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RESUMEN 

 

Los hongos son organismos eucariontes, que se caracterizan por ser inmóviles, presentar 

talos, que pueden ser estructuras ramificadas llamadas micelios o cuerpos más compactos 

denominados basidiocarpos, en lugar de tejidos.Todos los hongos son heterótrofos, es decir, 

requieren materia orgánica preformada que utilizan como fuente de carbono y energía para 

la síntesis de estructuras celulares.En el cuerpo fructífero de los hongos macroscópicos, el 

estípite o pie y el característico píleo o sombrero están conformados por micelio 

ramificado; en la parte inferior del píleo se encuentran las laminillas, mismas que 

constituyen el himenio, lugar donde se forman y se liberan las esporas una vez que el 

cuerpo fructífero ha madurado. 

Los hongos del género Pleurotus son basidiomicetos de pudrición blanca, con un alto valor 

nutricional, propiedades terapéuticas y variadas aplicaciones biotecnológicas. Una de sus 

principales características es su capacidad de degradar compuestos ligninocelulósicos, 

gracias a sus enzimas, dentro de este género encontramos a la especie Pleurotus ostreatus, 

este es un hongo degradador de materia orgánica que se alimenta principalmente de lignina 

y celulosa entre otros, esto debido a que presenta un complejo enzimático en donde 

podemos encontrar a celulasas, hemicelulasa, manganeso peroxidasa (MnP), versátil 

peroxidasa (VP), alcohol aril oxidasa (AAO) y lacasa. 

En esta investigación se realizaron fermentaciones en matraces de 250 ml adicionando 0.5 g 

de espuma de poliuretano (0.5 cm por lado) y 15 ml de medio de cultivo diseñado para la 

producción de enzimas lacasa. Las temperaturas en las que se incubo este hongo fueron 

desde 10 hasta 35 ºC con intervalos de 5 ºC, durante 24 días tomando muestras cada 24 

horas. Las muestras se tomaron por triplicado para cada experimento. Los resultados nos 

muestran que la actividad enzimática fue mayor a 30 ºC con un valor de 62500U/len un 

tiempo de 384 h de incubación. Mientras que para la producción de biomasa y la tasa 

especifica de crecimiento fue mayor a 25 ºC con valores de µ de 0.040 h y de Xmax de 5.13 

g/l respectivamente. En las fermentaciones realizadas a 10 y 35 ºC no se observó 

crecimiento. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

La sistemática de los hongos se está modificando con gran rapidez mediante estudios 

filogenéticos basados en la comparación de secuencias de ADN. Así, actualmente se 

excluye del reino fungí algunos grupos de eucariotas heterótrofos que tradicionalmente se 

consideraban hongos. Por ejemplo, los hongos plasmodiales y mucilaginosos (Myxomycota 

y Dictyiosteliomycota), y los mohos acuáticos (Oomycota). Por el contrario, eucariotas 

unicelulares que se consideraban protistas, hoy se sabe que pertenecen al reino de los 

hongos. Este es el caso de Pneumocystis carinii, un peligro para los humanos 

inmunodeprimidos. Ocurre lo mismo con Microsporidia, organismos carentes de 

mitocondrias que viven como parásitos intracelulares de animales. 

Los estudios moleculares apoyan la separación de los grandes grupos de hongos que se han 

reconocidos tradicionalmente (Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, 

Basidiomycota), Aunque Chytridiomycota y Zygomycota no son grupos monofiléticos, 

sino un conjunto parafilético que representa las primeras líneas de diversificación de los 

hongos (figura 1).  
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Figura 1. Árbol filogenético de los principales linajes de hongos basados en datos moleculares 

(Lutzoni y cols. 2004). 

 

1.1 Generalidades de los hongos 

Alrededor de 70,000 especies de hongos han sido descritas, sin embargo, se estima que 

pueden existir alrededor de 1.5 millones de especies (Hawksworth y cols. 1995). Los 

hongos también son de gran importancia económica ya que tienen efectos tanto negativos 

como positivos en nosotros. Algunos son usados en la industria de la cerveza y la 

champaña, proveen numerosos medicamentos como la penicilina y otros antibióticos, 

hongos comestibles(trufas y colmenillas). Algunos también son estudiados como 

organismos modelo los cuales pueden ser usados para ganar conocimiento de procesos 

básicos tales como la genética, fisiología, bioquímica y biología molecular que pueden ser 

aplicables a muchos organismos (Taylor y cols. 1993). Al mismo tiempo, los hongos han 

contribuido en la perdida de millones de dólares en daños en alimentos completamente 
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echados a perder, destrucción o degradación de materiales usados por el humano y 

enfermedades de plantas sanas así como también en el humano y en los animales(Mueller y 

cols. 2004). 

Los hongos no realizan la fotosíntesis pues son heterótrofos que viven a partir de la materia 

orgánica producida por otros organismos. Pueden reproducirse por esporas o por medio de 

la ramificación de estructuras tubulares y arborescentes llamadas hifas. Una hifa es una 

estructura cilíndrica que consta de una pared celular que recubre a una membrana en cuyo 

interior pueden existir uno o varios núcleos. Además, pueden tener septos que son paredes 

internas que cortan la continuidad del citoplasma dentro de la hifa y en algunos casos estos 

septos pueden presentar poros que permiten el paso del citoplasma, incluyendo a sus 

organelos, estableciendo así, la continuidad citoplásmica dentro de la hifa. Las hifas crecen 

por extensión apical o de las puntas y se multiplican por ramificación. En los extremos de 

estas células es donde se lleva a cabo la asimilación de nutrientes del medio yla excreción 

de las hidrolasas que son enzimas extracelulares necesarias para la degradación de una gran 

variedad de substratos complejos (Herrera y Ulloa 1990,Guzmán y cols. 1993,Alexopoulos 

y cols. 1996). 

Todos los hongos son heterótrofos, es decir, requieren materia orgánica preformada que 

utilizan como fuente de carbono y energía para la síntesis de estructuras celulares. La pared 

rígida (compuesta en mayor proporción por quitina y otros polisacáridos estructurales) con 

la que cuenta la mayoría de las especies fúngicas ligninocelulósicas, les impide fagocitar su 

alimento y por ello deben absorber nutrientes simples y solubles que obtienen mediante la 

degradación de biopolímeros tales como la celulosa, hemicelulosa y lignina, por acción de 

un complejo sistema de enzimas hidrolíticas que liberan al medio (Guzman y cols. 1993, 

Deacon 1993, Moore-Landecker 1996). Al conjunto de hifas ramificadas de los hongos se 

le conoce como micelio, mismo que puede encontrarse en forma monocariótica (un solo 

núcleo) o dicariótica (dos núcleos). En el caso de los basidiomicetos, bajo condiciones 

fisiológicas ambientales específicas, el micelio dicariótico comienza a formar estructuras 

reproductoras denominadas cuerpos fructíferos (también llamados carpóforos, esporóforos 

o basidiocarpos) y este proceso es acompañado por la transcripción de genes específicos 

que producen abundante ácido ribonucleico mensajero (ARNm) (Futoshi y cols. 2004). En 
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el cuerpo fructífero de los hongos macroscópicos, el estípite o pie y el característico píleo o 

sombrero están conformados por micelio ramificado; en la parte inferior del píleo se 

encuentran las laminillas, mismas que constituyen el himenio, lugar donde se forman y se 

liberan las esporas una vez que el cuerpo fructífero ha madurado. 

Los basidiomicotas son los hongos más conocidos. Se caracterizan por formar basidios, 

células donde se producen externamente esporas sexuales (basidiosporas) tras la cariogamia 

y la meiosis. Algunos basidiomicetes tienen ciclos vitales muy complejos, especialmente 

algunos hongos patógenos como las royas (Uredinales, Basidiomycota), que pueden tener 

dos hospedantes distintos y hasta cinco tipos diferentes de estructuras productoras de 

esporas. 

 

1.2 Características de Pleurotus spp. 

El cultivo de hongos comestibles es una industria biotecnológica en continuo proceso de 

expansión y que poco a poco va cobrando mayor importancia en el ámbito económico de 

muchos países. Hasta 1980, las cuatro especies de hongos comestibles más importantespor 

su cultivo eran Agaricus bisporus (champiñón), Pleurotus spp. (Seta, ostra), Lentinula 

edodes (Shiitake) y Volvariella volvácea. Desde entonces el género Agaricus ha sido el 

hongo comestible más cultivado y consumido en Europa, Norteamérica y México. Por su 

parte, Lentinula edodes es producido en su mayor parte en Japón, Volvariella en países 

Asiáticos y Pleurotus en México y Sudamérica(Chang 1999). 

En lo que se refiere a los hongos del género Pleurotus, han incrementado su popularidad 

mundial en los últimos años,debido a su habilidad para crecer en un amplio intervalo de 

temperaturas y su capacidad para utilizar como sustrato diversos materiales ricos en lignina 

y celulosa tales como rastrojo de maíz, paja de cereales (Bonatti y col., 2004), papel 

(Baysal y cols. 2003), pulpa de café (Salmones y cols. 2005), viruta de madera (Pérez y 

Mata 2005), residuos vegetales así como desechos ligninocelulósicos de la industria 

alimenticia (Cohen y cols. 2002, Shashirekha y cols. 2002); para la preparación y 

acondicionamiento de estos sustratos, se han utilizado varias técnicas tales como la 
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inmersión en agua caliente, pasteurización, esterilización con inyección de vapor, 

composteo, etc. (Vogel y Salmones 2000, Valencia del Toro 2003, Moda y cols. 2005). 

 

1.3 Ciclo de vida de Pleurotus spp. 

En el ciclo de vida de los Basidiomicetos, se presentan tres fenómenos importantes (Moore-

Landecker 1996, Herrera y Ulloa 1998): 

 Plasmogamia o anastomosis: Fusión de dos células del micelio que se aparean, a 

través de la cual los núcleos de dos cepas coexisten en un citoplasma común. 

