009), su concentración varía 

dependiendo del subproducto, es así que los raquis contienen 48.4% de celulosa, 

28.5% de hemicelulosa y 22.9% de lignina (Timilsema et al., 2013); mientras que  

la fibra contiene 42.7–65% de celulosa, 17.1–33.5% de hemicelulosa y 13.2–
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25.31% lignina (Shinoj et al., 2011), siendo el componente mayoritario para los dos 

la celulosa.  

1.2 CELULOSA.  
 

La celulosa es un biopolímero lineal, homopolisacárido constituido por moléculas 

de D-glucosa unidas por enlaces β-1,4 glucosídicos, insoluble en agua (Emsley y 

Steven, 1994) (Figura 2), es el principal constituyente de la membrana celular de 

las plantas maderables con un 40% de peso seco (Sjöström, 1993). La celulosa se 

agrupa en micro fibrillas unidas por puentes de hidrógeno y fuerzas de Van der 

Waals intermoleculares, formando una región cristalina insoluble y una región 

amorfa que es la de mayor susceptibilidad a la degradación enzimática 

(Hatakeyama y Hatakeyama, 2005).  

 

Figura 2. Estructura química de la celulosa tomada de Hatakeyama y Hatakeyama, 2005 

 

 

Para obtener la celulosa de las plantas, o de cualquier tipo de biomasa residual, se 

realizan pre-tratamientos los cuales se clasifican en: físicos (Millet, en 1976 citado 

por Sun et al., 2002; Milosavljevic et al., 1996), físico-químicos (Tabil et al., 2011; 

Zheng et al., 1998) químicos (Tomas-Pejo et al., 2011; Zheng et al., 2009; Knill y 

Kennedy, 2003; Kumar et al., 2009) y biológicos; caracterizados por someter el 

material lignocelulósico a la acción de microorganismos o sus enzimas, 

principalmente obtenidas de los hongos de la podredumbre blanca, marrón o 

blanda (Goodell et al., 2002), que tienen la capacidad enzimática de 
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despolimerizar la lignina y la hemicelulosa para acceder a la celulosa y realizar su 

posterior hidrólisis para obtención de azúcares. 

 

1.3 HONGOS LIGNOCELULOLÍTICOS. 
 

Los hongos y las bacterias son organismos capaces de degradar madera y otros 

materiales lignocelulósicos; para las bacterias es un proceso lento porque 

requieren condiciones óptimas de humedad y un daño mecánico para acceder al 

material por su carente capacidad de penetración (Kuhad et al., 1997). Por otra 

parte, los hongos por su capacidad de penetración mecánica y química se perfilan 

como óptimos degradadores de material lignocelulósico y son los principalmente 

estudiados (Fan et al., 1982; Tabil et al., 2011) 

 

Los hongos son organismos eucariotas, unicelulares o pluricelulares, 

nutricionalmente heterótrofos y quimiorganotrofos, toman sus nutrientes por 

absorción de unidades simples, las que obtienen a partir de la degradación 

enzimática extracelular de polímeros (Cepero et al., 2012).  

 

Estos organismos se caracterizan por presentar quitina como constituyente de la 

pared celular y ergosterol en la membrana celular (Sánchez, 2012). 

Estructuralmente presentan dos formas; filamentosa cuya unidad funcional son las 

hifas, las cuales tienen diferenciación entre las estructuras de reproducción y las 

estructuras somáticas y levaduriforme que se caracterizan por no presentar 

distinción entre cuerpo vegetativo (somático) y reproductivo. Algunos presentan 

estructuras de reproducción macroscópicas y su reproducción puede ser sexual 

y/o asexual (Petersen, 2012; Cepero et al., 2012). 
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La taxonomía fúngica ha variado con los años, en la actualidad se presentan cinco 

divisiones: Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Basidiomycota y 

Ascomycota (Petersen, 2012). 

Los hongos pertenecientes a las divisiones Basidiomycota y Ascomycota son 

considerados superiores porque tienen hifas septadas que impiden la pérdida de 

citoplasma en el rompimiento de su pared por la compartimentalización, por ello 

son más resistentes y tienen un papel importante en el ciclo del carbono actuando 

como descomponedores de la materia orgánica en el suelo (Gilbertson, 1980; 

Cepero et al., 2012). Estos organismos tienen la capacidad de degradar material 

lignocelulósico por la producción de celulasas extracelulares (Lynd et al., 2002).  

 

La degradación del material lignocelulósico se conoce con el término de pudrición, 

puede ser de tres tipos: blanda, café y blanca. La pudrición blanda consiste en la 

hidrolisis de los polisacáridos del material celulósico y en la modificación de la 

lignina de manera limitada. Algunos microorganismos capaces de realizar esta 

degradación son: Chaetomium cellulolyticum, Aspergillus niger, Trichoderma viride 

(reesei), Fusarium oxysporum, Penicillium jenthillenum y diferentes especies de 

Paecilomyces, entre otros (Hatakka y Hammel, 2010; Kuhad et al., 1997) 

 

La pudrición café se caracteriza por hidrolizar preferentemente la celulosa y la 

hemicelulosa, esto se puede dar en dos procesos; hidrolizando la estructura 

interna del polímero de forma aleatoria por endoenzimas o rompiendo el extremo 

no reductor de la molécula liberando oligómeros que van a ser degradados de 

modo sinérgico por el complejo de enzimas extracelulares tipo exoenzimas 

(Moore, 1998). Algunos organismos característicos son Poria placenta, Tyromyces 

balsemeus, Gloeophyllum trabeum, Lentinus lepidius y Fomitopsis pinicola 

(Hatakka y Hammel, 2010; Kuhad et al., 1997). 
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La pudrición blanca es realizada por hongos de podredumbre blanca son los 

únicos que pueden degradar lignina, celulosa y hemicelulosa, atacan 

simultáneamente componentes de la pared celular erosionando regiones 

localizadas de las capas de la pared celular y se extienden a través de la pared 

celular secundaria y la lámina media, ocasionando agujeros en las paredes 

adyacentes. Los hongos de pudrición blanca que han sido estudiados 

principalmente son: Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, 

Heterobasidium annosum, Phellinus pini, Pleurotus ostreatus, (Hatakka y Hammel, 

2010; Kuhad et al., 1997). 

Dentro de las aplicaciones de los hongos a nivel agroindustrial se encuentran la 

degradación de biomasa (Howard, 2003; Jorgense et al., 2007; Sánchez, 2009) y 

el tratamiento de aguas residuales (Freitas et al., 2009; Tian et al., 2012; Leeuwen 

et al., 2012; Kuijk et al., 2015). Las investigaciones incluyen cepas comerciales y 

aislamientos de hongos in situ del material residual como: racimos vacíos, torta 

prensada, lodos obtenidos de extractoras de aceite de palma (Prasertsan et al., 

1992), cascarilla de arroz (Darmwal y Gaur, 1991), bagazo de caña (Ferrer et al., 

2011), entre otros. 

 

En la investigación realizada por Prasertsan y Oi, 1992, utilizaron Aspergillus niger 

de la Colección Americana de tipo de Cultivos (ATCC), Myceliophthora 

thermophila cepa del Instituto para las Fermentaciones Osaka (IFO) y aislamientos 

del material lignocelulósico para obtener extractos enzimáticos, los cuales fueron 

usados en un proceso de sacarificación sobre torta de palma comparando su 

eficiencia con tres enzimas comerciales: meicellase, cellulosin y sumyzyme, 

obteniendo como principal resultado que el extracto enzimático producto de un 

aislamiento local tuvo mayor sacarificación sobre la torta de palma sin tratar en 

comparación con los extractos enzimáticos comerciales.  

 

27 
 



1.4 ENZIMAS CELULOLÍTICAS. 
 

Las enzimas celulolíticas son hidrolasas, de origen fúngico o bacteriano, se 

diferencian de otras enzimas por su capacidad para hidrolizar enlaces β-1-4 

glucosídicos presentes en celulosa, celulodextrinas solubles, carboximetilcelulosa, 

hidroxietil celulosa, entre otras (Lynd et al., 2002).  

Según su actividad enzimática se pueden clasificar en endoglucanasas o 1,4–β-D-

glucan-4-glucanohidrolasas (EC 3.2.1.4), cuando hidrolizan al azar sitios de la 

cadena de celulosa en su forma amorfa (carboximetilcelulosa y 

celooligosacáridos), generando oligosacáridos como glucosa, celobiosa y 

celotriosa; exoglucanasas cuando actúan sobre los extremos no reductor y 

reductor del polisacárido, dentro de estas las exoglucohidrolasas o 1,4-β-D-

glucanohidrolasas (EC 3.2.1.74) son exclusivas para los extremos no reductores y 

las celobiohidrolasas o 1,4-β-D-glucancelobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) actúan tanto 

en enlaces de los extremos reductores como de los no reductores liberando 

celobiosa; y β-glucosidasas o glucohidrolasas (CE 3.2.1.21) que hidrolizan 

celobiosa y otros β-1,4 oligoglucósidos de cadena corta, como las celulodextrinas 

solubles, obteniendo glucosa libre como producto final (Maheshwari et al., 2000; 

Binod et al., 2011; Bhat y Bhat, 1997). 

Las celulasas estructuralmente poseen un núcleo central que contiene un dominio 

catalítico (CD) activo unido por una región extendida o cola que contiene una 

región altamente glicosilada y uno o más dominios de unión a celulosa (CBD), los 

cuales sirven de anclaje para facilitar la accesibilidad al enlace glicosídico del 

centro activo (Esterbauer et al., 1991). Las variaciones de la cadena polipeptídica, 

el carbono o nitrógeno terminal presentes en el CDB, es lo que permite la 

especificidad hacia los sustratos (Doheny et al., 1999).  

Las celulasas han sido ampliamente estudiadas debido a sus aplicaciones 

industriales. Por ejemplo, en la industria alimentaria y licorera se usa en la 

hidrólisis de polisacáridos para mejorar la absorción de agua en los cereales, en el 
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mejoramiento de la calidad de los alimentos fermentados, en sopas deshidratadas, 

en la producción de oligosacáridos como ingredientes de alimentos, en el 

mejoramiento de los procesos de producción de cerveza y vino reduciendo la 

viscosidad durante la fermentación. En la industria textil; para disminuir el exceso 

de tinte en los tejidos del denim, para suavizar el algodón, para eliminar del 

exceso de microfibrillas en el algodón, en el biopulido de algodón y telas. En la 

industria del papel; en la modificación de la fibra y destintado de fibras recicladas. 

En la industria agropecuaria para la producción en la planta de protoplastos 

fúngicos híbridos y mutantes para el control de enfermedades (Bhat, 2000) y en la 

conversión de biomasa residual de diferentes agro-industrias (Sanchez, 2009).  

