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Resumen
Ciertos hongos de pudrición blanca, como Ganoderma sp., son capaces de secretar ligninasas, 
tales como las manganeso peroxidasas y las lacasas. Estas enzimas tienen un alto valor 
económico debido a su potencial para la degradación de residuos agroindustriales, tales 
como los residuos de la actividad piñera, los cuales tienen graves impactos negativos a nivel 
medioambiental en Costa Rica, y se ha resaltado la necesidad de integrar esos desechos a 
algún proceso para convertirlos en productos con mayor valor agregado. El objetivo de esta 
investigación consistió en determinar las condiciones óptimas de una fermentación en estado 
líquido para la producción de enzimas del hongo Ganoderma curtsii. con el potencial para la 
degradación lignocelulósica. Para obtener la mayor actividad enzimática se requirió el uso de 
un medio bajo en nutrientes, con un pH ácido, en ausencia de fibras de piña, y al menos 12 
días de incubación. Los resultados mostraron que es posible el aprovechamiento de residuos 
agrícolas, específicamente enfocado en la integración de rastrojos de la actividad piñera en 
Costa Rica, a un proceso de economía circular. 
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Abstract
Certain white rot fungi, such as Ganoderma sp., are capable of secreting ligninases, such as 
manganese peroxidases and laccases. These enzymes have a high economic value due to their 
potential for the degradation of agroindustrial waste, such as waste from the pineapple activity, 
which has serious negative environmental impacts in Costa Rica, and the need to integrate 
these wastes into products with greater added value has been highlighted. The objective of this 
research was to determine the optimal conditions of a liquid fermentation for the production of 
enzymes from the fungus Ganoderma curtsii with the potential for lignocellulosic degradation. To 
obtain the greatest enzymatic activity, the use of a medium low in nutrients, with an acidic pH, 
in the absence of pineapple fibers, and at least 12 days of incubation was required. The results 
showed that it was possible to use agricultural waste, specifically focused on the integration of 
stubble from the pineapple activity in Costa Rica, into a circular economy process.

Introducción
Actualmente, la actividad piñera en Costa Rica tiene una alta importancia debido a su impacto 
económico, social y ambiental [1]. Dicha relevancia se refleja en el crecimiento acelerado 
de esta industria, impulsado por la venta internacional de piña, según datos de la Secretaría 
Ejecutiva de Planificación Sectorial Agropecuaria (SEPSA) [2]. Sin embargo, la actividad piñera 
ha generado cuestionamientos sobre sus implicaciones negativas, específicamente a nivel 
ecológico y de salud pública [3], debido a los residuos lignocelulósicos que no han logrado 
ser integrados a algún proceso para convertirlos en productos con mayor valor agregado, 
como la alimentación animal o como abono [4] y que generan problemas de contaminación y 
proliferación de plagas [5].
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La valorización de residuos agroindustriales se puede lograr a través de procesos biotecnológicos, 
particularmente mediante el uso de los residuos como sustrato [6]. Por ejemplo, se ha reportado 
el uso de hongos de pudrición blanca en residuos agroindustriales para la producción de 
enzimas [7]. Ciertos hongos de pudrición blanca, como Ganoderma sp., son capaces de 
secretar ligninasas, enzimas con alto valor económico [8], como por ejemplo las manganeso 
peroxidasas y las lacasas [10], las cuales se podrían utilizar para el manejo de residuos de piña, 
entre otros residuos agroindustriales.
En esta investigación se buscó determinar las condiciones óptimas de una fermentación en 
estado líquido del hongo Ganoderma curtisii para la producción de enzimas con potencial 
lignocelulósico, con miras a la generación de alternativas para integrar los residuos de la 
actividad piñera en Costa Rica (rastrojos) a procesos de economía circular.