 Cariogamia: Fusión de los núcleos. 

 Meiosis: División nuclear en la cual el número de cromosomas es reducido del 

estado diploide al estado haploide. 

Como se muestra en la figura 2, la fase haploide se presenta cuando existe un número n de 

cromosomas y las células o grupos de células en este estado se denomina haplontes. La fase 

diploide se obtiene cuando hay un número 2n de cromosomas y las células o grupos 

decélulas en este estado se llaman diplontes. En algunos basidiomicetes como en el caso de 

Pleurotus, la cariogamia no se lleva a cabo de manera inmediata a la plasmogamia de tal 

forma que se produce una fase dicariótica o dicariofase en la cual, se obtiene una célula 

denominada dicariocito o dicariote misma que posee dos núcleos con diferentes factores de 

incompatibilidad y cada uno de ellos se conoce como dicarión (Herrera y Ulloa 1998). 



19 
 

 

Figura 2.Ciclo sexual de Pleurotus. 

 

 

La fase dicariótica es prerrequisitos para que se lleve a cabo la reproducción sexual del 

hongo aunque el micelio puede permanecer en estado vegetativo de manera ilimitada y 

normalmente solo en este estado del desarrollo se pueden formar células especializadas 

como los basidios que son las estructura en las cuales se lleva a cabo la cariogamia dando 

comienzo a la fase diploide la cual está limitada a una generación nuclear simple y que 

inmediatamente después da paso al proceso de meiosis (Koltin y cols. 1972). 

De manera general, durante el ciclo biológico de Pleurotus, se presentan tres fases del 

desarrollo micelial correspondientes a los tipos primario, secundario y terciario. El micelio 

primario se forma a partir de la germinación de una basidiospora y está constituido por 

hifas en estado haploide cuyo único núcleo en cada compartimiento celular se encuentra 

separado por una estructura denominada septo o doliporo. El micelio secundario por su 

parte consta de células binucleadas o dicarióticas, derivada del micelioprimario y se 

caracteriza por la presencia de fíbulas (estructuras que permiten la migración nuclear entre 

hifas en proceso continuo de elongación, figura 3) y finalmente, el micelio terciario se 

origina a partir del micelio secundario, se encuentra organizado en tejidos especializados 

que forman los cuerpos fructíferos y es el tipo de micelio característico en la reproducción 
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sexual de este basidiomiceto (Koltin y cols. 1972, Guzmán y cols. 1993, Herrera y Ulloa 

1998). 

 

Figura 3. Micrografías de micelios de Pleurotus spp. (a) dicariótico (con fíbulas) y (b) 

monocariótico (sin fíbulas). 

 

 

En la figura 4 se puede apreciar el ciclo de vida de las especies pertenecientes al género 

Pleurotus mediante el cual, la germinación de una basidiospora produce el desarrollo de 

hifas filamentosas monocarióticas y haploides quienes al ramificarse conforman el micelio, 

mismo que continua creciendo de forma monocariótica hasta que pueda realizarse la 

plasmogamia con otro micelio contiguo que sea sexualmente compatible. Después de que 

ambas células se fusionan, el septo o doliporo (que permanecía cerrado para evitar el 

intercambio intracelular) se abre para que pueda ocurrir la migración nuclear y 

posteriormente la formación del micelio secundario dicariótico mediante la división 

conjugada simultanea de los dos núcleos iniciales y la distribución de los pares de núcleos 

hermanos compatibles o dicariones en las células hijas. Una vez formado el cuerpo 

fructífero, a partir del micelio indiferenciado generado por crecimiento vegetativo, se llevan 

a cabo los procesos de cariogamia y meiosis. Como producto de este último, se obtienen 

núcleos haploides (quienes poseen de manera aislada un factor de incompatibilidad), que 

emigran a una tétrada de esporas formadas en la parte externa del basidio y una vez allí, son 

liberados durante el proceso de esporulación del basidiocarpo maduro. Si encuentran 

condiciones ambientales apropiadas, estas basidiosporas germinan produciendo micelio 
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monocariótico y comienza nuevamente el ciclo (Larraya y cols. 1999,Ramírez y cols. 2000, 

Valencia del Toro 2002). 

 

Figura 4. Ciclo de vida de Pleurotus spp. (Valencia del Toro 2002). 

 

1.4 Importancia ambiental de Pleurotus spp. 

Los hongos del género Pleurotus son basidiomicetos de pudrición blanca, con un alto valor 

nutricional, propiedades terapéuticas y variadas aplicaciones biotecnológicas. Una de sus 

principales características es su capacidad de degradar compuestos ligninocelulósicos, 

gracias a sus enzimas. 

Al igual que la celulosa, la lignina es un biopolímero vegetal muy abundante en la biosfera; 

es un compuesto aromático que provee rigidez, impermeabilidad al agua y resistencia al 

ataque microbiano hacia las paredes vegetales; debido a sus características estructurales, 

este compuesto impone una barrera física y química que restringe su degradabilidad 

(Coheny cols. 2002). Los sustratos utilizados para el cultivo de basidiomicetes, están 
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conformados básicamente por compuestos ligninocelulósicos y para degradarlos, estos 

organismos poseen un complejo sistema enzimático entre las que destacan las enzimas 

celulasas, hemicelulasa, manganeso peroxidasa (MnP), versátil peroxidasa (VP), alcohol 

aril oxidasa (AAO) y lacasa, mismas que son capaces de hidrolizar los polímeros de 

celulosa, hemicelulosa y lignina de diversos materiales. 

 

1.5 Pleurotus ostreatus 

La producción de Pleurotus ostreatus que es un hongo comestible, se ha realizado a 

pequeña escala, debido a que la tecnología no es conocida por la gran mayoría de 

productores. La tecnología empleada hasta ahora por los pequeños y medianos productores 

está basada en el manejo incorrecto de información, generando pérdidas económicas a los 

productores de hongos comestibles en las comunidades rurales (Martínez y cols. 2000). La 

tecnología aplicada al cultivo de hongos comestibles permite obtener grandes producciones 

en relativamente poco espacio, tiene una amplia aceptación a nivel urbano y rural por sus 

propiedades alimenticias, ya que el hongo seta representa un alimento con 350 calorías 

comparado con la carne roja que solo contiene 150 calorías o el pescado que contiene 101.  

La población rural conoce este hongo con los nombres de “hongo seta”, “hongo del 

maguey”, “hongo blanco”, “hongo del rastrojo”, y “hongo de la pulpa de café” (Guzmán 

1997). A nivel comercial se han obtenido sus fructificaciones en paja de cebada, paja de 

trigo y pulpa de café (Guzmán y cols.1993). 

 

1.6 Fisiología dePleurotus ostreatus 

Pleurotus ostreatus es un hongo degradador de materia orgánica que se alimenta 

principalmente de lignina y celulosa. La lignina y celulosa son azucares que se encuentran 

disponibles en la materia, por ejemplo la paja, rastrojo de maíz, caña, trigo, cebada, etc. 

(Bermúdez y cols. 2003). 

El micelio tiene a su disposición la fuente de carbono que constituye la base nutricional. 

Todos los hongos necesitan este tipo de fuente dado que están desprovistos de clorofila, y 

no pueden realizar la fotosíntesis. Por ese motivo pueden vivir y prosperar sobre materia 

orgánica muerta (Rodríguez 2007). 
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1.7 Morfología dePleurotus ostreatus 

El cuerpo de las setas se constituye principalmente de: Sombrero (Pileo), Pie reducido 

(Estípite) y Laminas (Himenio) (Bermúdez y cols. 2003). 

Sombrero: Tiene forma de paraguas, más o menos circular, su desarrollo se da en forma de 

una ostra u oreja, figura 5. (Gaitán y cols. 2006). 

 

Figura 5. Morfología de Pleurotus 

ostreatus(http://www.hydrenvironment.com.mx/catalogo/index.php?mainpage=page&id=130&chapter=12). 

 

Laminas: Están dispuestas radialmente como las varillas de un paraguas, que van desde el 

pie o tallo que lo sostiene, hasta el borde. Son anchas, espaciadas unas de otras, blancas o 

crema, a veces bifurcadas, y en ellas se producen las esporas destinadas a la reproducción 

de la especie (Clyde 1964). 

Pie: Es firme, blanco, algo peludo en la base, (García 1986). Muy corto, algo lateral u 

oblicuo, ligeramente duro, con el principio de las laminillas en la parte de arriba, (López 

2002). 

Esporada: Pálida, con ligero tono gris rosado, (García 1986). 

Esporas: Son blancas a cremosas, cilíndricas de 8-11×3-4 µm, hialinas y lisas (figura 6) 

(Clyde 1964). 

 

 

http://www.hydrenvironment.com.mx/catalogo/index.php?main
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Figura 6. Esporas de Pleurotus ostreatus (Tomado de Escobedo disponible en línea en formato 

PDF). 

 

1.8 Fermentación sólida. 

La fermentación sólida puede ser definida corno un cultivo de microorganismosadheridos a 

un soporte sólido poroso y humedecido en el cual el medio líquido estáextendido en una 

capa muy fina en contacto con una interface aérea. Las bacterias,levaduras y hongos son los 

microorganismos que pueden crecer en fermentaciónsólida, pero la mayoría de las 

investigaciones se llevan a cabo con hongosfilamentosos. El crecimiento en forma de 

micelio y su tolerancia a bajas actividadesde agua y condiciones de alta osmolaridad hacen 

que los hongos sean la microfloranatural más adecuada para la fermentación sólida. 