1.4.1 Producción enzimática a partir de hongos.  En los hongos las enzimas 

celulolíticas son inducibles, sin embargo se ha demostrado que presentan enzimas 

basales unidas a la pared de las hifas o conidias, siendo estas enzimas las 

responsables de la formación de los inductores (Carle-Urioste et al., 1997; 

Kubicek, 1981; Umile y Kubicek, 1986). La inducción enzimática de las celulasas 

comienza con las celobiohidrolasas y endoglucosidasas presentes en la superficie 

de las conidias y la pared del micelio; las enzimas degradan la celulosa en 

celooligosacaridos que posteriormente por medio de una β-glucosidasa son 

hidrolizados en glucosa o transglucosilados para la formación de inductores como 

la soforosa y gentiobiosa, entre otros (Suto y Tomita, 2001). Este ciclo continua 

hasta finalizar el sustrato o cuando la cantidad de glucosa supera la necesaria y 

actúa como represor de la síntesis de enzimas (Mandels y Reese, 1956),  ver 

(Figura 3). 
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Figura 3. Modelo de inducción celulasas en el hongo Penicillium purpurogenum 
*IβGL, β-glucosidasa intracelular (adaptado de Suto y Tomita, 2001) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

Durante la obtención de enzimas celulolíticas se han utilizado cepas fúngicas de 

referencia y nativas. Se han empleado cepas de Aspergillus niger de la colección 

de cultivos del Centro de Investigaciones Pecuarias del instituto de Investigación 

para la Agricultura y el desarrollo de Malasia (FTCCC) sobre torta de palmiste para 

la producción de celulasas, presentando actividad alrededor de 244,53 U/g, 

(Abdeshahian et al., 2011). Igualmente con cepas nativas se han obtenido 

enzimas a partir de Aspergillus niger y Trichoderma sp, empleadas sobre sólidos 

presentes en los efluentes y comparadas con enzimas comerciales, presentando 

mayor capacidad hidrolítica las enzimas obtenidas de las cepas fúngicas nativas 

(Mun et al., 2008).  
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1.4.2 Hidrólisis enzimática celulolítica. La celulosa es hidrolizada por la 

actividad sinérgica de tres enzimas; las endoglucanasas van a ligarse al azar 

sobre las microfibrillas de celulosa en las regiones amorfas, produciendo la rotura 

de los enlaces β-1,4 glucosídicos, generando extremos no reductores y reductores 

que serán reconocidos por las exoglucanasas que específicamente reconocerán el 

extremo no reductor por medio de las exoglucohidrolasas y el extremo reductor y 

no reductor por medio de las celobiohidrolasas liberando unidades de celobiosa o 

pequeños oligomeros, sobre los cuales actuara hidrolizando los enlaces β-1,4 las 

enzimas β-glucosidasas dejando libre moléculas de glucosa, producto de la 

actividad sinérgica (Dashtban et al., 2009) ver (Figura 4). 

  
Figura 4 .Degradación enzimática de celulosa a glucosa (Modificado de Pérez et al., 2002) 
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1.5 JARABES DE GLUCOSA. 

  
Los jarabes de D-glucosa son una mezcla acuosa de D-glucosa, maltosa y otros 

oligosacáridos llamados dextrinas, los cuales se clasifican según la equivalencia 

de dextrosa (ED): siendo el porcentaje en peso de glucósidos reductores 

presentes en el jarabe con respecto al peso de sólidos totales del oligosacárido, 

propuesto por Sánchez, 2002, citado por (Ruiz, 2009) 

Dependiendo de la equivalencia de dextrosa su clasificación es la siguiente: 

• Jarabe tipo I del 20 -38%  de azúcares 

• Jarabe tipo II 38 – 58% de azúcares 

• Jarabe tipo III 58-73% de azúcares 

• Jarabe tipo IV  > 73 % de azúcares  

Los jarabes fermentables son los pertenecientes al grupo III, del 58-73% de 

azúcares.  

Con el sustrato de interés y demás subproductos lignocelulósicos se han hecho 

diferentes estudios con hidrólisis enzimática para la obtención de jarabes 

fermentables entre ellos: Cerveró et al., 2010 realizaron hidrólisis enzimática de 

torta de palmiste pretratada y sin tratar con enzimas comerciales para producción 

de jarabes fermentable y posteriormente etanol. Se demostró que la torta de 

palmiste era materia prima promisoria para la producción de bioetanol; obteniendo 

alrededor del 75% de polisacáridos contenidos en la torta, sin necesidad de pre 

tratamiento. 

Bakar et al., 2012, obtuvo azúcares fermentables usando como sustrato racimos 

de frutos vacíos con extracto de celulasas de Trichoderma asperellum y 

Aspergillus fumigatus y un coctel de estos dos, alcanzando una producción de 

azúcares reductores alrededor de 8,37 g/L con el uso del coctel enzimático.  
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Shamsudin et al., 2012, investigaron la producción de azúcares a partir de los 

frutos vacíos sometidos a explosión por vapor durante la extracción y una posterior 

molienda. Obteniendo como principal resultado una mayor producción de azúcares 

en los frutos vacíos sin tratar, lo cual les permitió concluir que no es necesario el 

uso de sustancias químicas para generar una mayor disposición de la celulosa en 

el material.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GENERAL 
 

Obtener jarabes fermentables por medio de la degradación enzimática de los 

subproductos lignocelulósicos generados durante el beneficio de la palma 

aceitera. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 

Aislar y seleccionar hongos filamentosos para la obtención de extractos 

enzimáticos capaces de hidrolizar celulosa y subproductos generados del 

beneficio de la palma aceitera. 

Seleccionar los extractos con mayor actividad enzimática celobiohidrolítica, 

endoglucolítica y β- glucosidica 

Producir jarabes fermentables a partir de los residuos lignocelulósicos con 

extractos enzimáticos de hongos nativos.  
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3 METODOLOGÍA 

En la Figura 5 se presenta el esquema de desarrollo de la metodología realizada. 

 

Figura 5. Diagrama de flujo de desarrollo metodológico 
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3.1 SELECCIÓN DE MEDIO DE CULTIVO PARA EL AISLAMIENTO DE 
HONGOS CELULOLÍTICOS. 

 

La fuente de carbono usada fue material lignocelulósico proveniente de raquis y 

mesocarpio del fruto, el cual tiene pre-tratamiento de explosión con vapor de agua 

y trituración; esta muestra fue proporcionada por Industrias Acuña Ltda. Al material 

se le realizó cuantificación de lignina, hemicelulosa y celulosa en el Laboratorio de 

Forrajes de la Universidad de Antioquía bajo la metodología de extracción por 

FiberCap. 

Para la formulación del medio de cultivo denominado (AP) agar palma el material 

fue tamizado en un tamaño de poro entre 3 mm y 5 mm, posteriormente fue 

molido, los demás elementos y micro elementos se determinaron por revisión 

bibliográfica. 

 

3.2 MUESTREO DE MATERIAL VEGETAL. 
 

Las muestras fueron recolectadas en el camino de Lengerke (Santander) con el 

correspondiente permiso en Investigación en Biodiversidad Biológica emitido por la 

Corporación Autónoma de Santander (CAS) bajo el marco de la resolución 

00000816 del 17 de septiembre de 2013.  

Se realizó un muestreo de tipo aleatorio discrecional. Los factores que se tuvieron 

en cuenta fueron:  

- Para las muestras de suelo y hojarascas: profundidad entre 5 y 10 

centímetros, evidencia de humedad. 

- Para las muestras de madera: presencia de micelio y características 

relacionadas con pudrición por hongos.  

- Para las muestras de macromicetos: colonización en la madera. 
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Todas las muestras fueron recolectadas en bolsas Ziploc®, transportadas en 

cavas de icopor y refrigeradas a 4°C hasta su procesamiento en el laboratorio. 

Las muestras se procesaron en el Laboratorio 404 del Edificio de Investigaciones 

del Parque Tecnológico Guatiguará, bajo normas de bioseguridad, manejo de 

muestras de hongos en cabina de bioseguridad IIA y controles de contaminación 

ambiental. 

 

3.3 AISLAMIENTO DE HONGOS FILAMENTOSOS. 

 
La madera y los macromicetos fueron procesados de acuerdo a lo propuesto por 

Saldarriaga y Pineda, 2001 modificado por la autora de la siguiente manera: la 

madera y los macromicetos por separado se cortaron en trozos de 

aproximadamente 0.5 cm a 1 cm, los trozos obtenidos fueron sometidos a un 

proceso de desinfección con hipoclorito de sodio a 5000 ppm durante un minuto, 

se removió el exceso de hipoclorito con dos lavados con agua destilada estéril y 

se eliminó el exceso de agua colocando el material en papel de filtro estéril. El 

material fue dispuesto en el medio de cultivo propuesto en el ítem 3.1 (AP) como 

muestra la Figura 6, el procedimiento se realizó por duplicado para cada muestra.  

 

La hojarasca y el suelo se procesaron de acuerdo a lo propuesto por Sylvia, 2005 

así: se pesaron 10 gramos del material se llevaron a 90 ml con buffer fosfato 

salino (PBS), la mezcla se agitó durante 10 minutos y posteriormente se realizaron 

diluciones seriadas y siembra en superficie de 100 µl de las diluciones 10⁻⁴, 10⁻⁵ y 

10⁻⁶ por triplicado para cada muestra. 

 

Al medio de cultivo de aislamiento primario se le añadió rosa de Bengala 0.05 g/L 

para restringir el desarrollo de hongos filamentosos de crecimiento rápido 

(Zygomycota) y cloranfenicol 0.1 g/L para inhibir el crecimiento bacteriano. 
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Figura 6. Disposición de material vegetal en caja de Petri 100x15 

 

 

 

 

 

 

 

Los medios de cultivo fueron incubados a temperatura ambiente (28°C) durante 8 

días, revisando diariamente el crecimiento. Las colonias se repicaron en el medio 

de cultivo palma hasta obtener cultivos puros. 

3.4 IDENTIFICACIÓN DE HONGOS FILAMENTOSOS. 

 
Las colonias fueron repicadas en agar papa dextrosa (PDA) (Anexo A) para 

promover esporulación y corroborar su pureza, se incubaron a 25° C, durante 8 

días, posterior a ello se realizó montaje entre lamina y laminilla con azul de 

lactofenol para observar al microscopio estructuras somáticas o reproductivas 

características de las cepas fúngicas, adicionalmente para la observación de 

estructuras se realizó microcultivo (Sánchez, 2012) y siembra en agar agua 

(Cañedo y Ames, 2004) 

Se identificaron los hongos hasta género usando las claves taxónomicas de 

Barnett & Hunter, 1972; Samson et al., 2011, y los documentos del Fungal 

Bidiversity Centre, entre otros.  