Materiales y métodos
Material vegetal. El proyecto se realizó en los laboratorios del Centro de Investigación en 
Biotecnología (CIB), del Instituto Tecnológico de Costa Rica (ITCR). El hongo Ganoderma 
curtisii fue obtenido de la Colección de Hongos de la Escuela de Ingeniería Forestal del Instituto 
Tecnológico de Costa Rica (accesión número CIIBI-007A; permiso de acceso a la biodiversidad 
CONAGEBIO N° R-CM-ITCR-002-2022).
Preparación de cultivo en placa de G. curtisii. El cultivo de G. curtisii en placa se realizó en 
medio agar papa-dextrosa (PDA) durante una semana a 30 °C [9].
Medios líquidos para el cultivo de G. curtisii. Se probaron dos medios de cultivo líquido a 
diferentes pH (pH 3.5 y pH 5.5), con el fin de determinar las condiciones óptimas para el cultivo 
del hongo y la producción enzimática: medio control reportado previamente [9] y un medio 
Sabouraud OXOID™ modificado para la producción enzimática (Cuadro 1). Además, ambos 
medios se probaron con 1 g de rastrojo de piña micronizada (3.35 mm, malla #6), como posible 
elicitor de actividad enzimática. 

Cuadro 1. Composición de los medios de cultivo líquidos para el cultivo de Ganoderma curtisii.

Componente
Medio Control [9] Medio Modificado

Concentración Concentración
Agua destilada 1 L 1 L

Glucosa 30 g/L 4 g/L
K2HPO4 0.5 g/L -

KH2HPO4 0.5 g/L -
Peptona 5 g/L 0.8 g/L

Extracto de 
levadura 5 g/L 0.8 g/L

MgSO47H2O 0.5 g/L -
Tiamina 0.05 g/L -

Aceite de oliva 4 mL -
Caldo Sabouraud - 1 g/L

Condiciones de crecimiento del hongo. En Erlenmeyers de 150 mL se montaron, por triplicado, 
cultivos con 75 mL medio (control y modificado) con tres gránulos de G. curtisii obtenido en 
placa y se incubaron a temperatura ambiente y agitación orbital a 100 rpm por 12 días. Se 
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probaron cuatro tratamientos en el medio control y cuatro tratamientos en el medio modificado, 
para evaluar los efectos del nivel de acidez (pH 3.5 y pH 5.5) y de la presencia y ausencia de 
fibra de piña micronizada (Cuadro 2) en la producción enzimática.

Cuadro 2. Nomenclatura asignada a los tratamientos empleados para el 
cultivo de Ganoderma curtisii con residuos del cultivo de piña.

Nomenclatura Composición del medio de cultivo

1AX Medio control con pH 3.5 sin fibra de piña
1BX Medio control con pH 5.5 sin fibra de piña
1AC Medio control con pH 3.5 con fibra de piña
1BC Medio control con pH 5.5 con fibra de piña
2AX Medio Sabouraud modificado con pH 3.5 sin fibra de piña
2BX Medio Sabouraud modificado con pH 5.5 sin fibra de piña
2AC Medio Sabouraud modificado con pH 3.5 con fibra de piña
2BC Medio Sabouraud modificado con pH 5,.5 con fibra de piña