La fermentación en medio sólido (FMS) se ha utilizado durante siglos para lafabricación de 

alimentos, bebidas y otros productos (Mitchell y cols. 2000). En tiemposrecientes, la 

aplicación de procesos biotecnológicos que involucran la FMS hagenerado gran interés 

debido a que estos procesos se han convertido en unaherramienta biotecnológica importante 

para la producción de diferentes bioproductos(Pandey 1992,Pandey 1994, Pandey, 

1996Pandey y cols. 2000, Pandey cols. 2001) como enzimas, ácidos orgánicos, etanol, 

biogás, antibióticos,surfactantes, biopesticidas, entre otros. Se han sugerido variasventajas 

de la fermentación sólida sobre la fermentación líquida (Mitchell y cols. 2000)entre las que 

destacan la menor represión catabólica, la alta productividad deenzimas y la mayor 

concentración de enzimas (Romero-Gómez y cols. 2000). 
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Aproximadamente el 90% de todas las enzimas industriales son producidas 

porfermentación líquida usando frecuentemente microorganismos 

manipuladosgenéticamente. Por otro lado, todas lasenzimas pueden ser producidas por 

FMS con microorganismos sin manipular (Hölker y cols.2004). 

La FMS se ha utilizado por siglos, en un principio para la producción de alimentos, en las 

últimas 2 o 3 décadas el interés por los procesos de fermentación sólida se ha orientado a la 

síntesis de bioproductos como antibióticos (Barrios-Gonzáles y Mejía 1996), metabolitos 

secundarios (Trejo-Hernández y cols. 1992), entre otros. 

Existen varios aspectos importantes que deben ser considerados para el desarrollo de 

cualquier bioproceso en FMS. Estos incluyen, la selección del microorganismo apropiado, 

la selección del sustrato, la cantidad de agua en el sistema, entre otros. 

 

1.9 Microorganismos utilizados en FMS 

Bacterias, levaduras y hongos pueden crecer en sustratos sólidos con aplicación enprocesos 

de fermentación sólida. Las bacterias se utilizan principalmente encomposteo, ensilaje y 

algunos procesos de alimentos (Doelle y cols. 1992). Laslevaduras pueden ser usadas en la 

producción de etanol y alimentos (Saucedo-Castañeda y cols. 1992). 

Los hongos filamentosos es el grupo de microorganismos más importante usado enlos 

procesos de FMS debido a sus propiedades fisiológicas, bioquímicas yenzimológicas 

(Raimbault 1998). 

Los hongos filamentosos tienen características que presentan una ventaja sobre los 

organismos unicelulares. Las hifas pueden crecer en busca de nutrientes disponibles,además 

muchos hongos filamentosos producen enzimas hidrolíticas como amilasas, celulasas, 

proteasas y lipasas para degradar las macromoléculas de los sustratos sólidos (Mitchell y 

cols. 2000). 

 

1.10 Humedad y Actividad de Agua (AW) en FMS 

Una de las características más importantes de la fermentación en medio sólido es la baja 

disponibilidad de agua en el sistema. La actividad de agua es un importante control de 
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crecimiento microbiano y es menor que la encontrada en fermentaciónlíquida. Valores de 

Aw entre 0.95-0.98 pueden ser considerados típicos para sustratos sólidos, estos valores son 

ideales para el crecimiento de muchos hongos, especialmente hongos filamentosos, los 

cuales tienen un crecimiento óptimo a Aw de 0.96-0.98 y aún pueden crecer a Aw de 0.9. 

Como resultado de esto, la mayoría de los procesos de FMS utiliza hongos filamentosos. 

En contraste muchas bacterias y levaduras crecen a actividades de agua de 

aproximadamente 0.99, este crecimiento disminuye cuando la Aw baja y es completamente 

inhibido a actividades de agua de 0.9 (Mitchell y cols. 2000). 

El nivel de humedad en los procesos de FMS puede variar entre 30 y 85% y tiene un 

marcado efecto en la cinética de crecimiento (Oriol y cols. 1988). 

El óptimo contenido de humedad para el crecimiento y la utilización de sustratos varían 

entre 40 y 70% pero depende del microorganismo y del sustrato usado para el cultivo 

(Raimbault 1998). 

 

1.11 Soportes utilizados en FMS 

Dos tipos de sistemas de FMS pueden ser distinguidos dependiendo de la naturaleza de la 

fase sólida usada. El primero y más comúnmente usado (y el más estudiado) involucra 

sistemas de cultivo en materiales naturales. El segundo sistema que es menos usado, se basa 

en cultivos con soportes inertes impregnados con medios líquidos definidos (Ooijkaas y 

cols. 2000). 

Los sustratos naturales usados en FMS sirven como soporte y como fuente denutrientes, 

esto es una desventaja ya que la fuente de carbono forma parte de suestructura (Ooijkaas y 

cols. 2000). Durante el crecimiento del microorganismo elsustrato sólido es degradado y 

como resultado la geometría y las característicasfísicas del medio cambian y 

consecuentemente la transferencia de masa y calorpueden disminuir (Barrios-González y 

Mejía 1996). 

Los soportes inertes del segundo sistema pueden ser de origen natural y sólo sirven como 

punto de anclaje para los microorganismos. Estos materiales incluyen cáñamo, perlita, 

espuma de poliuretano (PUF), bagazo de caña y vermiculita (Ooijkaas y cols. 2000). 
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Una de las ventajas de los soportes inertes sobre los sustratos naturales es la menor 

dificultad para recuperar los productos. Por ejemplo, las esporas de Penicillium roquefortii 

formadas dentro de granos de trigo sólo pueden recuperarse rompiendo el sustrato, mientras 

que las esporas producidas en partículas de pozolano (material volcánico) pueden 

recuperarse rápidamente sin destruir el soporte, por lo tanto, el proceso de recuperación se 

simplifica y el soporte puede ser reusado (Larroche y Gros 1989). 

Otras ventajas de los soportes inertes son: 1) Se puede diseñar un medio de producción 

adecuado y 2) Los balances de masa para procesos de modelamiento más avanzados y 

procesos de control son más fácilmente establecidos (Zhu 1994) debido a que las 

concentraciones de todos los nutrientes del medio de producción son conocidas y pueden 

ser analizadas (Ooijkaas y cols. 2000). 

Para la utilización de soportes inertes impregnados con medios definidos en fermentación 

en medio sólido deben considerarse aspectos como costos y disponibilidad del soporte, 

factibilidad económica de utilizar un medio sintético o semisintético, impacto ambiental de 

los residuos sólidos generados, costos del proceso y formulación, costo de los registros y 

por supuesto el valor del producto (Ooijkaas y cols. 2000). 

 

1.12 Poliuretano 

Un novedoso método de fermentación en estado sólido se ha desarrollado utilizando (PUF) 

como soporte inerte impregnando sobre él un medio de cultivo líquido sintético, donde se 

simula lacomposición nutricional y condiciones de cultivo que anteriormente se llevaba a 

cabo en salvado de trigo. Con este sistema, la biomasa, que es un parámetro importante 

para la evaluación de la fermentación en estado sólido puede ser medido directamente (Zhu 

y cols.1994). El PUF anteriormente fue utilizado por Fujishima en 1972 para la producción 

enzimática de varias especies de hongos. En 1994 Zhu y col.,utilizaron PUF para producir 

nucleasas P1 de Penicillium citrinium. Desde entonces el PUF ha sido utilizado más como 

un proceso de inmovilización celular que como un proceso limpio de producción 

enzimática para la búsqueda de diseño de reactores más eficientes (inmovilización, 

detoxificación, obtención de metabolitos). 
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La composición del medio de cultivo es factor importante ya que influye sobre la 

diversidad y la calidad de las enzimas. La producción de enzimas en medio sólido con 

medios de cultivo sintéticos impregnados sobre soporte inerte, permite estudiar el 

comportamiento de los hongos filamentosos con relación a la composición del medio de 

cultivo, la influencia de la actividad del agua, la liberación de calor, así como la influencia 

de la transferencia de gases. La recuperación de metabolitos en estas condiciones se realiza 

por prensado lo que permite obtener un producto concentrado. En cultivos sólidos en los 

cuales el soporte es también el substrato, es difícil evaluar la influencia de un solo factor 

sobre el comportamiento de un microorganismo ya que en gran parte, estos substratos son 

muy complejos y dada su composición se dificulta la determinación de los diferentes 

parámetros importantes en cultivos sólidos (Oriol y cols. 1988). 

El uso de este soporte permite regular perfectamente la presencia de inductores que 

determinan la producción de enzimas. Otra ventaja es que el poliuretano es no 

biodegradable, lo que permite llevar a cabo la determinación del peso seco real del hongo 

por gravimetría. La tercera ventaja está en la porosidad del material, que permite que los 

espacios del poliuretano se llenen de aire que es fácilmente utilizado por el hongo yque 

cumple con todas los requerimientos estipulados por Raimbault (1998) como necesarios 

para un soporte inerte de fermentación sólida. 

 

1.13 Lacasas 

Las lacasas (p-difenol: oxígeno oxidoreductasa E.C. 1.10.3.2) han sido estudiadas 

por más de cien años. Son enzimas que catalizan la oxidación de sustratos utilizando al 

oxígeno molecular como aceptor de electrones.Estas enzimas deben su nombre a que 

fueron primeramente aisladas de los exudados del árbol japonés, Rhus vernicifera (Yoshida 

1883). Posteriormente caracterizadas por Bertrand en 1895. 

La lacasa fúngica típica es una proteína de aproximadamente 60-70 kDa con un punto 

isoeléctrico ácido de alrededor de pH 4.0, y con un óptimo de actividad entre 50°C y 70°C 

(Baldrian 2006). Es una glicoproteína cuya glicosilación es responsable de la estabilidad 

estructural de la enzima (Vite-Vallejo y cols. 2009). También se ha encontrado que protege 

a la enzima de la proteólisis y la inactivación por radicales libres (Morozova y cols. 2007). 
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La lacasa es una enzima comúnmente monomérica que normalmente contiene 4 átomos de 

cobre unidos a 3 sitios redox, clasificados de acuerdo a sus características espectroscópicas 

(Battistuzzi y cols. 2005): El sitio tipo 1 (T1) es mononuclear y le confiere el color azul a la 

enzima en solución y se caracteriza por una banda de absorción a 600 nm (5000 M-1 cm-1) 

(Morozova y cols. 2007). El sitio tipo 2 (T2) también es mononuclear y presenta una 

geometría metálica trigonal y propiedades de resonancia paramagnética 

nuclearcomparables con los complejos tetragonales de Cu(II). Finalmente, el sitio tipo 3 

(T3) es dinuclear y presenta un estado basal diamagnético que se origina por el 

acoplamiento antiferromagnético fuerte entre los dos iones Cu(II), conectados por un ión 

hidroxilo. En el sitio T1 el sustrato interactúa con la enzima y se lleva a cabo la sustracción 

de un electrón, mientras que en el sitio T2/T3 se lleva a cabo la reducción del oxígeno a 

agua (figura 7). 