3.5 SELECCIÓN CUALITATIVA DE HONGOS FILAMENTOSOS CON 
ACTIVIDAD CELULOLÍTICA. 

 
Para la selección cualitativa se utilizó el protocolo propuesto por Teather y Wood, 

1982, para lo cual los aislamientos se cultivaron en agar salvado celulolítico (ASC) 

(Anexo A) (Mandels y Reese, 1957), se incubaron durante 7 días a 25°C. Para la 
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selección se dispuso un disco de 0,5 mm de las cepas sobre medio de cultivo con 

carboximetilcelulosa (MCMC) (Anexo A), las cajas fueron incubadas a 25 °C 

durante 7 días aproximadamente. 

 

Para evidenciar la hidrólisis de la carboximetilcelulosa, al finalizar el tiempo de 

incubación se adicionaron 2 ml de solución de rojo de congo al 0,1% y se colocó 

en agitación a 80 rpm durante 15 minutos, posteriormente se realizaron dos 

lavados con cloruro de sodio (NaCl) 1M durante 15 minutos a 80 rpm (Teather y 

Wood, 1982). 

 

Las variables de respuesta fueron la formación de un halo alrededor de la colonia, 

y el diámetro de crecimiento. Los hongos que presentaron mayor formación de 

halo fueron seleccionados para la evaluación cuantitativa.  

3.6 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS ENZIMÁTICOS. 
 

Se realizó un pre- inoculo en 50 ml de medio de cultivo celulosa (MC) (Anexo A) 

(Ahamed y Vermette, 2009), al cual se adicionó el volumen que correspondía a 10⁷ 

esporas/mililitro del aislamiento a evaluar y se incubó a 28 °C, 150 rpm, durante 3 

días en un agitador orbital Excella E24 (Ahamed y Vermette, 2008). 

Posteriormente se realizó el montaje de la fermentación en estado sumergido 

(MFS) (Anexo A) para lo cual se prepararon 10 erlenmeyer con capacidad para 

250 ml, a ocho se les agregaron 4 ml del pre-inoculo y dos fueron blancos de 

fermentación. Los erlenmeyer fueron incubados a 28 °C, 150 rpm, durante 12 días. 

La obtención de los extractos se realizó por duplicado a los 0, 4, 8 y 12 días de la 

fermentación para los erlenmeyer inoculados y a los 4 y 12 días para los blancos 

de fermentación (Ahamed y Vermette, 2008) 

La obtención de los extractos consistió en aumentar el pH de la fermentación a 7 

con la adición de buffer fosfato 50 mM pH 8 a cada uno de los erlenmeyer, 

siguiendo el protocolo propuesto por Singh et al., 2003 y Lim et al., 2013, 
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incubándolos nuevamente por 24 horas, bajo las mismas condiciones de agitación 

y temperatura. 

Posteriormente el contenido de los erlenmeyer se recolectó en tubos falcón de 50 

ml estériles y se mezcló vigorosamente en vórtex a 1500 rpm durante 15 minutos, 

el contenido de cada uno de los tubos se filtró y centrifugó a 9000 rpm, durante 20 

minutos a 4°C. A cada sobrenadante se le midió concentración total de proteínas, 

(Anexo B), concentración de azúcares (Anexo C), pH y actividad celulolítica total 

(Anexo D). (Gottschalk et al., 2010; Ghose, 1987; Percival et al., 2009) 

Los extractos con mayor actividad celulolítica total fueron seleccionados para 

continuar con el proceso.  

 

3.7 CARACTERIZACIÓN DE LOS EXTRACTOS ENZIMÁTICOS CON 
ACTIVIDAD CELULOLÍTICA ESPECÍFICA PARA EXOGLUCANASA, 
ENDOGLUCANASA Y Β- GLUCOSIDASA. 

 

A los extractos seleccionados se les caracterizaron las actividades enzimáticas 

específicas exo β-glucanasa, endo β-glucanasa, y β –glucosidasa.  

Para la actividad exo β-glucanasa se usó como sustrato una solución de Avicel® 

1,25 %(peso/volumen) con buffer acetato de sodio 0,1M pH 4,8. Se mezclaron 400 

µl de extracto enzimático con 1600 µl de solución de Avicel®, se incubó a 50°C 

por un periodo de 2 horas, la reacción se detuvo por choque térmico en hielo, se 

centrifugó a 3000 rpm por 10 minutos para precipitar las partículas de Avicel®, al 

sobrenadante se le cuantificaron los azúcares liberados por la metodología de 

determinación de azúcares reductores por ácido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 

1959; Ghose, 1987; Percival et al., 2009). 

Para la actividad endo β- glucanasa se usó como sustrato solución de 

carboximetilcelulosa al 2% (peso/volumen) con buffer citrato 50mM pH 4,8. Se 

mezclaron 500 µl de extracto enzimático con 500 µl de solución de carboximetil- 

celulosa, se incubó a 50°C durante 30 minutos y se cuantificó la liberación de 
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azúcares por la metodología de DNS (Gottschalk et al., 2010; Percival et al., 

2009). 

La actividad β- glucosidasa se determinó usando como sustrato una solución de 4-

nitrofenil- β- D-glucopyranoside (pNPG) 5mM en buffer acetato de sodio 0,1M pH 

4,8. Se mezclaron 300µl de sustrato con 650 µl de buffer acetato 0,1M pH 4,8 y 50 

µl de extracto enzimático, la mezcla se incubó a 50 °C durante 30 minutos, se 

detuvo la reacción cambiando el pH con la adición de 1300µl de carbonato de 

sodio 0.5 M y finalmente se realizó lectura a 400nm (Ghose, 1987; Percival et al., 

2009).  

3.8 SELECCIÓN DEL EXTRACTO CON MAYOR CAPACIDAD PARA 
LIBERAR AZÚCARES EN RESIDUO DE PALMA. 

 

A los extractos seleccionados se les evaluó la capacidad de hidrolizar la celulosa 

presente en el raquis y fibra del fruto. Este material tuvo pre-tratamiento de 

explosión con vapor de agua y trituración; el material fue tamizado en un diámetro 

de 3 a 5 mm, un gramo del material se colocó en tubos falcón de 50 ml, se 

esterilizó una vez con vapor húmedo en autoclave por 15 minutos a 121 °C. 

Posteriormente se le adicionaron 2 ml del extracto enzimático a evaluar disuelto en 

18 ml de buffer acetato estéril 50 mM pH 5, la mezcla se incubó en un baño María 

a 50 °C (Bakar et al., 2012; Cervero et al., 2010; Kassim et al., 2011).  

Para cada extracto se realizó toma de muestra destructiva por duplicado a las 0, 6, 

12, 24 y 36 horas, con un blanco para cada hora de muestra. Las muestras fueron 

centrifugadas a 9000 rpm durante 20 minutos. Al sobrenadante obtenido se le 

determinaron concentración de azúcares por la técnica de DNS descrita en el 

punto 3.7 y glucosa total por la metodología de glucosa oxidasa (Anexo C).  
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3.9 DETERMINACIÓN DE LAS MEJORES CONDICIONES ENZIMÁTICAS DEL 
EXTRACTO CON MAYOR CAPACIDAD DE LIBERACIÓN DE AZÚCARES 
EN RAQUIS Y FIBRA DE PALMA PARA LA PRODUCCIÓN DE JARABES 
FERMENTABLES. 

 

Al extracto con mejores resultados en la metodología descrita previamente se le 

realizó un diseño de experimentos multifactorial con una réplica, las variables 

independientes analizadas fueron: pH (4 a 7) y temperatura (25 a 65°C). Se usó el 

programa Statgraphics® Centurion XVI.I para el análisis de los resultados. Las 

variables de respuesta para el diseño de experimentos fueron la concentración de 

azúcares totales y de glucosa. 

Finalmente se evaluó la relación enzima/sustrato con los mejores parámetros 

obtenidos. 
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4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1 SELECCIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO. 
 

Durante la busqueda de nuevas cepas con capacidad celulolítica se han realizado 

investigaciones en las cuales se utiliza como fuente de carbono en el medio de 

cultivo, el material residual a hidrolizar, por ejemplo, el bagazo de caña, el raquis o 

la fibra de palma, la cascarilla de arroz, entre otras, con esta metodología se han 

obtenido aislamientos con actividad celulolítica comparable con las de cepas 

comerciales (Prasertsan et al., 1992, Bakar et al., 2012, Gautam et al., 2010; 

Prasertsan y Oi, 1992). 

En consideración a estos hallazgos, se diseñó el medio de aislamiento primario 

denominado “agar palma” (AP) (Tabla 1), para el cual se usó la celulosa presente 

en el mesocarpio y raquis de palma como fuente de carbono en una concentración 

equivalente al 1% de celulosa (ver Tabla 2). Así mismo, la selección de las fuentes 

de nitrógeno y microelementos para el medio se basó en las concentraciones y los 

compuestos indicados en literatura como adecuados para el desarrollo de 

microrganismos celulolíticos y demostrados en el aumento de la producción de 

enzimas celulolíticas (Mandels y Weber, 1969; Mandels y Reese, 1956; Reczey et 

al., 1996; Gautam et al., 2010). Según Peciulyte et al., 2014 y Olsson et al., 2003, 

esta estrategia favorece la selección inicial de los microorganismos degradadores 

de interés y la proporción de celulosa promueve el crecimiento micelial del hongo; 

factor reportado por influir en la producción enzimática. (Ahamed y Vermette, 

2009). 
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Tabla 1. Medio de cultivo agar palma (AP) usado para aislamiento primario. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2. Composición química del material lignocelulósico molido usado como fuente de carbono. 

 

 

 

Un factor crítico que induce o promueve la producción enzimática celulolítica es la 

fuente de carbono, por ello se han utilizado sustratos sinteticos como: el papel de 

filtro Whatman®, celulosa microcristralina (Avicel®), carboximetilcelulosa, solka 

floc (Mandels y Weber, 1969; Juhász et al., 2005) y naturales como: cascarilla de 

arroz y salvado (Delabona et al., 2012; Deswal et al., 2011) entre otros, reportando 

los últimos como los de mayor interés por la diminución de costos y 

adicionalmente porque los hongos en su producción enzimática extracelular tienen 

la facultad de inducir diferentes isoenzimas dependiendo del sustrato, el pH y la 

temperatura entre otras condiciones, que pueden influir en la obtención de 

enzimas con mayor especificidad hidrolítica sobre el sustrato de interés (Barr et 

al., 1996).  