Cuantificación de actividad enzimática. Se evaluó la actividad enzimática de dos ligninasas, 
la manganeso peroxidasa (MnP) y la lacasa (Lac) en muestras de los medios de cultivo 
empleando la metodología descrita por Solano-Meza [10]. Se realizaron cuatro repeticiones 
en cada condición de cultivo. Cada cuatro días, durante 12 días se tomaron muestras de 1 
mL de cada cultivo para su posterior análisis de cuantificación de actividad enzimática en 
espectrofotómetro.
La actividad enzimática de MnP se evaluó utilizando el método de oxidación de rojo fenol 
propuesto por Glenn y Gold [11]. La mezcla de reacción contenía lactato de sodio 25 mM, 
sulfato de manganeso 2 mM, albúmina de huevo al 0.1%, rojo fenol al 2%, amortiguador 
succinato-lactato (pH 4.5) 20 mM, y 150 µL de muestra de medio de cultivo. La reacción se 
inició con peróxido de hidrógeno (2 mM) y se detuvo a los 5 min con hidróxido de sodio (2 N), 
midiendo la absorbancia a 431 nm en un espectrofotómetro UV-VIS. La actividad del MnP (UI) 
es la cantidad de enzima requerida para transformar 1 μmol de rojo fenol y es expresada como 
actividad específica volumétrica (UI/mL) en la fermentación líquida.
La actividad enzimática de Lac se basó en el método de oxidación del radical ABTS (ácido 
2,2›-azino-bis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfónico) descrito por More et al. [12]. La mezcla de 
reacción consistió en 5.0 mM de ABTS, 100 mM de amortiguador acetato de sodio a pH 4.5, y 
150 µL de muestra de medio de cultivo. El cambio en la absorbancia se midió a 420 nm. Una 
unidad de actividad Lac (UI) es definida como la cantidad de enzima requerida para oxidar 1 
μmol de ABTS y se reporta como actividad específica (U/mL) en la fermentación líquida.
Cinética enzimática de G. curtisii bajo las condiciones óptimas. Luego de determinar los 
tratamientos con las mejores condiciones para la actividad enzimática de MnP y Lac, se 
evaluó la cinética enzimática de G. curtsii en términos de MnP y Lac bajo estas condiciones. 
En Erlenmeyers de 250 mL se montaron seis réplicas, con 75 ml del medio optimizado, con 
tres gránulos de G. curtisii obtenido en medio semisólido, a temperatura ambiente, en agitador 
orbital a 100 rpm, durante 12 días. Cada tres días, se tomaron muestras de 1 mL de cada 
cultivo, para su posterior análisis de MnP y Lac como se indicó previamente.
Microscopía electrónica de barrido. En el Laboratorio Institucional de Microscopía (LIM) del 
ITCR se analizaron muestras de rastrojo de piña micronizado, incubado en las condiciones 
óptimas con extracto de G. curtsii por 12 días y 62 días. Se utilizó un microscopio electrónico 
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de barrido (Hitachi TM3000) siguiendo la metodología descrita por [13] para el análisis de 
microscopía electrónica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés). Las muestras se fijaron al 
vacío por 30 min con fijador de Karnovsky, luego de 48 h se realizó un lavado con amortiguador 
Sorensen por 15 min, una post fijación con tetraóxido de osmio (concentración) por dos horas, 
y dos lavados con agua destilada, para su posterior deshidratación por 10 minutos utilizando 
etanol a diferentes concentraciones (30, 50, 70, 80, 90, 95, 100%) y por último, un secado de 
punto crítico con dióxido de carbono. 
Análisis estadístico. Se realizó un análisis de varianza (ANOVA)de tres vías utilizando GraphPad 
Prism v. 10.1.1. a los datos obtenidos en la optimización de producción enzimática, donde se 
analizaron los factores “tipo de medio de cultivo”, “presencia o ausencia de fibra de piña en 
el medio de cultivo” y el “tipo de enzima producida” bajo circunstancias de pH a 3.5 y a 5.5, a 
partir de los resultados del área bajo la curva (AUC) en la cinética enzimática. Adicionalmente, 
se realizó una prueba de análisis de varianza (ANOVA) por el método de Tukey para concluir 
estadísticamente bajo cuáles condiciones se obtuvieron los mejores resultados en obtención de 
producción enzimática, a través del software MINITAB versión 2018®. 

Resultados y discusión
Se analizaron las condiciones óptimas para la actividad enzimática de MnP y Lac producidas 
por G. curtsii. En todos los casos, se obtuvo mayor actividad enzimática de MnP respecto a Lac 
(Figuras 1, 2 y 3). La mejor actividad enzimática de MnP se obtuvo en los medios Sabouraud 
modificados a pH 3.5 y pH 5.5 sin fibra de piña (Figura 3A, medios 2AX y 2BX), mientras que 
la actividad enzimática de Lac fue muy similar en todas las condiciones, con pocas diferencias 
significativas, aunque con resultados levemente mejores en los medios control a pH 3.5 y pH 
5.5 con fibra de piña (Figura 3A, medios 1AC y 1BC).
Se obtuvo poca diferencia significativa entre pH 3.5 y pH 5.5 para la actividad MnP y ningún 
efecto significativo del pH en la actividad Lac (Figura 3, Cuadro 3). Esto concuerda con estudios 
previos, que han mostrado máxima actividad enzimática para las lacasas fúngicas en valores 
de pH entre 2.5 y 6.0 [14], [15], [16], [17] y con un pH óptimo alrededor de 3 [18], [19], y 
máxima actividad enzimática para las manganeso peroxidasas en valores de pH entre 4 y 6 con 
un pH óptimo alrededor de 5 [20], [21]. 
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Figura 1. Cinética de las enzimas manganeso peroxidasa (MnP) (azul) y lacasa (Lac) (rojo) producidas por 
G. curtsii en dos medios de cultivo líquidos (medio control y medio Sabouraud modificado) a pH 3.5 y 5.5 
cada uno, con y sin fibra de piña micronizada (FP), durante 12 días (promedio ± desviación estándar, n = 

4). A) 1AX B) 2AX C) 1BX D) 2BX E) 1AC F) 2AX G)1BC H) 2BC. (GraphPad Prism v. 10.1.1., USA).