 

Figura 7. Estructura terciaria de la enzima lacasa (Viikari 2006). 

 

Las lacasas son producidas por muchos hongos de pudrición blanca, pero su importancia 

como enzima delignificante varia en diferente especie. Las lacasas además cumplen otros 
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roles, como en la morfogénesis del hongo, formación de cuerpos fructíferos, 

conidiogénesis, coloración y biosíntesis de melanina, y patogénesis (Thurston1994).Forman 

parte de las enzimas ligninolíticas que presentan los hongos de pudrición blanca para 

degradar a la lignina. Requieren cobre y oxígeno para oxidar fenoles, polifenoles, aminas 

aromáticas y diferentes sustratos no fenólicos (Claus 2003), lo que permite que se lleve a 

cabo la polimerización, dipolimerización, metilación y/o dimetilación de compuestos 

fenólicos (Edens y cols. 1999). Son enzimas que tiene gran importancia biotecnológica 

debido a sus diferentes aplicaciones: clarificación del vino, análisis de drogas, 

delignificación y procesos de biorremediación. Las especies del género Pleurotus son 

organismos de gran interés para la obtención de estas enzimas, debido a que pertenecen a 

los hongos de pudrición blanca, sin embargo, la actividad de lacasas depende en gran 

medida de la especie y cepa que se utilice para su producción así como de las condiciones 

de desarrollo. 

Se consideran que las lacasas fúngicas juegan un rol en la degradación de lignina y/o 

remover fenoles potencialmente tóxicos durante la morfogénesis, esporulación, o 

fitopatogénesis y virulencias fúngicas (Gianfreda y cols. 1999). El rol de las lacasas en la 

degradación de lignina (figura 8) y compuestos fenólicos ha sido evaluada en un gran 

número de aplicaciones biotecnológicas como la degradación de tintes y en la 

biorremediación de algunos químicos tóxicos de uso común (Wong y Yu 1999, Glen y 

Gold 1983, Swammy y Ramsay 1999, Mayer y Staples 2002). 
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Figura 8. Estructura química de la Lignina (Leonowicz y cols. 1999). 

 

Las lacasas catalizan el rompimiento de los enlaces del Cα-Cβ en los dímeros β-1 y β-O-4 

por la oxidación del carbono α y por el rompimiento de los enlaces alkyl-aryl (figura 9) 

(Higuchi 1989, Youn y cols. 1995). También puede modificar la lignin-DHP sintética 

formando productos de agua soluble (Iimuray cols.  1995) y causa demetoxilación 

(Eriksson  y cols. 1990).  
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Figura 9. Ciclo catalítico de lacasa (Solomon y cols.1996). 

 

1.14 Usos potenciales de las lacasas 

La baja especificidad de la lacasa es una característica que ha sido explotada en una gran 

variedad de procesos industriales. La función natural de la lacasa, la degradación de lignina, 

ha sido utilizada principalmente por la industria de la producción de papel. En 1997 Novo 

Nordisk patentó el sistema Lignozym® que utiliza un sistema lacasa-mediador para 

disminuir el contenido de lignina y aumentar la brillantez del papel (Call y Mücke 1997). 

Este mismo sistema ha sido aplicado en la industria alimentaria para la clarificación de 

jugos, cervezas y vinos (Rodríguez-Couto y Toca-Herrera 2006). La lacasa tiene un 

potencial importante en procesos de biorremediación debido a su eficiencia en la 

transformación de contaminantes como hidrocarburos poliaromáticos, plaguicidas, 

explosivos, disruptores endócrinos, bifenilospoliclorados y colorantes sintéticos, entre otros 

(Pointing 2001). Por su capacidad de transformar gran variedad de colorantes industriales, 

se ha sugerido su uso tanto para el saneamiento de efluentes de plantas industriales como 

para el tratamiento de fibras textiles (Rodríguez y cols. 1999, Robinson y Nigam 2008.). En 
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1996 Novozyme patentó un producto basado en la lacasa llamado DeniLite® y en la 

actualidad es utilizado ampliamente en la producción de mezclilla (Rodríguez-Couto y 

Toca-Herrera 2006). La industria cosmética también ha aprovechado la capacidad de 

decoloración de esta enzima para sustituir al H2O2 en los tintes para el cabello (Yoshino y 

cols. 2001), e incluso es utilizada en formulaciones para el aclarado de la piel (Rodríguez-

Couto y Toca- Herrera 2006). En la industria farmacéutica puede ser utilizada para la 

síntesis de antibióticos, como cefalosporinas, y nuevas variedades de penicilinas, así como 

para llevar a cabo reacciones de acoplamiento de compuestos fenólicos y para la 

producción de polímeros biológicamente activos (Witayakran y Ragauskas 2009). Al 

generar un flujo de electrones durante la catálisis, la lacasa se ha utilizado para la 

fabricación de biosensores. Por ejemplo, para la detección de compuestos fenólicos en el 

vino (Fernandes y Rebelo 2009), determinar la presencia de morfina y codeína, de algunos 

tipos de flavonoides, e incluso de algunos neurotransmisores (Rodríguez-Couto y Toca-

Herrera 2006). Esta misma característica se ha explotado para la producción de celdas de 

combustible como una fuente de energía limpia (Szot y cols. 2009). Una ventaja más de la 

lacasa es que sus aplicaciones pueden ampliarse a través del uso de mediadores, por lo que 

el diseño de nuevos compuestos que sean mediadores eficientes y no tóxicos es de suma 

importancia (Torres-Duarte y cols. 2009). Por ejemplo, en la transformación de 

hidrocarburos aromáticospolicíclicos la actividad mejoró significativamente en presencia de 

mediadores (Vandertol-Vanier y cols. 2002, Pickard y cols. 1999). Por otro lado, las 

técnicas de inmovilización deben ser mejoradas con el fin de lograr que la enzima sea 

reusable y estable por largos tiempos y así facilitar su aplicación tanto en procesos a gran 

escala como en sistemas nanométricos. 

Las lacasas son enzimas extracelulares y tienen baja especificidad de sustrato, es decir, 

oxidan un amplio rango de sustratos (difenoles simples; fenoles sustituidos por un grupo 

metoxi, diaminas, etc.)(Tabla 1). 
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Tabla 1. Sustratos posibles de las lacasas (Saparrat 2000) 

Sustratos posibles de las lacasas (Saparrat 2000) 

 

 

 

Sustratos fenólicos 

Ác. Protocatéquico  
Ac. Siríngico  
Ac. Vainíllico  
Catecol  
2,6-dimetoxi-p-hidroquinona  
2,6-dimetoxifenol  
Guayacol  

p-hidroquinona  

o-metoxifenol  

p-metoxifenol  

rojo fenol  

siringaldehído  

vainillina 

Sustratos no fenólicos ABTS  

p-anisidina  

 

 

No sustrato 

AHV  

4-clorofenol  

fenol  

m-metoxifenol  

p-nitrofenol  

pentaclorofenol  

tirosina  

 

En biotecnología se ha desarrollado el adecuado uso del potencial de las enzimas lacasas en 

grandes cantidades. La producción de lacasas se ve afectada por ciertos factores de  la 

fermentación como son, la composición del medio, el pH, la temperatura y la aireación. 

Esto ha sido reportado describiendo un incremento en la producción de lacasas 

extracelulares en muchas especies de hongos de pudrición blanca que pueden crecer en 

sustratos naturales, como en el tallo de algodón, salvado de trigo y cebada de trigo (Ardon y 

cols. 1996, Kahraman y Gurdal 2002, Souza y cols. 2002, Couto y cols. 2002). 

Muchos trabajos han investigado el efecto de la temperatura y el pH en hongos de 

pudrición blanca para la biorremediación de diferentes compuestos. El efecto de ambos 

factores varía en diferentes sustratos estudiados. Se ha reportado que la temperatura y el pH 

óptimos identificados en los basidiomicetos de pudrición blanca usados en la decoloración 

de algodón se encontraron que es de 27ºC y un pH de 4-5 respectivamente (Zhang y 

cols.1999). 



35 
 

La eficiencia de estas enzimas depende del potencial redox del (T1)(Cu1). Por ejemplo, se 

ha mostrado que en el caso de sustratos N-OH esta dependencia es lineal (Xu y cols. 2000).  

En general se buscan lacasas con alto potencial redox para aplicaciones biotecnológicas. 

 

1.15 Temperatura 

La temperatura es un factor que influye en el crecimiento de los microorganismos y en la 

formación del producto durante el cultivo sólido. Conforme la temperatura aumenta, las 

velocidades de las reacciones químicas y enzimáticas, que ocurren en el interior de las 

células de los microorganismos, se vuelven cada vez más rápidas, al igual que la velocidad 

de crecimiento. Sin embargo, hay un límite de temperatura dentro del cual las funciones 

metabólicas pueden ocurrir y, cuando este se sobrepasa, las funciones celulares empiezan a 

decaer drásticamente (figura 10). 