Medio de cultivo palma AP 
Composición Cantidad g * L⁻¹ 

Residuo lignocelulósico molido 47,77 
(NH₄)₂SO₄ 1.4 

KH₂PO₄ 2 
CaCl₂•2H₂O 0.4 

MgSO₄•7H₂O 0.3 
FeSO₄•7H₂O 0.05 
CoCl₂•6H₂O 0.0037 
MnSO₄•H₂O 0.0016 
ZnSO₄•7H₂O 0.0014 
CaCl₂·2H₂O 0.4 

Urea 0.3 
Peptona 0.75 

Extracto de levadura 0.2 
Rosa de Bengala 0.05 

Cloranfenicol 0.5 
Agar- agar 15 

Composición Cantidad 
Lignina 16,44 % 
Celulosa 41,17 % 
Hemicelulosa 8,3% 
Material Intracelular 34,09% 
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Un segundo factor crítico en la selección son las fuentes de nitrogeno entre las 

cuales se han estudiado extracto de levadura, peptona, urea, hidrolizado de 

caseina, nitrato de amonio y nitrato de sodio, para finalmente derminar que la 

combinación de peptona, urea y extracto de levadura es la que tiene mayor 

influencia sobre la capacidad hidrolítica (Gautam et al., 2010; Mandels y Weber, 

1969). Por último la composición de los micro elementos es fundamental para el 

crecimiento y desarrollo micelial de los hongos a aislar parámetro mencionado 

anteriormente como importante para la producción enzimática (Mandels y Reese, 

1956).  

4.2 MUESTREO DE MATERIAL VEGETAL. 
 

Se recolectaron un total de diez muestras; una de suelo, dos de hojarasca, seis de 

madera y una de hongos macromicetos en la colecta se evidenció una 

recuperación de hongos filamentosos con posible capacidad celulolítica, en las 

muestras de madera y macromicetos con una frecuencia del 95.2%, en contraste 

con la escasa recuperación para muestra de suelo y hojarasca 4,76% y 0%, 

respectivamente; lo último debido al abundante crecimiento de bacterias a las 24 

horas de incubación en esta muestra (ver Tabla 3). 

Los criterios de selección de las muestras, usados durante la colecta han sido 

reportados con resultados favorables en el aislamiento de cepas fúngicas con alta 

producción enzimática; principalmente el muestreo en suelo y madera en 

descomposición (Inuwa, 2013; Damaso et al., 2012; Narasimha et al., 2014). Al 

igual que se ha demostrado que la profundidad con que se tome la muestra del 

material (suelo, madera, residuos de bagazo, arroz entre otros) y la desinfección 

previa de este, ayuda a que se aíslen microorganismos capaces de degradar y no, 

mesófilos del ambiente (Ferrer et al., 2011; Chaparro et al., 2009).  

Con respecto a otros estudios el nivel de recuperación de los aislamientos fue 

selectivo para hongos celulolíticos; 42 de 10 muestras muy similar a Ferrer et al., 

2011, estos resultados son atribuidos al uso de celulosa como única fuente de 
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carbono en el medio de aislamiento primario, ya que para Inuwa, 2013 y Delabona 

et al., 2012 el uso de PDA les permitió la recuperación de 110 cepas, de las cuales 

solo 7 presentaron actividad celulolítica considerable. Por consiguiente en este 

estudio se evidencia que el medio primario de crecimiento es un buen método de 

selección para microorganismos celulolíticos. 

Tabla 3. Frecuencia relativa porcentual del número de hongos colectados según la muestra.  

 

 

 

 

 

4.3 AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN DE CEPAS FÚNGICAS. 
  

Las 42 cepas fúngicas aisladas pertenecen a la división Ascomycota, se 

identificaron bajo las claves taxonómicas propuestas, en 5 géneros diferentes: 

Trichoderma spp. 16 cepas; Aspergillus spp. 15; Penicillium spp. 6, Eupenicillium 

spp 3, Beauveria spp. 1 y Fusarium spp. 1(ver Tabla 4). En el Anexo E se 

describen el origen y el código asignado para cada aislamiento en el laboratorio y 

en el Anexo F. se presentan fotografías macroscópicas y microscópicas para cada 

género fúngico aislado.  

Tabla 4. Número y porcentaje de aislamientos identificados por claves taxonómicas 

Identificación 
Convencional Número Porcentaje 

Trichoderma 16 41% 
Aspergillus 15 35,7% 
Penicillium 6 15,4% 

Eupenicillium 3 7,7% 
Beauveria 1 2,6% 

Muestra Número de 
aislamientos 

Frecuencia relativa 
porcentual 

Madera 22 52.38% 

Macromicetos 18 42.85% 

Suelo 2 4.76% 

Hojarasca 0 0% 
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En la identificación de hongos por claves taxonómicas es importante observar 

estructuras somáticas y de reproducción que permitan llegar a una nomenclatura, 

esto se logra principalmente con el montaje en microcultivo y siembra en agar 

agua, técnicas en las cuales se someten los hongos a condiciones de humedad y 

estrés por nutrientes; ambientes que conllevan al desarrollo de estructuras 

morfológicas características. Cabe destacar que este tipo de identificación se 

considera adecuada hasta género, ya que para llegar a una identificación por 

especie se recomienda tener en cuenta aspectos biológicos y moleculares 

(Cepero et al., 2012). Sin embargo para estudios de colecta de hongos con fines 

investigativos o para uso biotecnológico esta metodología de identificación es un 

recurso de fácil acceso y económico, reportado por diferentes autores (Pérez et 

al., 2010; Sharma y Sumbali, 2014; Sridevi y Charya, 2011). 

En su mayoría los géneros aislados e identificados en esta investigación han sido 

descritos por otros autores en colecta de hongos con capacidad enzimática 

celulolítica (Chandel et al., 2013; Naveenkumar y Thippeswamy, 2013; Darmwal y 

Gaur, 1991; Vilches, 2002), con la excepción del genero Beauveria spp, que no se 

ha descrito con esta actividad. Los demás géneros colectados: Trichoderma spp., 

Aspergillus spp., Fusarium spp. y Penicillium spp., han sido descritos ampliamente 

por presentar genes que codifican para enzimas celulolíticas y han sido usados 

industrialmente en la obtención de celulasas (Hatakka y Hammel, 2010; Saloheimo 

et al., 2000; Murali et al., 1994).  

 

Con respecto a los aislamientos del género Trichoderma spp cabe resaltar que 

algunas cepas fueron obtenidas de las muestras de macromicetos, este fenómeno 

se ha visto asociado al parasitismo que tiene este género fúngico sobre los 

hongos de la división Basidiomycota descrito en cultivos para consumo y 

aislamientos en investigación (Schubert et al., 2008; Cudris, 2011; Colavolpe et al., 

2014).  
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4.4 SELECCIÓN CUALITATIVA DE HONGOS AISLADOS. 

 
El cultivo de las cepas en carboximetilcelulosa (CMC) permitió el tamizaje 

cualitativo de la capacidad enzimática celulolítica debido a la afinidad que tiene el 

colorante rojo de congo por los enlaces β1-4, al ocurrir hidrólisis de CMC por la 

cepa fúngica evaluada, el colorante no se une en la zona de degradación y se 

observa un halo al aclarar la tinción con cloruro de sodio (Teather y Wood, 1982).  

Durante el proceso de tamizaje las cepas se repicaron por duplicado en agar CMC 

como fuente de carbono y el medio de cultivo base propuesto en el ítem 4.1. El 

periodo de incubación fue dependiente de la velocidad de crecimiento radial de 

cada género fúngico; para el género Trichoderma spp. tres días, Aspergillus spp., 

Fusarium spp., Penicillium spp. y Eupenicillium spp. 5 días y el aislamiento 

correspondiente al género Beauveria spp. 7 días, al final del periodo de incubación 

se midió el diámetro de la colonia (DC) y el halo de hidrólisis (HH) (ver Figura 7). 

Figura 7. Hidrólisis de carboximetilcelulosa (CMC), demostrada con adición de rojo de congo 0,1% 
y revelada con NaCl 1 M. En la figura se indica a) Evidencia de diámetro de crecimiento (DC) del 
aislamiento LMA 19 Beauveria spp. y b) Evidencia del halo de hidrólisis en 
carboximetilceulosa,(HH) del aislamiento LMA 12 Trichoderma spp. 

 

 

 

El 97,6 % de los aislamientos presentaron hidrólisis, por consiguiente para 

seleccionar las cepas se tuvo en cuenta el tamaño del halo de hidrólisis; criterio 

indicado en investigaciones similares que evidenciaron que a mayor tamaño de 
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halo, mayor obtención de enzimas extracelulares (Sharma y Sumbali, 2014; 

Shahriarinour et al., 2011). En el Gráfico 1 se presenta la medida de los halos de 

hidrólisis para los 10 aislamientos del laboratorio de micología Ascomycetos (LMA) 

que presentaron un mayor tamaño. 

Gráfico 1. Selección de las 10 cepas con mayor halo de hidrólisis sobre CMC, pertenecientes a los 

géneros Trichoderma spp. LMA 4, LMA 12, LMA 16, LMA 30, LMA31, LMA 32, LMA 39, LMA 40; 

Aspergillus spp.: LMA 15 y Beauveria spp: LMA 19.Se observa el diámetro de crecimiento y halo de 

hidrólisis.   

 

Los aislamientos correspondientes al género Trichoderma spp en su mayoría 

presentaron la mayor capacidad hidrolítica sobre CMC, a pesar de que el tamaño 

del halo no superó el diámetro de crecimiento. No obstante cabe destacar que 

para los aislamientos LMA12, LMA 16, LMA 30 y LMA 39 el halo de hidrólisis 

estuvo alrededor de los 5 cm; tamaño de halo bastante amplio comparado con lo 

hallado en otros estudios que reportan medidas de 1,3 cm de halo (Naveenhumad 

y Thippeswamy, 2013; Narasimha et al., 2014) y representativo comparado con 

estudios que reportan halos de 9 cm para este género fúngico (Khokhar et al., 

2012). Adicionalmente cepas como Beauveria spp. LMA19, Penicillium spp. 

LMA29, LMA9 y Aspergillus spp. LMA15 y LMA 2 presentaron un halo de hidrólisis 

mayor con respecto al diámetro de crecimiento de la colonia.  
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Teniendo en cuenta los tamaños de los halos se seleccionaron 20 aislamientos 

para evaluación cuantitativa correspondiente a las denominadas en el laboratorio 

como LMA 2, LMA4, LMA 9, LMA 12, LMA 14, LMA 15, LMA 16, LMA 17, LMA 18, 

LMA 23, LMA 29, LMA 30, LMA 31, LMA 32, LMA 33, LMA 34, LMA 36, LMA 39, 

LMA 40 y LMA 41. En el anexo G se describen el tamaño de los halos de hidrólisis 

y el diámetro de crecimiento. Los resultados del análisis cualitativo permitieron 

confirmar que el medio AP usado para el aislamiento primario ayudo en la 

selección de hongos con capacidad celulolítica. 