No hubo diferencia significativa en la actividad enzimática de MnP y Lac producidas por G. 
curtsii entre el medio de cultivo control y el medio Sabouraud modificado (p > 0.05) (Cuadro 3). 
Esto significa que el medio de cultivo por sí solo no influyó significativamente en la producción 
enzimática por parte del hongo, a pesar de que el medio control está más enriquecido con sales, 
vitaminas y nutrientes respecto al medio Sabouraud modificado, el cual tiene una composición 
más reducida en nutrientes (Cuadro 1).
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Figura 2. Área bajo la curva (promedio ± desviación estándar, n = 4) de la actividad enzimática 
de manganeso peroxidasa (MnP; A) y lacasa (Lac; B) producidas por G. curtisii cultivado 

durante 12 días en medio control y medio Sabouraud modificado, con presencia y ausencia de 
fibra de piña (FP) micronizada, a pH de 3.5 y 5.5. (GraphPad Prism v. 10.1.1., USA).

Cuadro 3. Valor de significancia (p) del análisis de ANOVA de tres vías del área bajo la 
curva de la actividad enzimática de manganeso peroxidasa (MnP) y lacasa (Lac) producidas 

por G. curtisii cultivado durante 12 días en medio control y medio Sabouraud modificado, 
con presencia y ausencia de fibra de piña (FP) micronizada, a pH de 3.5 y 5.5.

Factores
Valor de p

MnP Lac
Fibra de piña (presencia vs. ausencia) 0.0008 ns*

pH (3.5 vs. 5.5) 0.0085 ns*
Medio de cultivo (control vs. Sabouraud modificado) ns* ns*

Fibra de piña x pH x Medio de cultivo 0.0409 ns*

*ns = no significativo con p > 0.05 (GraphPad Prism v. 10.1.1., USA).

La fibra de piña micronizada se agregó al medio de cultivo como un posible inductor de la 
actividad enzimática. Investigaciones previas [22] han demostrado que es posible desencadenar 
la inducción de actividad ligninolítica con la presencia de altos niveles de lignina proveniente 
de sustratos lignocelulósicos naturales, ya que funcionan como un inductor natural y fuente de 
carbono para la producción enzimática. Otros autores han mostrado que al añadir rastrojos 
de piña se ofrece mayor disponibilidad de carbohidratos solubles, compuestos aromáticos y 
microelementos, que sirven como promotores de la producción de enzimas [23]. 
Sin embargo, la mejor fuente de carbono para Lac y MnP es la glucosa [24]. En otros hongos 
de pudrición blanca, un nivel alto de glucosa en el medio de cultivo reprimió la síntesis de 
estas dos enzimas, posiblemente por la represión de catabolitos de carbono, donde los hongos 
asimilan glucosa antes de cambiarse a fuentes de carbono menos favorables, reprimiendo los 
genes que codifican las enzimas lignocelulolíticas para utilizar fuentes secundarias de carbono 
como la lignocelulosa [25]. Esto coincide con los resultados obtenidos, donde la presencia 
de fibra de piña no tuvo efectos significativos en la actividad Lac, y la actividad de la MnP fue 
significativamente mejor en los medios sin fibra de piña (Cuadro 3, Figura 3).
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Figura 3. Actividad enzimática (promedio ± desviación estándar, n = 4) de manganeso peroxidasa (MnP; 
A) y lacasa (Lac; B) producidas por G. curtisii a los 12 días de incubación en medio control y medio 

Sabouraud modificado, con presencia y ausencia de fibra de piña micronizada, a pH de 3.5 y 5.5. Letras 
diferentes indican una diferencia significativa (p < 0.05). (Análisis de varianza ANOVA con el método Tukey 

al 95% de confianza, MINITAB v. 2018; gráfico obtenido mediante GraphPad Prism v. 10.1.1., USA). 