 

 

Figura 10. Efecto de la temperatura en los procesos que ocurren en las células de los 

microorganismos(Tomado de Brock 1993). 
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En cultivo sólido, la variación de temperatura puede acelerar ó desacelerar la velocidad 

deproducción de enzimas lignocelulolíticas (Tao y cols.1997), incrementar ó mermar su 

producción (Jecu, 2000; Azin y cols. 2007), y detener la producción por completo (Shah y 

Madamwar 2005). En otros casos, la temperatura de cultivo puede ocasionar perdidas 

excesivas de agua de los soportes usados para la producción de enzimas, afectando 

seriamente la producción de estas (Mazutti y cols.2007). Por ello, la temperatura debe ser 

explorada con el objetivo de elevar la producción de enzimas lignocelulolíticas durante el 

cultivo sólido. 

 

1.16 Temperatura de crecimiento de los microorganismos 

En la naturaleza existe una gran variedad de microorganismos que pueden crecer a 

distintastemperaturas, por lo que se les ha clasificado con base en esta, en tres grupos 

principales:psicrófilos, mesófilos y termófilos. Los microorganismos psicrófilos son 

capaces de crecerentre -5 y 20 °C, pero la temperatura donde proliferan mejor se encuentra 

entre 15 y 18 °C. 

Por su parte, los microorganismos mesófilos pueden crecer entre 12 y 47 °C, pero el 

crecimiento es favorable entre 30 y 37 °C. A parte de estos, existen los microorganismos 

termófilos, que crecen desde 42 °C y hasta más de 110 °C, pero la temperatura ideal para su 

crecimiento, generalmente, oscila entre 50 y 75ºC (Brock 1993). La clasificación anterior 

no debe tomarse en forma absoluta por que se ha determinado que el intervalo de 

crecimiento de los microorganismos respecto a la temperatura varía de acuerdo a las 

condiciones de cultivo (Maheshwari y cols. 2000). Normalmente, la producción de enzimas 

lignocelulolíticas se llevaa cabo con microorganismos mesófilos y termófilos, obteniéndose 

los niveles de producciónde enzimas más altos entre 25 y 32 °C para mesófílos, y para 

termófilos entre 45 y 55 °C(Chahal 1984, Tao y cols. 1997, Ovando y Waliszewski 2005, 

Polizeli y cols. 2005,Rodríguez-Couto y Sanromán 2005, Yang y cols. 2005). 
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2. ANTECEDENTES 

 

El grupo de enzimas que ha sido utilizado con gran amplitud en las aplicaciones 

biotecnológicas, son las lacasas, las cuales se manejan para eliminar contaminantes en 

algunos procesos; como por ejemplo, los colorantes derivados de la industria textil y los 

polifenoles presentes en los licores negros de la industria de la celulosa y elpapel 

(Flinckinger y Drew 1999). La oxidación de los compuestos en estos procesos se realiza 

con facilidad usando hipoclorito de sodio, pero esta reacción produce compuestos como los 

cloro-bencenos que son cancerígenos y por tanto, peores contaminantes. Por otro lado, una 

alternativa es utilizar lacasas u otras oxidasas que utilicen al oxigeno como aceptor de 

hidrógenos y así generen peróxidos y su peróxidos de cobre en los sitios de esas enzimas 

(Muñoz y cols. 1997). A su vez,estos superóxidos pueden oxidar compuestos orgánicos 

como los polifenoles o algunos mediadores, que al elevarse su concentración pueden oxidar 

compuestos que no son oxidados por el sitio activo de la enzima (Thurston 1994). De este 

modo, las polifenoloxodasas se pueden utilizar para reducir la contaminación de los 

efluentes con compuestos aromáticos, para alcanzar los niveles permitidos cumpliendo las 

nuevas reglamentaciones ambientales a un menor costo. 

Una lacasa, la enzima ligninolítica producida por el hongo P. ostreatus cepa RK 36 fue 

purificada para homogeneizarla y caracterizarla. La enzima es una proteína manométrica 

con un peso molecular de 67 000 Da y un punto isoeléctrico de 3.6. Se han identificado por 

medio de espectrofotometría centros de cobre Tipo I y Tipo III. Con siringaldazina como 

sustrato, las lacasas mostraron altas tasas de oxidación a pH de 5.8, 50ºC, y en bufer de 

fosfatos a 40 mM. Entre los parámetros de estabilización de la prueba las lacasas retienen 

más de esta actividad en buffers elevados, pH 10, -20ºC, en presencia de ácido benzoico al 

10 mM y con 35% de etilen glicol respectivamente. La pérdida de actividad de lacasa 

almacenadas durante 10 días a 25ºC fue del 2% respectivamente. Se evaluó la solubilidad 

del polimeristerase del siringaldazina oxidasa, o-dianisidina y 2,6-dimetoxifenol con 

respecto a la temperatura, valores del pH y solventes organicos. Los precipitados se 

encontraron siendo insolubles bajo condiciones ambientales normales (Gerd Hublik y Franz 

Schinner 2000).  
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La viabilidad de la producción de lacasas de P. ostreatusinmovilizado en cubos de  espuma 

de poliuretano con respecto a la composición media fue estudiada en both batch y en un 

sistema de reactor. Se demostró que la inmovilización aumento la producción de lacasas. 

Un relativo incremento en la actividad máxima de lacasas de 312.6 U se observó en el 

micelio inmovilizado en matraces comparado a la actividad máxima de lacasas del micelio 

libre (272.2 U). Los análisis de geles de electroforesis mostraron bandas de peso molecular 

de lacasas producidas por Po inmovilizado de 66 kDa. La producción de lacasas fue 

significativamente mayor y más rápida en el reactor que en los matraces. Una producción 

máxima de lacasas de 392.9 U se observó dentro del periodo de fermentación de 144 h con 

una completa extinción de glucosa del medio (Krishna Prasad y cols. 2005). 

Muhammad y Muhammad en el 2011, trabajaron con Schizophyllum commune IBL-06 

sometiéndola a diferentes factores de crecimiento, tiempo de incubación, diferente pH del 

medio, diferentes temperaturas de desarrollo, variaciones en las fuentes de carbono y 

nitrógeno, el uso de iones metálicos, entre otros, sobre la producción y la actividad 

enzimática de Mn-Peroxidasa, Li-Peroxidasa y lacasas, encontrando que de todas las 

condiciones evaluadas en este estudio, en todas hay actividad de las mismas, teniendo los 

valores más bajos la enzima lacasa. 

Los inductores, juegan un papel muy importante en la producción de enzima lacasa 

extracelular en P. chrysosporium. El cobre en forma de sulfato de cobre a 30 mM acelera 

considerablemente los niveles de producción de enzima lacasa extracelular. Solo en 

fermentación solida se expresa el máximo de actividad de lacasa comparado con la 

fermentación liquida (Gnanamani y cols. 2006). 

Por su parte, Gómez-Dorado y cols. 2005, estudiaron el efecto de MnSO4 y CuSO4, como 

inductores enzimáticos del hongo Trametes versicolor sobre un efluente estéril y uno no 

estéril, sobre la producción y la actividad de enzimas Mn-Peroxidasas y Lacasas. 

Encontraron que estos parámetros no afectaron la producción y la actividad de enzimas 

lacasas, caso contrario, el CuSO4 tuvo un efecto significativo en la producción y en la 

actividad enzimática de Mn-Peroxidasas, pero este aumento puede estar más relacionado a 

las concentraciones de sulfatos que a la misma acción del ión Cu. 
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La producción de manganeso peroxidasa y de lacasa es máxima cuando la concentración de 

Cu
++

agregado ronda los valores de 250 µM y en un pH de cultivo de alrededor de 5.5. El 

ajuste de los valores de producción enzimática a una ecuación lineal mostró que existen 

interacciones negativas entre el aumento del valor de pH y la concentración de cobre (Nora 

y cols. 2003). 

Rodríguez y cols. 2002Llevaron a cabo un estudio en donde evaluaron el efecto del sulfato 

de cobre como inductor, la producción enzimática y la purificación de enzimas lacasa de 

Pleurotus ostreatus desarrollado sobre Vinaza de destilería, Residual liquido procedente de 

lafermentación de mieles finales y posterior destilación. En este trabajo, obtuvieron un 

incremento en la actividad enzimática de hasta cien veces más sobre vinaza que en un 

medio sintético,   y que al adicionar sulfato de cobre sobre los dos medios residuales, este 

aumenta el doble de la producción enzimática. 

Snajdr y Baldrian 2007.Determinaron la actividad enzimática en cultivos de Pleurotus 

ostreatus y Trametes versicolor sobre celulosa como única fuente de carbono y energía. 

Los hongos fueron capaces de crecer y producir lacasas y Mn-peroxidasas a 5-35 ºC, la 

mayor producción se encontró a 25-30 ºC en P. ostreatus y a 35 ºC en T. versicolor. La 

temperatura óptima para la actividad enzimática de lacasas fue de 50 y 55 ºC para P. 

ostreatus y T. versicolor, respectivamente, y 60 ºC para Mn-peroxidasas.  

Dritsa y Rigas 2006. Estudiaron la producción y la actividad enzimática de manganeso 

peroxidasa y lacasa de 8 diferentes cepas de hongos desarrolladas a diferentes temperaturas 

(15, 20, 25 y 30 ºC), confirmando que la temperatura de incubación afecta la expresión y 

los patrones de las enzimas ligninolíticas. 

Téllez-Téllez y cols. 2008.Evaluaron el crecimiento y la producción de lacasas de P. 

ostreatus en fermentación liquida y en fermentación sólida. El crecimiento de P. ostreatus 

fue mayor en la fermentación liquida que en la fermentación sólida, mostrando una mayor 

generación de biomasa y una mayor actividad enzimática. El consumo de glucosa fue más 

rápido en la fermentación sólida que en la fermentación liquida.Los zimogramas revelaron 

que en cultivos crecidos en fermentación liquida mostraron más de 4 isoformas durante el 

transcurso del experimento. Por otro lado, Los cultivos crecidos en fermentación solida 
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mostraron 1 isoforma en la fase lag, 2 o posiblemente 3 en la fase exponencial y 2 en la fase 

estacionaria. 