4.5 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS ENZIMÁTICOS. 
 
Las condiciones para obtener enzimas celulolíticas a partir de cepas fúngicas se 

han estudiado ampliamente, desde las características fisiológicas de cada género 

fúngico hasta los posibles sustratos de fermentación que favorecen una mayor 

producción y recuperación enzimática. No obstante es necesario adaptar las 

condiciones al sustrato utilizado y a los microorganismos evaluados, por 

consiguiente durante el proceso de obtención de extractos se tuvieron en cuenta 

diferentes factores como: usar extracto de salvado como medio de cultivo para los 

aislamiento a evaluar al igual que se realizó sobre la selección cualitativa, realizar 

inoculación en rejilla de las cepas sobre el medio y obtener los extractos por las 

metodologías propuestas por Singh et al., 2003 y Lim et al., 2013.  

De esta manera el primer factor influyó estimulando la producción enzimática 

celulolítica por medio de la celulosa; principal componente del salvado (Howard, 

2003; Delanoba et al., 2014). El segundo factor garantizó un crecimiento radial 

extensivo de las cepas que permitió la recuperación de propágulos de 10 ⁷*ml ⁻¹; 

cantidad de inóculo reportada por favorecer en medio líquido enriquecido la 

formación de bolas fúngicas con filamentos extensos, estructuras que benefician la 

producción de enzimas en sustrato sólido e insoluble (Ahamed y Vermette, 2009; 

Domingues et al., 2000; Cui et al., 1998). Adicionalmente esta metodología ayudo 

a obtener un inóculo homogéneo evitando sesgo al momento de analizar y 

reproducir los resultados.  
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Finalmente el tercer factor con el cambio de pH y la agitación por un periodo de 24 

horas, logró cambios en la estructura y afinidad de la enzima por el sustrato 

permitiendo su mayor recuperación (Singh et al., 2003).  

Por consiguiente las 20 cepas seleccionadas en el ítem 4.4 fueron sometidas a las 

mismas condiciones: crecimiento en agar extracto de salvado, crecimiento en 

medio líquido enriquecido con glucosa y Avicel® y fermentación sumergida usando 

papel de filtro Whatman® N° 1 como fuente de carbono y el medio base del ítem 

4.1. Las fermentaciones se realizaron durante un periodo de 24 días y se 

obtuvieron muestras los días 0, 4, 8, 12, 15, 18, 21 y 24. Por último se retiró la 

biomasa por filtración y centrifugación para evaluar en el extracto obtenido 

actividad celulolítica total, cuantificar proteínas totales y azúcares liberados y 

realizar medición de pH. 

Durante la obtención de los extractos enzimáticos únicamente los aislamientos 

LMA, 12, LMA 16, LMA 31, LMA 32 y LMA 39; pertenecientes al género fúngico 

Trichoderma spp presentaron actividad celulolítica total mayor a 0,20 UPF*ml⁻¹, 

producción de proteínas alrededor de 0,20 mg*ml⁻¹ y liberación de azúcares mayor 

a 34 mg*ml⁻¹. En el Gráfico 2 se presenta la actividad celulolítica total y en el 

Gráfico 3 la concentración de proteínas totales de estos extractos enzimáticos.  

 

 

Gráfico 2. Actividad celulolítica total, de los aislamientos: LMA 12, LMA 16, LMA 31, LMA 32, LMA 

39; pertenecientes al género Trichoderma spp., en el periodo de 0 a 24 días, usando 50 mg de 

papel de filtro Whatman N 1, en 1 ml de buffer citrato 50 mM pH 4,8, con 500µl de extracto 

enzimático. La variable de respuesta fueron los azúcares liberados en 60 minutos, cuantificados 

por la metodología de DNS. 
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Gráfico 3. Cuantificación de proteínas totales, de los aislamientos: LMA 12, LMA 16, LMA 31, LMA 

32, LMA 39; pertenecientes al género Trichoderma spp., en el periodo de 0 a 24 días, usando 

como reactivo, Bradford 1 ml y 20µl de extracto enzimático.   
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En el gráfico 2 se pudo evidenciar el día de fermentación en el cual cada 

aislamiento tuvo un mayor nivel de producción enzimática; para el LMA12, LMA 

16, LMA 39 y LMA 32 el día 12 y para el LMA 31 el día 18, teniendo en cuenta que 

los niveles de actividad y los periodos de obtención para todas las 5 cepas fueron 

similares, se seleccionaron los 5 extractos enzimáticos mencionados.  

Los resultados obtenidos al ser comparados con otras investigaciones; 

presentaron mayor producción enzimática total respecto a lo reportado por 

Prasertsan y Oi, 1992 que no superó la producción enzimática de 0,20 UPF*ml ⁻¹. 

No obstante se lograron obtener cuantificaciones similares a las reportadas por 

autores como Maheswari et al., 1993, Umikalson et al., 1997, Howard et al., 2003 

y Shahriarinour et al., 2011 que presentaron niveles entre 0,10 y 0,40. UPF*ml ⁻¹ y 

sin embargo cantidades muy bajas comparadas con estudios reportados por 

Gautam et al., 2010, Singhania et al., 2010 y Gottschalk et al., 2010 que presentan 

entre 9 y 16 UPF*ml ⁻¹. Estas diferencias son atribuibles a factores que son 

predisponentes en la actividad enzimática tales como: características de 

pretratamiento, composición y variedad de los sustratos utilizados en el proceso 

de fermentación (Ferrer et al., 2011) y adicionalmente a la aplicación de diferentes 

metodologías para obtener los extractos (Gottschalk et al., 2010).  

 

Cabe resaltar que se tuvieron en cuenta las mejores condiciones reportadas para 

obtención de extractos enzimáticos, sin embargo los niveles de actividad 

celulolítica total obtenidos no fueron altos, se consideró que factores como el uso 

de papel de filtro, pudo afectar la producción enzimática debido a la falta de 

estimulación de diferentes isoenzimas dependientes del sustrato, (Barr et al., 1996; 

Wang et al., 2012).  

 

De igual forma el haber empleado la metodología de fermentación sumergida pudo 

disminuir la producción enzimática en comparación con la fermentación en estado 

sólido. A pesar de que se trató de implementar, la metodología no permitió mayor 
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recuperación de extractos enzimáticos; debido a que las cepas utilizaron el 

sustrato como soporte para un posterior proceso de esporulación (Mrudula y 

Murugammal, 2011; Hansen et al., 2015).  

 

Es importante mencionar que se tuvo en cuenta lo reportado por diferentes 

autores; sobre aprovechar los sustratos naturales como el raquis de palma para 

incrementar la producción enzimática (Ferrer et al., 2011; Bakar et al., 2012; 

Gautam et al., 2010), sin embargo en esta investigación el proceso de 

recuperación en el sustrato fue mínimo, se atribuye el fenómeno a tres factores: 

primero; la naturaleza fibrosa del material dificulta el proceso de mezcla y 

precipitación. Segundo; el proceso de adsorción ocurrido entre la enzima y el 

sustrato durante la hidrólisis puede ser difícilmente reversible (Gan et al., 2003). 

Tercero; la composición del sustrato empleado se caracteriza por tener lípidos, 

ácidos fenólicos y compuestos furfurales que inhiben y retrasan la producción 

enzimática celulolítica (Tengborg et al., 2001; Kim et al., 2011; Berrin et al., 2014; 

Bakar et al., 2012).  

 

4.6 CARACTERIZACIÓN DE LOS EXTRACTOS ENZIMÁTICOS CON 
ACTIVIDAD CELULOLÍTICA ESPECÍFICA PARA EXO Β- GLUCANASA, 
ENDO Β- GLUCANASA Y Β- GLUCOSIDASA. 

 

Se sometieron los aislamientos seleccionados en el ítem 4.5 a fermentación para 

obtener 100 ml de extracto enzimático (EXTLMA) en el día de mayor actividad 

enzimática. A los extractos obtenidos se les determinó actividad enzimática 

específica para endo-β-glucanasa, exo-β-glucanasa y β-glucosidasa. La 

cuantificación de las enzimas endo-β-glucanasa, exo-β-glucanasa se basó en el 

principio de estimación de la cantidad de glucosa liberada a partir de una solución 

de carboximetilcelulosa (CMC) y celulosa microcristalina (Avicel®) 

respectivamente y para la cuantificación de β-glucosidasa se evaluó la liberación 
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de p-nitrofenol a partir de p-nitrofenil-β-D glucopiranósido (pNPG) (Ghose, 1987; 

Percival et al., 2009). 

La liberación de azúcares fue cuantificada por el método del ácido 3,5-

dinitrosalicilico (DNS) a 540 nm y la liberación de p-nitrofenol a 400nm para la 

actividad enzimática celulolítica β-glucosidasa. Los resultados se presentan en la 

Tabla 5 y están expresados en unidades enzimáticas (U) por litro las cuales se 

definen como; micro moles de azúcares por litro liberadas en un minuto.  

Para realizar el informe de los resultados se utilizó la formula descrita a 

continuación: 

Actividad enzimática = ΔAb . vt / ε . t .vm . b 

Ab: absorbancia 
vt: volumen final de la reacción (litros) 
ε : coeficiente de extinción molar (M ⁻¹. cm ⁻¹) 
t: tiempo (minutos) 
vm: volumen muestra (litros) 
b: paso de celda (cm) 
 
Tabla 5. Cuantificación de enzimáticas de los extractos EXLTMA 12, 16, 31, 32 y 39 para celulasas 

totales y celulasas especificas exo β- glucanasa, endo β- glucanasa y β- glucosidasa con 

cuantificación de proteínas.  

Extracto 
enzimático 

Actividad 
celulolítica  

(UPF* l¯¹) 

Endo β 1-4 
glucanasa 

(U * l¯¹) 

Exo β 1-4 
glucanasa 

(U * l¯¹) 

β- 1-4 
glucosidasa  

(U * l¯¹) 

Proteínas 
(mg * l¯¹) 

EXTLMA 12 0,26 ± 0,01 142,7 ± 6 13,7 ± 0,2 68,5 ± 2 0,34 ± 0,02 

EXLTMA 16 0,19 ± 0,01 154 ± 2 16,1 ± 0,5 56,4 ± 1,5 0, 40 ± 0,05 

EXLTMA 31 0,20 ± 0,01 130,9 ± 0,4 7,4 ± 2,6 38,2 ± 1,5 0,28 ± 0,02 

EXLTMA32 0,19 ± 0,02 117 ± 2 ND ND 0,20 ± 0,02 

EXLTMA39 0,19 ± 0,01 150 ± 2 3,3 ± 1 55,7 ± 4,2 0,20 ± 0,03 

ND= No detectable  
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De acuerdo a los resultados se comprobó que las actividades celulolítica totales y 

la cantidad de proteínas fueron reproducibles con respecto a los niveles 

mencionados en el ítem 4,5. Así mismo que el extracto enzimático del aislamiento 

LMA 16 presentó el complejo enzimático con mayor proporción para las tres 

enzimas seguido del extracto enzimático del aislamiento LMA 12 y LMA 39 con 

una menor proporción para las exo β 1-4 glucanasa.  