Para la elección del medio de cultivo optimizado, se eligió el medio 2AX (medio Sabouraud 
modificado, pH de 3.5 y sin fibra). Se priorizó la actividad enzimática de MnP, ya que esta 
enzima se produjo en una cantidad considerablemente mayor que Lac. Además, la enzima 
MnP contribuye en gran manera a la obtención de biopulpa, que es de gran interés industrial 
para la elaboración de diversos productos [26], lo cual atribuye a su atractivo económico. 
Adicionalmente, la producción de ambas enzimas mostró una tendencia de aumento bajo 
este tratamiento (Figura 1). Además, el medio Sabouraud modificado presenta menos macro 
y micronutrientes que el medio control, abaratando los costos de eventuales fermentaciones 
(Cuadro 1). 
Al evaluar la cinética de la actividad enzimática de G. curtsii en el tratamiento 2AX (medio 
Sabouraud modificado, pH 3.5 y sin fibra de piña) (Figura 4), la mayor actividad enzimática para 
MnP (1725 U/mL) se presentó a los 12 días, lo cual corresponde con lo reportado con otros 
autores [27], quienes indican que la actividad de MnP aumenta al llegar al 10 día y llega a su 
máximo en el día 15 al utilizar tres hongos de pudrición blanca en residuos lignocelulósicos. 
En el caso de la actividad enzimática de Lac de G. curtsii, se evidenció cómo desde el día 9 
surge una tendencia a su disminución, lo cual coincide con otros estudios donde Lac llega a su 
máxima actividad (1059.2 U/L) en el día 10, después del cual empieza a reducirse [28].

Figura 4. Cinética de las enzimas manganeso peroxidasa (MnP) y lacasa (Lac) 
de Ganoderma curtsii en medio Sabouraud modificado a pH 3.5 durante 12 días 

(promedio ± desviación estándar, n = 6). (GraphPad Prism v. 10.1.1., USA).
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Finalmente, mediante microscopía electrónica de barrido, se observó la ultraestructura de un 
rastrojo de piña micronizado sin ningún tratamiento (Figura 5A y 5B) y de un rastrojo de piña 
sometido a un tiempo de incubación de 12 (Figura 5C y 5D) y de 62 días (Figura 5E y 5F) en 
las condiciones optimizadas de cultivo para Ganoderma curtsii. En las muestras control, los 
rastrojos de piña muestran solamente los efectos del tratamiento mecánico (la molienda de los 
rastrojos), donde se visualizan fibras definidas y pequeños bloques de hojas. Tras solamente 
12 días de degradación, es posible visualizar erosión en la pared celular de las fibras piña así 
como las esporas del hongo Ganoderma curtisii colonizando la lámina celular. Luego de dos 
meses, se observa cómo el tejido vegetal ha sido colonizado por micelio de Ganoderma curtisii, 
el cual es posible reconocer por sus esporas de forma ovalada y su tamaño [29]. En un estudio 
similar de degradación por hongos de pudrición blanca en palma aceitera, estos cambios 
sugieren una modificación de la lignina [30]. Las cavidades microscópicas formadas dentro 
de los tejidos (Figura 5E) y la migración de las hifas fúngicas son signos de una avanzada 
degradación en tejidos vegetales [31].

Figura 5. Microscopía electrónica de barrido (SEM) de rastrojos de piña micronizada 
sin tratamiento (A y B), e incubada por 12 días (C y D) o 2 meses (E y F) con el hongo 

Ganoderma curtisii cultivado en medio líquido Sabouraud modificado a pH 3.5.
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Conclusiones 
Las condiciones óptimas para la producción enzimática de MnP de G. curtsii fueron las 
obtenidas a pH 3.5 en un medio Sabouraud modificado bajo en nutrientes durante un período 
de 12 días. La adición de fibras de piña no mejoró la producción de ninguna de las enzimas de 
interés (MnP y Lac); sin embargo, se verificó la capacidad de ambas enzimas para degradar 
rastrojos de piña. En experimentos futuros, se recomienda utilizar medios de cultivo con mínima 
o nula fuente de carbono en la forma de glucosa, lo cual podría mejorar la producción de estas 
enzimas.
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