Mei y cols. 2005. Aislaron un gen que codificante de lacasa (Lcc1) de Trametes versicolor, 

clonada dentro de Pichia methanolica obteniendo una proteína con un peso molecular de 64 

kDa similar a la lacasa nativa. También evaluaron los efectos de la concentración del cobre, 

temperatura de incubación, pH y concentración de metanol. La lacasa recombinante, mostro 

valores de actividad máxima de 12.6 U/ml
-1

.  

Cuatro genes de isoenzimas de lacasas Psc lac1, 2, 3 y 4 fueron clonados del hongo 

Pleurotus sajor-caju. Los genes mostraron un alto grado de homología con otras lacasas de 

otros basidiomicetes (55-99%) en los niveles de aminoácidos. De los genes de lacasa 

aislados, Psc lac1 y 4 muestran el alto grado de similitud (85% en los niveles de 

aminoácidos) mientras que Psc lac3 muestra altos niveles de divergencia, exhibiendo solo 

52-57% de aminoácidos similares para la otra secuencia de genes de lacasa de Pl. sajor-

caju. La actividad de lacasa en Pl sajor-caju es afectada por nutrientes como nitrógeno y 

carbono, y por la adición de cobre y manganeso en el medio de cultivo. En adición, 2,5-

xilidina, ácido ferulico, ácido veratrico y 1-hidroxibenzotriazol inducen la actividad de 

lacasa en los hongos. Mientras que los niveles de transcripción de Psc lac3 parecen ser 

expresados de manera constitutiva, los niveles de transcripción para para los otros genes de 

isoenzimas lacasa, lac1, 2 y 4, son regulados bajo condiciones inducibles (Declan y Alan 

2001). 

Se analizó la producción de biomasa y enzimas ligninolíticas de Pleurotus ostreatus en 

medio sintético con extracto de levadura a diferentes concentraciones de glucosa (0,5-20 

g/l), diferentes pH (3,5-6,5) y temperaturas de incubación (23-32°C). Las mejores 

condiciones de cultivo fueron: concentración de glucosa inicial de 5 g/l, pH inicial entre 

5,5-6,5 y una temperatura de incubación entre 26-29°C. Se obtuvieron aproximadamente 

307 U/l de enzima lacasa y 0,41 U/l de manganeso peroxidasa en medio liquidoextracelular 

y 0,015 U/g de lacasa y 0,809 U/g de manganeso peroxidasa en sustrato sólido(Gricelda y 

cols. 1998). 
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Nubia y cols. 2003. Evaluaron diferentes métodos de purificación y separación 

cromatografía deun caldo rico en enzimas lacasa, producidas por una variedad del 

basidiomicete Pleurotus ostreatus en dos diferentes procesos de producción: fermentación 

liquida y fermentación sólida. En este trabajo encontraron tres isoenzimas de lacasa I, II y 

III. En donde las isoenzimas lacasa I y lacasa II, tuvieron un aumento de 1.5 veces la 

actividad específica y de 3.1 para la isoenzimas lacasa III. La temperatura optima de 

reacción de las isoenzimas lacasa I y II, fueron de 50 ºC y 40 ºC respectivamente. 

El estudio de Pleurotus djamor desarrollado sobre residuos de Plátano (Musa Paradisiaca) 

y sobre aserrín de abarco (Cariniana pyriformis) en diferentes muestras y sometidas a tres 

diferentes temperaturas de desarrollo (15, 20 y 26 ºC) muestran que, de los dos residuos 

agroindustriales mezclados entre sí, Pleurotus djamor tiene mejor desarrollo y producción 

de enzimas lacasa sobre lasmezclas de hojas de plátano con aserrín, y que la temperatura 

que mejores resultados de crecimiento y producción de enzimas fue a 26 ºC (Karina y 

cols.2006). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Las lacasas se encuentran ampliamente distribuidas en el ambiente y se han descrito en 

hongos, plantas, insectos y más recientemente en bacterias. El rol biológico de las lacasas 

de hongos y de plantas ha sido exhaustivamente estudiadopara degradación y síntesis de 

lignina, respectivamente. 

Por lo que el éxito de la utilización de enzimas lacasas en procesos de biorremediación, así 

como usos biotecnológicos de enzimas lacasas se basa principalmente en contar con 

organismos altamente productores de enzimas con las mejores características catalíticas, así 

como las condiciones de desarrollo del hongo en las cuales se obtenga la mayor cantidad de 

estas enzimas. Dado lo anterior, en este trabajo se evaluara el efecto de la temperatura de 

desarrollo en fermentación sólida de Pleurotus ostreatus sobre la actividad de lacasas, y 

número de isoformas, tratando de contribuir en la búsqueda de las mejores condiciones de 

producción de estas enzimas. 
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4. HIPOTESIS 

 

La producción de enzimas lacasasy el número de isoenzimas obtenidas por fermentación 

sólida dependen de la temperatura en la que se desarrolle el hongo. 

 

5. OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto que tiene la temperatura de desarrollo de Pleurotus ostreatus en 

fermentación sólida, sobre su actividad de lacasas y número de isoenzimas.  

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Caracterizar la fermentación sólida para la producción de enzimas lacasas de 

Pleurotus ostreatusa 6 diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 y 35 ºC) de 

desarrollo del hongo. 

 Determinar a través de zimografía el número de isoformas de lacasas producidas en 

cada una de las condiciones evaluadas de la temperatura de desarrollo del hongo. 
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6. METODOLOGÍA 

 

6.1 Cepa e inóculo 

Se utilizó la cepa de Pleurotus ostreatus 32783, de la American Type Culture Collection 

(Maryland, USA). La cepa stock se desarrolló en agar extracto de malta a 25°C por 7 días y 

se mantuvo a una temperatura de 4°C, resembrándose cada mes. El inóculo para las 

fermentaciones fue de1 fragmentos de micelio de 4 mm de diámetro para cada caja Petri 

cortados de la periferia de la colonia, el cual se desarrolló en las mismas condiciones que la 

cepa stock. 

 

6.2 Condiciones de cultivo de Pleurotus ostreatus 

Se utilizó la cepa de Pleurotus ostreatus 32783 (Po83), de la American Type Culture 

Collection (Maryland, USA). Se preparó un medio que contubo (en g por litro): glucosa, 

10; extracto de levadura, 5; KH2PO4, 0.6; MgSO4–7H2O, 0.5; K2HPO4, 0.4; CuSO4–5H2O, 

0.25; FeSO4–7H2O, 0.05; MnSO4–H2O, 0.05; ZnSO4–7H2O, 0.001. El pH de fermentación 

se ajustó a 6.5 con NaOH 0.1M. Las temperaturas de fermentación fueron10, 15, 20, 25, 30 

y 35. El inóculo para las fermentaciones fue de3 fragmentos de micelio (4mm de diámetro) 

tomados de la periferia de una colonia crecida sobre agar dextrosa de papa (PDA) a 25 °C 

por 7 días. La fermentación se llevó a cabo en matraces de 250 ml conteniendo 1 g de 

espuma de poliuretano de baja densidad (PUF: 17 kg
-3

) cortado en cubos (0.5×0.5×0.5: 

Díaz-Godinez y cols. 2001) como soporte inerte impregnado con 30 ml de medio de cultivo 

estéril. Previamente, los cubos se lavaron con agua destilada, se secaron a 60 ºC por 24 h, y 

se esterilizaron en un autoclave a 120 ºC por 15 min (Tellez-Tellez y cols. 2005). 

 

6.3 Obtención del extracto enzimático 

El extracto enzimático (EE) de los cultivos crecidos bajo condiciones de FS se obtuvieron 

mediante el uso de filtro Millipore (0.45 µm) y una jeringa de 50 ml. Los cubos de PUF se 

lavaron tres veces con agua destilada para remover todos los remanentes del EE y después 

secados en horno a 60 ºC por 24 h. la biomasa se determinó por una diferencia de peso 

(gramo por litro; Díaz-Godínez y cols. 2001). 
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6.4 Biomasa y parámetros cinéticos de crecimiento del hongo 

La biomasa (X) producida se separó por filtración y se séco en horno a 60°C durante 24 h; 

y se reportó el peso seco (Díaz-Godínez y cols. 2001, Tlecuitl-Beristain y cols. 2003). 

Para determinar los parámetros de crecimiento se consideró la evolución de la biomasa 

 tXX   por la ecuación logística (1) por la minimización del error cuadrático con la 

herramienta Solver de la hoja electrónica de Excel (Microsoft) (Díaz-Godínez y cols. 2001, 

Viniegra-González y cols. 2003). 

X
X

X

dt

dX












max

1 .................... (1) 

La solución de la ecuación logística es (2): 

 tC

X
X




exp1

max .................... (2) 

Donde  es la velocidad específica de crecimiento, Xmax es el valor de biomasa máxima o 

de equilibrio y 
o

o

X

XX
C


 max  con X=Xo. 

El rendimiento teórico de la enzima con respecto a la biomasa (YE/X) se estimó como la 

relación entre la Emax (U/L) y Xmax (g/L). Se calculó la productividad en el pico máximo de 

actividad (PRO= Emax/ tiempo de fermentación), además de la tasa específica de formación 

de la enzima (qp=YE/X). 

 

6.5 Determinación de la concentración de proteína soluble 

La proteína total excretada se determinó en el EE libres de células por el método de 

Bradford 1976. A 100 l de EE se le adiciono40 l del reactivo de Bradford, el volumen se 

ajustara a 1 ml con agua destilada y la absorbancia se leyó a 595 nm. Se usó albúmina 

sérica bovina como proteína estándar. 