Cabe destacar que los resultados obtenidos durante la caracterización enzimática 

de los aislamientos de Trichoderma spp., difieren a lo descrito en la literatura para 

este género fúngico; descrito principalmente por presentar producción de 

endoglucanasas y exoglucanasas (Goyal et al., 1991; Juhász et al., 2005) y en 

algunas ocasiones proporciones de β-glucosidasas alrededor de 8 U*ml⁻¹ (Berrin 

et al., 2014), lo contrario a lo encontrado en esta investigación con 68 U*ml⁻¹ para 

esta enzima en el aislamiento LMA 12.  

 

Igualmente se compararon los niveles de actividades enzimáticas obtenidos en 

esta investigación respecto a otras reportes, para ello se tuvo en cuenta que la 

metodología y las unidades fueran similares. En esta comparación se evidencia 

que los resultados obtenidos (tabla 5) presentan mayores actividades enzimáticas 

con respecto a Gautam et al., 2010 y Gomathi et al., 2012; Agudelo et al., 2013 

que obtuvieron niveles de enzimas exo β- glucanasa, endo β- glucanasa y β- 

glucosidasa inferiores a 2 U*ml⁻¹. Se obtuvieron niveles comparables con extractos 

comerciales reportados en Singhania et al., 2010 y niveles muy bajos comparadas 

con Gottschalk et al., 2010 que alcanzaron niveles de 20000 U*l⁻¹ de endo β- 

glucanasa. Sin embargo es preciso resaltar que las actividades enzimáticas varían 

según la metodología empleada y la naturaleza química y estructural del sustrato 

usado (Bansal et al., 2009; Deswal et al., 2011; Wang et al., 2012).  

 

Fue importante establecer los perfiles enzimáticos de los extractos a usar, 

principalmente para dilucidar el sinergismo que presentan las enzimas cuando 
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realizan el proceso de hidrólisis, con el fin de establecer el uso combinado de 

extractos que permitan obtener un complejo enzimático con mayor capacidad 

hidrolítica (Gan et al., 2003; Bansal et al., 2009). 

4.7 SELECCIÓN DEL EXTRACTO CON MAYOR CAPACIDAD PARA 
LIBERAR AZÚCARES EN SUBPRODUCTO DE PALMA. 

 

En la sacarificación sobre sustratos lignocelulósicos se tienen en cuenta 

principalmente dos factores: las características del sustrato y las condiciones de 

hidrólisis. En esta investigación se tuvo en cuenta para el sustrato un tamaño de 

partícula entre 3 y 5 mm, con un 40% de celulosa libre y para el proceso de 

hidrólisis condiciones de pH 5, temperatura 50°c en baño maría por un periodo de 

36 horas. 

 

Las circunstancias mencionadas del sustrato han sido reportadas por favorecer 

una mayor superficie de contacto con la enzima y una proporción de celulosa libre 

promisoria para la obtención de jarabes fermentables (Mun et al., 2008; Wang et 

al., 2014; Shamsudin et al., 2012; Karmakar y Ray, 2011). Adicionalmente es 

importante mencionar que la cantidad de celulosa libre obtenida en el sustrato 

usado es similar a los reportes que realizaron pre-tratamiento con hidrólisis acida, 

alcalina, explosión con vapor y tratamiento mecánico pre –hidrólisis enzimática, 

por lo tanto el material fue sometido únicamente a un proceso de esterilización con 

vapor de agua para evitar posibles contaminaciones que interfirieran con los 

resultados.  

 

Con respecto a las condiciones de hidrólisis; se ha establecido que los factores 

que influyen en la actividad enzimática son los niveles de pH y temperatura por 

potenciar la afinidad (Binod et al., 2011; Bakar et al., 2012; Cervero et al., 2010; 

Kassim et al., 2011). Igualmente cabe resaltar que también se tuvo en cuenta la 

agitación como variable en la hidrólisis, sin embargo los autores difieren en las 

condiciones, por lo que fue necesario realizar un barrido a 0, 100 y 200 rpm, 
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determinando que esta variable no influía en la actividad. Finalmente el tiempo de 

hidrólisis se determinó realizando un barrido de liberación de azúcares en el 

tiempo; concluyendo que entre las 36 y 48 horas de incubación ocurre la mayor 

proporción de sacarificación.  

 

Teniendo en cuenta lo anterior, los cinco extractos que presentaron mayor 

actividad celulolítica total fueron sometidos a un proceso de sacarificación sobre la 

palma. En el Gráfico 4 se presenta la cuantificación de azúcares liberados durante 

el proceso y en el Gráfico 5 la cuantificación de glucosa liberada. 

 
Gráfico 4 Cuantificación de azúcares liberados por los extractos enzimáticos EXLTMA: 12, 16, 32, 

32 y 39, usando 125 µl del sobrenadante del proceso de hidrólisis con 125 µl de DNS, los 

resultados están expresados en mg *ml ⁻¹, los cuales se correlacionaran con la curva de calibración 

ajustada con concentraciones de glucosa conocidas.  
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Gráfico 5. Cuantificación de glucosa liberada por los extractos enzimáticos EXLMA: 12, 16, 31, 32 

y 39, usando 10 µl de sobrenadante del proceso de sacarificación y 1000 µl de reactivo. Los 

resultados están expresados en mg  * ml ⁻¹, se determinaron teniendo en cuenta el patrón de 

Glucosa oxidasa 

 

 

Adicionalmente se evaluó el rendimiento del proceso de hidrólisis, calculando el 

porcentaje de sacarificación de cada uno de los extractos, usando la fórmula 

propuesta por Ghose, 1987 y utilizada por diferentes autores (Karmakar y Ray, 

2011; Mahmud et al., 2013). En la Tabla 6 se presentan los resultados.  

% sacarificación= (mg*ml⁻¹ de azúcares reductores*0,9*100) / (mg*ml⁻¹ de 

sustrato inicial)  

 
Tabla 6.  Porcentaje de sacarificación de los EXTLMA 12, 16, 31, 32 y 39. 36 horas de incubación 
a 50 °C y pH 5.0 de temperatura en baño maría.  

Extracto 
enzimático 

% 
Sacarificación 

EXLTMA12 5,1 ± 0,05 

EXLTMA16 4,0 ± 0,1 
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EXLTMA31 3,8 ± 0,1 

EXLTMA32 4,7 ± 0,1 

EXLTMA39 3,9 ± 0,1 

 

En los resultados presentados en el gráfico 4 y 5 se evidenció que a partir de un 

gramo de palma sumergida, utilizando 0,40 UPF* ml⁻¹ disueltas en 18 ml de buffer 

acetato, el EXTLMA12 liberó la mayor cantidad de azúcares totales 

correspondiente a 1,17 mg*ml⁻¹ y 0,692 mg*ml⁻¹ de glucosa. Por consiguiente fue 

seleccionado para seguir con la búsqueda de las mejores condiciones enzimáticas 

de hidrólisis y aumentar la eficiencia en el proceso. 

 

Es importante mencionar que a la hora de confrontar los resultados con otras 

investigaciones fue necesario tener en cuenta que las UPF evaluadas fueran las 

mismas y que las condiciones de hidrólisis fueran similares, teniendo en cuenta lo 

planteado los niveles de azúcares hallados son 5 veces menores que lo reportado 

por Bakar et al., 2012, las diferencias se atribuyeron; al haber empleado un 

tamaño de partícula mayor y a no haber realizado mezcla de extractos 

enzimáticos. 

 

De acuerdo con los resultados obtenidos no es posible determinar la eficiencia del 

proceso por las bajas concentraciones (Karmakar y Ray, 2011; Shafiei et al., 

2010), sin embargo se considera que el porcentaje de lignina y hemicelulosa 

influyeron en el proceso de hidrólisis de la celulosa; razón por la cual es necesario 

aplicar un pretratamiento con lacasas y xilanasas para mejorar el porcentaje de 

sacarificación (Al-zuhair et al., 2013), igualmente tener en cuenta el bajo nivel de 

UPF de los extractos para usar un mayor volumen del extracto enzimático sobre el 

sustrato (Salcedo et al., 2011; Prasertsan y Oi, 1992) (Karmakar y Ray, 2011). 
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Finalmente relacionando los resultados con los perfiles enzimáticos de los 

extractos utilizados (ver tabla 5), los bajos niveles de sacarificación también 

pudieron estar asociados al mecanismo hidrolítico de las endo β -glucanasas que 

utilizan su estructura de unión a sustrato principalmente sobre celulosa amorfa, 

razón por lo cual se esperaría que actué mejor sobre sustratos con menor 

proporción de lignina y con un grado menor de cristalinidad. Atribuyendo el déficit 

de enzima exo β-glucanasa en los extractos; como un factor predisponente para la 

falta de eficiencia en el proceso de hidrólisis debido a su especificidad por la 

hidrólisis de celulosa cristalina. (Bansal et al., 2009; Percival et al., 2006). 

 

4.8 DETERMINACIÓN DE LAS MEJORES CONDICIONES ENZIMÁTICAS DEL 
EXTRACTO SELECCIONADO PARA LA PRODUCCIÓN DE JARABES 
FERMENTABLES. 

 

Las enzimas celulolíticas presentan mayor efecto hidrolítico a pH 5 y a 50 °C 

(Singhania et al., 2010), sin embargo se han encontrado extractos con condiciones 

óptimas diferentes (Howard et al., 2003). Por consiguiente fue necesario evaluar el 

efecto que tienen estos dos factores sobre las variables de respuesta: producción 

de azúcares totales y glucosa en el extracto enzimático EXTLMA12 seleccionado 

en el ítem 4.7.  

Para ello se realizó un diseño de experimentos de 2 factores; temperatura y pH, 

con 5 y 4 niveles respectivamente con una réplica, para un total de 40 

experimentos. Se utilizó el programa estadístico Statgraphics® para el análisis.  

Los resultados permitieron determinar la influencia de diferentes rangos de 

temperatura y pH sobre la liberación de azúcares y glucosa. En la tabla 7, se 

presentan los niveles utilizados para alimentar la matriz del diseño y en el gráfico 
6 los resultados expresados en un diagrama de Pareto.  
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Tabla 7. Representación de los niveles sobre los cuales se realizó la matriz del diseño  

Temperatura 
Niveles -1 -0,5 0 0,5 1 

Valor experimental 25 35 45 55 65 

pH 
Niveles -1 -0,33 0,33 1 

 
Valor experimental 4 5 6 7 

  

 

Gráfico 6 .Diagramas de Pareto estandarizado sobre las variables de respuesta. a) Diagrama para 

azúcares reductores liberados. b) Diagrama para glucosa. 