 

6.6 Determinación de la actividad enzimática 

La actividad enzimática de lacasas (E) se determinó en el EE obtenido en diferentes 

tiempos de la fermentación utilizando 2,6-dimetoxifenol (DMP) como sustrato. La mezcla 

de reacción se preparó con 900 l de DMP 2mM en buffer de fosfatos pH 6.5 0.1 M y 100 

l de EE. La absorbancia se leyócon un equipo Jenway 6405 UV/Vis spectrophotometer a 
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una longitud de onda de 468 nm después de 1 min de incubación a 40 ºC en la celda Peltier. 

Una unidad de actividad de lacasas (U) se consideró como la cantidad de enzima que 

provoque un incremento de una unidad de absorbancia por minuto. 

 

6.7 Determinación del pH de los extractos crudos enzimáticos 

Se determinara el pH de cada uno de los extractos crudos enzimáticos por potenciometría. 

 

6.8 Identificación de isoformas con actividad de lacasas 

En cada muestreo de la fermentación se determinó el número de isoformas presentes en el 

EE a través de zimografía. Ésta se realizó usando la técnica modificada de Leammli 1970 

usando dodecil sulfato de sodio en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). El gel de 

separación y de empaquetamiento contuvo 12 y 4% de acrilamida, respectivamente. La 

concentración de SDS fue de 0.1% en el gel. El buffer de la muestra contuvo: 0.5 M Tris-

HCl pH 6.8, 35% de glicerol, 0.01% de azul de bromofenol y 10% de SDS. Las muestras 

del EE se separaron en geles de 0.75 mm de espesor en un sistema de electroforesis Mini 

Protean III (Bio-Rad) a 150 voltios durante un tiempo de 1 a 1.25 h. Después de la corrida, 

los geles se lavaron con agua destilada y desionizada con ayuda de un agitador orbital (20-

30 rpm) durante 1 h, con un cambio de agua cada 15 min para eliminar el SDS. 

Posteriormente, los geles se incubaron durante 24 h a temperatura ambiente en DMP 2mM. 

Se realizó un gel para cada combinación de temperatura de desarrollo y de actividad de 

lacasas. 

 

6.9 Cuantificación de azúcares residuales 

La determinación de los azúcares residuales se realizó por medio de la técnica de DNS 

(Miller 1956). La mezcla de reacción contuvo 950 µl de agua destilada, 50 µl de EE y 2 ml 

del reactivo de DNS, se puso en baño María a temperatura de ebullición durante 5 minutos 

deteniendo la reacción sumergiendolos tubos en agua fría. Se leyó la absorbancia a 575 nm. 

Se preparó una curva con concentraciones conocidas de glucosa. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Fermentación 15 ºC 

 

7.1.1 Actividad enzimática 

Los resultados obtenidos en la fermentación  a una temperatura de incubación de 15 ºC 

muestra una actividad máxima de 12048 U/L en un tiempo de 552 horas(figura11). Las 

mayores actividades enzimáticas en esta fermentación, se presentaron en la fase 

estacionaria de crecimiento de este microorganismo. 

 

 
 

Figura 11. Actividad de lacasas de P. ostreatus obtenidas por fermentación solida a 15ºC. 

 

7.1.2 Biomasa 

La biomasa máxima generada por este hongo en la fermentación a 15 ºC fue de 4.61 g/L, 

esta es similar a lo ya reportado anteriormente en trabajos de laboratorio y en otros trabajos. 

El hongo alcanzo la fase estacionaria de crecimiento a las 336 horas, mostrando un 

crecimiento más lento comparado con las otras condiciones de desarrollo (figura12). 
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Figura 12. Curva de crecimiento a 15 ºC de P. ostreatus en fermentación sólida. 

 

 

7.1.3 pH de la fermentación 

El pH del medio presento variaciones en las primeras 200 horas de la fermentación, 

posteriormente, el  pH se mantuvo constante con valores cercanos a 6 (figura13). 

 

Figura 13. Grafica de pH de la fermentación. 
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7.1.4 Concentración de proteína 

La concentración de proteína en la fermentación desarrollada a 15ºC, fue de 0.08µg/µL, 

esta cantidad de proteína fue la más alta de esa fermentación presentándose a las 432 horas 

de la fermentación, este resultado se muestra en la fase estacionaria de crecimiento del 

hongo (figura 14).  

 

Figura 14. Concentración de proteína (µg/µL) de P. ostreatusen fermentación solida a 15ºC. 
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Figura 15. Gráfico de consumo de azucares de P. ostreatus en fermentación solida a 15 ºC. 

 

7.1.6 Isoformas de lacasas 

En esta fermentación realizada a 15 ºC, el hongo, muestra dos bandas de isoformas de 

lacasas en la fase de adaptación, cuatro isoformas en la fase logarítmica y tres en la fase 

estacionaria de crecimiento del hongo (figura 16).
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Figura 16. Geles de isoformas de lacasas (números en recuadros son las horas de fermentación). 

 

 

7.2 Fermentación 20ºC 

 

7.2.1 Actividad enzimática 

La actividad enzimática de lacasas de la fermentación a 20ºC mostro niveles muy bajos en 

comparación con la fermentación de 30ºC obteniendo un máximo de 4559.9 U/L en un 

tiempo de 528 h. como se puede observar, la mayor actividad se presentó en los tiempos 

finales de la fermentación (figura17).  
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Figura 17. Actividad de lacasas de P. ostreatus obtenidas por fermentación solida a 20ºC. 

 

7.2.2 Biomasa 

La generación de biomasa de P. ostreatus en la fermentación desarrollada a 20ºC (figura18) 

se mostró mayor (4.31 g/L,) que la generada a 30ºC, alcanzando la fase estacionaria a las 

240 horas.  

 

Figura 18. Curva de crecimiento a 20ºC de P. ostreatus en fermentación sólida. 
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7.2.3 pH de la fermentación 

El pH de la fermentación descendió a 6 durante las primeras 48 horas manteniéndolo 

durante el resto de la fermentación sin tener mucha variación (figura 19).   

 

 

Figura 19. Grafica de pH de la fermentación. 
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Figura 20. Concentración de proteína (µg/µL) de P. ostreatus en fermentación solida a 20ºC. 

 

7.2.5 Azucares residuales 

El consumo de azucares en el medio (figura 21) en la fermentación a 20 ºC, muestra que el 

hongo P.ostreatus fue consumiendo la fuente de carbono al paso del tiempo, 

consumiéndola en su totalidad en un tiempo de 312 horas, el consumo total de azucares se 

presentó en la fase estacionaria del hongo. 

 

Figura 21. Gráfico de consumo de azucares de P. ostreatus en fermentación solida a 20ºC. 
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7.2.6 Isoformas de lacasas 

Los geles de electroforesis de lacasas en la fermentación realizada a 20 ºC muestran que P. 

ostreatus produjo dos isoenzimas de lacasas en la fase adaptativa del hongo, tres isoformas 

en la fase de crecimiento logarítmica y hasta cuatro isoformas en la fase estacionaria (figura 

22). 

 

Figura 22. Geles de isoformas de lacasas (números en recuadros son las horas de fermentación) 
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7.3 Fermentación 25 ºC 

 

7.3.1 Actividad enzimática 

En esta fermentación, se puede observar actividad enzimática a partir de las 200 horas de 

desarrollo del hongo, teniendo un máximo de actividad de 20000 U/L a las 432 horas. Estos 

valores son similares a los ya reportados por Téllez-Téllez y cols. 2008 donde desarrollaron 

a este mismo microorganismo en las mismas condiciones(figura23). 

 

 
 

Figura 23. Actividad de lacasas de P. ostreatus obtenidas por fermentación solida a 25ºC. 
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prolongada que la presentada en la fermentación a 15 ºC. 
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Figura 24. Curva de crecimiento a 25ºC de P. ostreatus en fermentación sólida. 

 

7.3.3 pH de la fermentación 

El pH del medio, descendió a valores de 5 en las primeras 72 horas, posteriormente el pH 

se elevó alcanzando valores alrededor de 6 después de la 92 horas manteniendo estos 

valores por el resto del tiempo que duro la fermentación (figura25). 

 

Figura 25. Grafica de pH de la fermentación. 
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7.3.4 Concentración de Proteína 

Se observa que la concentración de proteína aumenta conforme avanza el tiempo de la 

fermentación, presentando una concentración de proteína máxima de 0.11 µg/µL a las 552 

horas (figura 26). 

 

 
 

Figura 26. Concentración de proteína (µg/µL) de P. ostreatus en fermentación solida a 25ºC. 
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Figura 27. Gráfico de consumo de azucares de P. ostreatus en fermentación solida a 25 ºC. 
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Figura 28. Geles de isoformas de lacasa (números en recuadros son las horas de fermentación). 
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7.4 Fermentación 30ºC 

 

7.4.1 Actividad enzimática 

La cepa del hongo P.ostreatus, secreto enzimas lacasas con altas actividades enzimáticas en 

la fermentación que se desarrolló a 30ºC (figura 29), La actividad presento cuatro picos de 

actividad, el primero se muestra a las 216 horas con un valor de 4154 U/L, el cual coincide 

con el inicio de la fase estacionaria de crecimiento del hongo, el segundo se presentó a las 

288 horas con un valor de 22900 U/L, el tercero se presentó a las 384 horas con una 

actividad enzimática de 62500 U/L, siendo aproximadamente 70% mayor de lo que ha sido 

reportado hasta este momento (Díaz y cols. 2011) y siendo hasta 5 veces mayor de lo que se 

ha observado en trabajos anteriores de laboratorio (Téllez-Téllez y cols. 2008). Y el cuarto 

y último a las 504 horas de crecimiento con una actividad enzimática de 2932U/L. 

 

 
 

Figura 29. Actividad de lacasas de P. ostreatus obtenidas por fermentación solida a 30 ºC. 
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estacionaria a las 200 horas, al mismo tiempo en el que se presenta el primerpico de 

actividad enzimática. 

 

Figura 30. Curva de crecimiento a 30 ºC de P. ostreatus en fermentación sólida. 