 

 

 

 

 

 

En el gráfico 6 se presenta en forma decreciente el grado de significancia que 

tuvieron los dos factores y sus combinaciones sobre las variables de respuesta, en 

este caso la temperatura y el pH tuvieron un efecto significativo sobre las dos 

variables; ambas con efectos negativos para los azúcares totales y glucosa, con 

valores de p menores a 0,05 (ver Tabla 8.) para un nivel confianza del 95%. 

Con respecto a las combinaciones de los factores hay efecto significativo sobre la 

variable de respuesta glucosa de los efectos de temperatura –temperatura (BB) y 

en menor proporción pH-pH (AA).  
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Tabla 8. Valores de P- para las variables de respuesta 

Variable P-Valor 
azúcares totales P-Valor glucosa 

A:pH 0,0000 0,0002 

B:Temp 0,0000 0,0000 

AA 0,4783 0,0276 

AB 0,0748 0,1545 

BB 0,3721 0,0035 

 

Adicionalmente en el Gráfico 7 se presenta la superficie de respuesta dilucidada 

para la obtención de azúcares y en el Gráfico 8 respecto a la obtención de 

glucosa.  

 

Gráfico 7. Superficie de respuesta y contorno para la variable de respuesta azúcares totales.  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

    

-1 -0,6 -0,2 0,2 0,6 1
H

-1

-0,6

-0,2

0,2

0,6

1 aztotal
0,0
0,15
0,3
0,45
0,6
0,75
0,9
1,05
1,2
1,35
1,5
1,65

pH 

Te
m

pe
ra

tu
ra

  (
°C

) 

Superficie de contorno 
estandarizado azúcares totales 

 A
zú

ca
re

s 
to

ta
le

s 
(m

g 
*m

l ¯
¹) 

Temperatura (°C) 

Superficie de respuesta 
azúcares totales 

pH 

   
   

 A
zú

ca
re

s 
to

ta
le

s 
   

   
   

   
  (

m
g 

* m
l⁻¹

) 

63 
 



Gráfico 8.  Superficie de respuesta y contorno para la variable de respuesta glucosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

En los gráficos 7 y 8 se muestra  la superficie de respuesta y el contorno cómo se 

comportan las variables de respuesta respecto a los factores empleados. Para la 

temperatura, la producción de azúcares y glucosa fue mayor a los 25 °C, sin 

presentar decaimiento en la respuesta; sin embargo para procesos de hidrólisis 

enzimática en el laboratorio y pruebas piloto futuras, el hallazgo de un extracto con 

hidrólisis a temperatura ambiente; es un aporte de gran interés para el proceso por 

la disminución en los costos de producción (Bon y ferrara, 2007).  

Con respecto al pH; los efectos sobre las variables de respuesta fueron como lo 

reportado por la literatura con un pH  de 4 para la obtención de azúcares totales y 

de 4,3 para glucosa (ver Tabla 9). 

Cabe destacar que el proceso enzimático propuesto no es viable a temperaturas 

altas y pH básicos, el rendimiento en la obtención de azúcares y glucosa 

desciende de manera drástica.   
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Tabla 9. Combinación de factores que maximizan la obtención de azúcares a partir de raquis y 

filbra de palma con el extracto enzimático EXTLMA12. 

 

Respuesta Factor Bajo Alto Mayor 
hidrólisis 

Valor 
experimental 

Azúcares 
totales 

pH -1 1 -1 4 
Temperatura -1 1 -1 25 

Glucosa 
pH -1 1 -0,78 4,3 

Temperatura -1 1 -0,91 26 
 

Finalmente para evaluar la relación enzima- sustrato se realizaron los ensayos 

bajo las condiciones reportadas en la tabla 9, los resultados encontrados se 

presentan en el Gráfico 9. 

Gráfico 9. Obtención de azúcares totales utilizando 0,80 UPF *ml⁻¹ y 0,160 UPF*ml⁻¹ 

 

Los resultados obtenidos del proceso de sacarificación bajo las condiciones 

óptimas del extracto y la determinación de la relación enzima-sustrato, permitió 

aumentar la cantidad de azúcares totales liberados desde 1,17 mg*ml⁻¹  hasta 1,8 

mg*ml ⁻¹ usando 1.5 gramos del sustrato y 0,16 UPF* ml⁻¹  de extracto enzimático. 
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Considerando diferentes investigaciones que obtuvieron extractos enzimáticos a 

partir de cepas nativas con el fin de utilizarlas en procesos de sacarificación 

(Bakar et al., 2012; Mun et al., 2008; Singh, 2009) se obtuvo un gran número de 

cepas con actividad celulolítica que pueden ser evaluadas bajo diferentes 

condiciones para mejorar la obtención de extractos enzimáticos.  

Adicionalmente los extractos enzimáticos obtenidos tuvieron capacidad para 

hidrolizar sustratos celulolíticos, el déficit en la producción de jarabes fermentables 

se centra en los factores que no se tuvieron en cuenta sobre las características del 

sustrato y su naturaleza lignocelulósica.  
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5 CONCLUSIONES  

 

El medio de cultivo agar palma (ACP) permitió el aislamiento del 97,6 % de cepas 

con actividad de hidrólisis de carboximeticelulosa identificadas como: 

Trichoderma spp. (41%) 

Aspergillus spp. (35,7%) 

Penicillium spp. (15,4%) 

Eupenicillium spp. (7,7%) 

Beauveria spp. (2,6%) 

Fusarium spp (2,6%).  

 
 

Las actividades específicas exo β- glucanasa, endo β- glucanasa y β- glucosidasa 

para los extractos seleccionados:  

Extracto 
enzimático 

Endo β 1-4 
glucanasa 
 (U*ml¯¹) 

Exo β 1-4 
glucanasa  
(U*ml¯¹) 

β- 1-4 
glucosidasa  

(U*ml¯¹) 

EXLMA 12          

EXLMA 16          

EXLMA 31          

EXLMA32         X      X 

EXLMA39          
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El extracto enzimático obtenido a partir del hongo identificado como Trichoderma 

LMA12, presentó mayor actividad celulolítica sobre residuos de palma durante el 

tiempo de evaluación y bajo las condiciones experimentales establecidas. 

 

Las mejores condiciones experimentales para la producción de azúcares totales y 

glucosa por parte del extracto identificado como LM12 son pH 4,3, temperatura 25 

°C, sin agitación, condiciones favorables para la industria por la disminución en los 

costos de sacarificación. 
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6 RECOMENDACIONES  

 

Para investigaciones afines se recomienda:  

 

• Con respecto a las cepas: 

Realizar ensayos con otros medios de fermentación para la obtención de enzimas 

a partir de las cepas del género Aspergillus spp., Penicillium spp. y Beauveria spp. 

 

• Con respecto al sustrato: 

Realizar pre-tratamiento biológico o con enzimas para disminuir el porcentaje de 

lignina aun presente en el sustrato. 

 

 

• Con respecto a los extractos enzimáticos: 

Probar otras técnicas de extracción de enzimas en el sustrato. 

 

Combinar los extractos con mejores actividades específicas exo β- glucanasa, 

endo β- glucanasa y β- glucosidasa 

 

Usar inductores para la producción enzimática. 

 

Realizar ensayos de estabilidad térmica de los sustratos antes de realizar 

procesos de sacarificación 
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7 DIVULGACIÓN  

 
 
Nombre del evento: 36th Symposium Biotechnology for Fuels and Chemicals 
 
Fecha y lugar: Abril 28-Mayo 1, Clearwater Beach, FL USA 
 
Producto asociado: Isolation and selection native fungi with cellulolytic activity 
 

 

 

Nombre del evento: VIII Congreso Latinoamericano de micología 
 
Fecha y lugar: Noviembre 4 -7, Medellin, Colombia 
 
Producto asociado: Selección cualitativa de hongos ascomicetos con actividad 

celulolítica aislados en Zapatoca, Santander.  
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ANEXOS 

 

Anexo A. Medios de cultivo. 

• Medio de cultivo patata-glucosa Merck 

Preparación  
En un Erlenmeyer de capacidad de 2 litros disolver 39 gramos de agar patata- 

glucosa en 1 L de agua destilada y mezclar bien. Calentar agitando 

frecuentemente y dejar hervir durante un minuto para disolver completamente el 

polvo. Esterilizar en autoclave entre 118 y 121 °C durante 15 minutos. Servir en 

cajas de Petri 100 x 15 a ± 40 °C.  

 

• Agar salvado celulolítico (ASC) 

Salvado                                           175 g/L 
(NH₄)₂SO₄                                       1.4 g/ L 
KH₂PO₄                                           2 g/ L 
CaCl₂•2H₂O                                     0.4 g/L 
MgSO₄•7H₂O                                   0.3 g /L      
FeSO₄•7H₂O                                    0.05 g / L 
CoCl₂•6H₂O                                     0.0037 g / L 
MnSO₄•H₂O                                     0.0016 g / L 
ZnSO₄•7H₂O                                    0.0014 g / L 
CaCl₂·2H₂O                                     0.4 g / L 
Urea                                                0.3 g/ L 
Peptona                                          0.75 g/ L 
Extracto de levadura                      0.2 g / L 
Cloranfenicol                                   0.5 g / L 
Agar- agar                                       15 g / L 
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• Medio de cultivo con carboximetilcelulosa (MCMC) (Mandels y Reese, 
1957) 

 
Carboximetilcelulosa sodium salt  
Low viscosity                                   10 g/L 
 
(NH₄)₂SO₄                                       1.4 g/ L 
KH₂PO₄                                           2 g/ L 
CaCl₂•2H₂O                                     0.4 g/L 
MgSO₄•7H₂O                                   0.3 g /L      
FeSO₄•7H₂O                                    0.05 g / L 
CoCl₂•6H₂O                                     0.0037 g / L 
MnSO₄•H₂O                                     0.0016 g / L 
ZnSO₄•7H₂O                                    0.0014 g / L 
CaCl₂·2H₂O                                     0.4 g / L 
Urea                                                0.3 g/ L 
Peptona                                          0.75 g/ L 
Extracto de levadura                      0.2 g / L 
Agar- agar                                       15 g / L 
 

• Medio de cultivo celulosa (MC) (Modificado de Ahamed y Vermette, 2009) 

Celulosa microcristalina Avicel®     10 g/L 
(NH₄)₂SO₄                                       1.4 g/ L 
KH₂PO₄                                           2 g/ L 
CaCl₂•2H₂O                                     0.4 g/L 
MgSO₄•7H₂O                                   0.3 g /L      
FeSO₄•7H₂O                                    0.05 g / L 
CoCl₂•6H₂O                                     0.0037 g / L 
MnSO₄•H₂O                                     0.0016 g / L 
ZnSO₄•7H₂O                                    0.0014 g / L 
CaCl₂·2H₂O                                     0.4 g / L 
Glucosa                                        10 g / L 
Urea                                                0.3 g/ L 
Peptona                                          0.75 g/ L 
Extracto de levadura                      0.2 g / L 
Agar- agar                                       15 g / L 
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• Medio de cultivo celulosa- fermentación sumergida (MCFS) (Modificado 
de Ahamed y Vermette, 2008) 
 

Papel de filtro Whatman                 10 g/L 
(NH₄)₂SO₄                                       1.4 g/ L 
KH₂PO₄                                           2 g/ L 
CaCl₂•2H₂O                                     0.4 g/L 
MgSO₄•7H₂O                                   0.3 g /L      
FeSO₄•7H₂O                                    0.05 g / L 
CoCl₂•6H₂O                                     0.0037 g / L 
MnSO₄•H₂O                                     0.0016 g / L 
ZnSO₄•7H₂O                                    0.0014 g / L 
CaCl₂·2H₂O                                     0.4 g / L 
Urea                                                0.3 g/ L 
Peptona                                          0.75 g/ L 
Extracto de levadura                      0.2 g / L 
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Anexo B. . Cuantificación de proteínas.  

• Determinación de proteínas por el método de Bradford (Bradford, 1976) 

1. Se realiza una curva de calibración con albumina de suero bovino como 

patrón tomando concentraciones entre 0,050 y 2 mg*ml⁻¹.  

2. Se utiliza como reactivo azul brillante de Coomassie G-250. Se lee en un 

espectrofotómetro a 595 nm y se realiza ajuste por el método de mínimos 

cuadrados. 

3.  Los patrones y las muestras se procesan adicionando en un tubo 20 µl de 

patrón o extracto enzimático según corresponda, se agrega 1000 µl del 

reactivo de Bradford, se mezcla y se realiza lectura.  
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Anexo C. Cuantificación de azúcares y glucosa 

• Determinación de concentración de azúcares totales de los extractos 
enzimáticos por el método del ácido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, G., 1959).  

Se realiza una curva de calibración con glucosa como patrón tomando 

concentraciones entre 0.1 y 2 mg*ml ⁻¹.  

Se utiliza como reactivo ácido 3,5 dinitrosalicilico. Se lee en un 

espectrofotómetro a a 540 nm y se realiza ajuste por el método de mínimos 

cuadrados.  

Los patrones y las muestras se procesan adicionando 500 µl del extracto 

enzimático, 500 µl de DNS. Se tapa el tubo y se lleva a agua en hervor durante 

5 minutos. 

Finalizados los 5 minutos, se lleva el tubo a choque térmico con  hielo. 

Finalmente se adiciona a cada tubo 5 ml de agua destilada y se leer en 

espectrofotómetro. 

 

• Determinación de glucosa por el método de glucosa oxidasa 

Se utiliza el reactivo del Kit para determinación de glucosa de Byosistem el 

cual contiene: Fosfatos 100 mmol/L, fenol 5 mmol/L, glucosa oxidasa > 10 

U/mL, peroxidasa > 1U/mL, 4-aminoantipirina 0,4 mmol/L, pH 7,5  

 El patrón es proporcionado por el Kit con una concentración de 100 mg/dL  

Los patrones y las muestras se procesan adicionando 10 µl del patrón o del 

sobrenadante de sacarificación según corresponda en 1000µl de reactivo. Se 

incuba por un periodo de 10minutos.  

Finalizado el tiempo se lee a 400 nm en espectrofotómetro. 

Los resultados son expresados en mg*dl ⁻¹ por m ed      

(Absorbancia muestra/ Absorbancia patrón) x Concentración patrón = 

Concentración muestra. 
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Anexo D. Determinación de actividad celulolítica total.  

 

Equipos 

Balanza 

Plancha con calentamiento y termómetro 

Espectrofotómetro 

Micropipeta  

Estufa 

Materiales y reactivos: 

Tubos de vidrio con 50 mg de papel de filtro Whatman N° 1 (26 círculos de 

sacabocados) 

Buffer citrato 50 mM pH 4,8  

Ácido 3,5-dinitrosalicílico DNS 

Agua destilada 

Puntas de 1000 µl  

Vaso de vidrio 

Jarra metálico 

Hielo 

•Procedimiento 

Colocar la plancha con calentamiento a 85 °C y el termómetro a 50 °C. Sobre la 

plancha colocar un vaso de precipitado con 300 ml de agua, en el interior el 

termómetro y dejar calentar hasta lograr la temperatura de 50°C.  

Colocar en los tubos de vidrio 26 círculos de papel de filtro Whatman N°1. 

Adicionarle a los tubos 1 ml de Buffer citrato 50 mM pH 4,8 
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Sumergir los tubos en el agua que previamente fue calentada a 50 °C. 

Una vez lograda la temperatura en los tubos adicionar 500 µl del extracto 

enzimático e incubar durante 1 hora. 

Culminado el tiempo. Tomar 500 µl de la reacción del punto 5 y llevarlos a un tubo 

de vidrio resistente al calor. 

Al tubo que contiene los 500 µl de la reacción agregarle 500 µl de DNS Colocarle 

tapa al tubo y llevarlo a agua en hervor durante 5 minutos. 

Finalizado los 5 minutos, llevar el tubo del punto 7 a un recipiente con hielo. 

Finalmente adicionar a cada tubo 5 ml de agua destilada y leer en 

espectrofotómetro a 540 nm. La variable de respuesta serán las unidades de 

Papel de filtro por mililitro (UPF/mL) determinadas por la fórmula propuesta por 

Ghose, 1987. 
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Anexo E.  Cepas fúngicas colectadas, con el código asignado para el manejo 
de laboratorio y la muestra de la cual fueron aisladas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LMA : Laboratorio de Micología, Ascomycetos 

 

Código Muestra Aislamiento 

   
LMA 1 Madera Aspergillus 
LMA 2 Madera Aspergillus 
LMA 3 Madera Aspergillus 
LMA 4 Madera Trichoderma 
LMA 5 Madera Penicillium 
LMA 6 Madera Penicillium 
LMA 7 Madera Fusarium 
LMA 8 Suelo Aspergillus 
LMA 9 Macromicetos Penicillium 
LMA 10 Madera Trichoderma 
LMA 11 Madera Aspergillus 
LMA 12 Macromicetos  Trichoderma 
LMA 13 Madera Eupenicillium 
LMA 14 Madera Trichoderma 
LMA 15 Madera Aspergillus 
LMA 16 Madera Trichoderma 
LMA 17 Madera Eupenicillium 
LMA 18 Madera Trichoderma 
LMA19 Suelo Beauveria 
LMA 20 Macromicetos Aspergillus 
LMA 21 Macromicetos Aspergillus 
LMA 22 Macromicetos   Aspergillus 
LMA 23 Madera Trichoderma 
LMA 24 Macromicetos Trichoderma 
LMA 25 Macromicetos Aspergillus 
LMA 26 Suelo Aspergillus 
LMA 27 Madera Trichoderma 
LMA 28 Madera Eupenicillium 
LMA 29 Macromicetos Penicillium 
LMA 30 Macromicetos Trichoderma 
LMA 31 Madera Trichoderma 
LMA 32 Macromicetos Trichoderma 
LMA 33 Madera Trichoderma 
LMA 34 Macromicetos Trichoderma 
LMA 35 Macromicetos  Aspergillus 
LMA 36 Macromicetos Aspergillus 
LMA 37 Madera Trichoderma 
LMA 38 Macromicetos Aspergillus 
LMA 39 Macromicetos Trichoderma 
LMA 40 Madera  Trichoderma 
LMA 41 Macromicetos Penicillium 
LMA 42 Macromicetos Penicillium 
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Anexo F. Fotografías  microscópicas y microscópicas de los géneros 
aislados.  

 

Género fúngico Caracteristicas microscopicas 

 

 

Trichoderma spp 

 

 

 

 

 

 

Penicillium spp 

 

 

 

 

 

 

Aspergillus spp 
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Beauveria spp. 

 

 

 

 

Eupenicillium spp. 

 

 

 

 

 

Fusarium spp. 
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Anexo G. Tamaño y halo de hidrólisis de los aislamientos evaluados  

cualitativamente.  

Código Aislamiento Hidrolisis 
(cm) 

Crecimiento(cm) 

LMA 1 Aspergillus 2 1,35 
LMA 2 Aspergillus 3,35 2,3 
LMA 3 Aspergillus 2,5 2,1 
LMA 4 Trichoderma 4,5 6,25 
LMA 5 Penicillium 2 1,65 
LMA 6 Penicillium 2,55 2,05 
LMA 7 Fusarium 2,75 2,75 
LMA 8 Aspergillus 1,85 1,5 
LMA 9 Penicillium 2,9 1,5 
LMA 10 Trichoderma 3,35 5,1 
LMA 11 Aspergillus 1,75 1,2 
LMA 12 Trichoderma 4,4 6,5 
LMA 13 Eupenicillium 1,9 1,35 
LMA 14 Trichoderma 3,2 3 
LMA 15 Aspergillus 3,15 1,75 
LMA 16 Trichoderma 4,5 5,55 
LMA 17 Eupenicillium 2,25 1,9 
LMA 18 Trichoderma 3,15 4,2 
LMA19 Beauveria 4,35 1,6 
LMA 20 Aspergillus 2,85 2,65 
LMA 21 Aspergillus 2 1,55 
LMA 22  Aspergillus 2,1 2,1 
LMA 23 Trichoderma 4,5 6,35 
LMA 24 Trichoderma 3,85 6,05 
LMA 25 Aspergillus 2,2 2,15 
LMA 26 Aspergillus 2,3 2,1 
LMA 27 Trichoderma 3,05 3,7 
LMA 28 Eupenicillium 2,55! 2,2 
LMA 29 Penicillium 3,45 1,9 
LMA 30 Trichoderma 4,9 7,25 
LMA 31 Trichoderma 4,5 6,5 
LMA 32 Trichoderma 5,65 7,75 
LMA 33 Trichoderma 4,1 3,85 
LMA 34 Trichoderma 2,4 2,05 
LMA 35  Aspergillus 0 1,8 
LMA 36 Aspergillus 2,45 2,25 
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LMA 37 Trichoderma 3,65 3,2 
LMA 38 Aspergillus 2,25 1,9 
LMA 39 Trichoderma 4,6 6,75 
LMA 40 Trichoderma 3,5 4,05 
LMA 41 Penicillium 2,9 1,7 
LMA 42 Penicillium 3,15 2,8 
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