 

7.4.3 pH de la fermentación 

El pH tuvo variaciones entre los valores 5 y 7 durante las primeras 400 horas, después de 

este tiempo, el pH fue más estable presentando valores cercanos a 6 (Figura31). 

 

Figura 31. Grafica de pH de la fermentación. 
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7.4.4 Concentración de proteína 

La mayorcantidad de proteína que presentoP. ostreatus en la fermentación de 30ºC fue de 

0.11µg/µL mostrada dentro del periodo de fermentación a las 456 h (figura32), en la fase 

estacionaria de crecimiento.Se puede observar que la mayor producción de proteína en esta 

fermentación, se presenta en las últimas horas del crecimiento de P. ostreatus.  

 

Figura 32. Concentración de proteína de P. ostreatus obtenida a 30ºC 
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Figura 33. Gráfico de consumo de azucares de P. ostreatus en fermentación solida a 30ºC. 
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Figura 34. Geles de isoformas de lacasa (números en recuadros son las horas de fermentación). 
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En esta investigación, también se llevaron a cabo fermentaciones a temperaturas de 

desarrollo de 10 ºC y de 35ºC, demostrando que a 10 ºC, si bien, el hongo no sufría muerte 

celular, presentaba un desarrollo muy lento, siendo hasta 80 % más lento que en las otras 

condiciones de desarrollo. Mientras que en las condiciones de desarrollo de 30 ºC, P. 

ostreatussufrió muerte celular, además de que era un temperatura demasiado elevada y el 

medio de cultivo se evaporo en los primeros días de la fermentación. 

 

7.5 Parámetros cinéticos 

En la tabla 2,se muestran los parámetros cinéticos de las diferentes condiciones de 

crecimiento de P. ostreatus. Podemos observar que la mayor actividad enzimática se 

presenta en la temperatura de desarrollo de 30 ºC (62500 Ul
-1

), este valor es superior a los 

obtenidos en diversos estudios (Téllez-Téllez y cols. 2005, Téllez-Téllez y cols. 2008, Díaz 

y cols. 2011,Dritsa y Rigas 2006), además de que supero a las demás fermentaciones 

realizadas en este trabajo. 

La tasa especifica de crecimiento (µ) y la biomasa máxima (Xmax), fue mayor a 25 ºC con 

valores de 0.040 h
-1

 y 5.13 g l
-1

, mientras que en las demás fermentaciones estos valores 

fueron menores. 

 

Tabla 2. Parámetros cinéticos  

 Emax (Ul
-1

) YE/X (U g
-1

 X) P (U l
-1

 h
-1

) qP (U h
-1

 g
-1

 X) µ Xmax 

 

15 ºC 

 

12048 

 

2613 

 

21.8 

 

47 

 

0.018 

 

4.61 

 

20 ºC 

 

4560 

 

1060 

 

8.6 

 

37.1 

 

0.035 

 

4.3 

 

25 ºC 

 

20000 

 

3898 

 

46.2 

 

155.92 

 

0.040 

 

5.13 

 

30 ºC 

 

62500 

 

15943 

 

162.7 

 

542 

 

0.034 

 

3.92 
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8. DISCUSIONES 

 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que P. ostreatus si puede crecer a 

temperaturas diferentes a la óptima, ya sea por debajo de esta (20 ºC y 15 ºC), y por arriba 

de la misma (30 ºC). 

Los resultados que se presentan en la fermentación a 15 ºC rebelan que P. ostreatustuvo 

una buena generación de biomasa, además, con lo que respecta a la actividad enzimática, se 

puede observar que es mayor a lo que hasta ahora se ha reportado, mientras que la 

producción de proteína se mostró buena, estando dentro de los estándares de producción ya 

reportados anteriormente. Todos estos resultados comparados con trabajos realizados en el 

laboratorio de biotecnología del CICB (Téllez-Téllez y cols. 2008, Díaz y cols. 2011). 

Los zimogramas de lacasas para determinar la presencia de isoformas, revelan que en esta 

fermentación la actividad de lacasas fue alta, pero presento 4 diferentes isoformas, que son 

buenos resultados, pero esto no es satisfactorio, debido a que al presentar la mayor cantidad 

de isoformas la actividad se esperaría que fuera la más elevada y con mejores resultados. 

Ahora bien, los resultados de la fermentación  a una temperatura de incubación de 20 ºC, 

muestran que la generación de biomasa es  buena y que la producción de proteína es alta, 

estos resultados sugerirían que la actividad enzimática fuera elevada, sin embargo, la 

actividad enzimática para este caso es muy baja, demostrando que a pesar de que P. 

ostreatus produce una alta cantidad de proteína y una buena generación de biomasa, no está 

ligada a la actividad enzimática. 

Mientras que para el caso de los zimogramas, bajo estascondiciones, muestra una 

producción de hasta cuatro isoformas, y se esperaría que la actividad fuera de las mejores, 

pero es demasiado baja para los resultados obtenidos. 

La biomasa producida en la fermentación a 25 ºC, que es la temperatura reportada como la 

óptima de crecimiento de P. ostreatus, es similar a la ya reportada en trabajos anteriores 

(Téllez-Téllez y cols. 2008, Díaz y cols. 2011), en donde reportan una buena generación de 

la misma, ahora bien, la cantidad de proteína que se reporta en este trabajo, se puede 

considerar como buena y la actividad enzimática es alta, coincidiendo con lo ya reportado 
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por Téllez-Téllez y cols. 2008, Díaz y cols. 2011, además es mucho mayor que lo que 

reporta Dritsa y Rigas 2006. Estos resultados pueden sugerir que a una temperatura de 

desarrollo en la que el hongo crece de manera favorable, la producción de biomasa y de 

proteína, se ve mejorada, además, la actividad enzimática se incrementa. 

Sin embargo, al revelar los geles de electroforesis, se puede observar que disminuye la 

cantidad de isoformas, pero siguen siendo similares a las reportadas por Téllez-Téllez y 

cols. 2008. Mostrando que hay una mejor actividad enzimática con menor cantidad de 

isoformas. 

Continuando con las discusiones, en la última fermentación, en donde el hongo P. ostreatus 

fue sometido a condiciones de temperatura superior a la óptima (30 ºC), la cantidad de 

proteína se muestra buena, sin embargo, la generación de biomasa es mucho menor a lo 

reportado en diversos trabajos (Téllez-Téllez y cols. 2005, Téllez-Téllez y cols. 2008, Díaz 

y cols. 2011). Sin embargo, la actividad enzimática es mucho mayor, de hasta más del 60% 

en comparación con lo reportado hasta este momento (Téllez-Téllez y cols. 2005, Téllez-

Téllez y cols. 2008, Díaz y cols. 2011,Dritsa y Rigas 2006). 

Mientras que en la cantidad de isoformas producidas, solo mostro dos bandas de la misma, 

demostrando que al aumentar la temperatura de incubación, la cantidad de isoformas 

disminuye, pero la actividad de las enzimas lacasa, se ve incrementada. 

En la determinación de biomasa, la mejor temperatura de incubación en donde el hogo 

presento la mayor biomasa, fue en la de 25 ºC, pero como ya se sabe, esta es la temperatura 

reportada como la óptima en la que este microorganismo tiene su mejor desarrollo y la 

temperatura en la cual el hongo género menor biomasa fue en la de 30 ºC. Pero, en las 

demás fermentaciones, el hongo tuvo un buen desarrollo. Esto demuestra que a mayor 

temperatura la biomasa se ve disminuida, posiblemente porque el hongo debe de mantener 

una temperatura adecuada en el medio para que este pueda crecer y por lo cual genera un 

menor número de células. Lo anterior nos muestra que este hongo si crece y genera 

biomasa bajo diferentes temperaturas y que la generación de biomasa es similar a lo ya 

reportado hasta este momento (Gricelda y cols. 1998,Karina y cols. 2006). 
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Además, el crecimiento fue más rápido bajo las condiciones óptimas de desarrollo (25 ºC) 

que en las otras tres pruebas. Observamos que el crecimiento fue mucho más lento en la 

fermentación a 15 ºC, esto se debe a que las bajas temperaturas, retardan el proceso 

metabólico de P. ostreatus afectando dicho crecimiento. 

Ahora bien, los datos de pH de las fermentaciones, no se notan diferentes en cada 

fermentación, esto debido a que el microorganismo modifica el pH del medio según lo 

necesite para su crecimiento, estabilizándolo en valores de seis para los cuatro casos de esta 

investigación, esto concuerda con los datos obtenidos porMuhammad y Muhammad en el 

2011 y Nora y cols. 2003, donde encontraron que el pH del medio se ajusta de acuerdo a las 

necesidades del organismo. 

La cantidad de proteína producida en cada una de las condiciones a las que fue sometido P. 

ostreatus, fueron diferentes entre sí. La mayor concentración de proteína obtenida fue a 25 

ºC, la siguiente en presentar los valores más elevados fue la fermentación desarrollada a 30 

ºC. En donde se encontró la mayor actividad enzimática. Esto demuestra que al variar la 

temperatura de crecimiento cinco grados por debajo o por encima de la óptima, la cantidad 

de proteína producida disminuye, pero no de manera significativa. Esto no ocurre al bajar la 

temperatura diez grados, porque para este caso la producción de proteína disminuye de 

manera significativa, esto se puede deber a que las variaciones de temperatura pueden 

retardar la generación de metabolitos y que el hongo consume más energía en mantenerse 

activo y producir biomasa. 

La cantidad de azucares totales presentes en el medio de cultivo, van disminuyendo con el 

paso del tiempo, esto se debe a que el hogo va consumiendo la fuente de carbono presente 

en dicho medio con el paso del tiempo de fermentación y de cómo el hongo va invadiendo 

el medio y el soporte. Se puede observar que la cantidad de nutrientes se agotan en la fase 

estacionaria del microorganismo, esto es similar en todas las fermentaciones de este 

estudio, también, los resultados nos muestran un comportamiento similar entre las cuatro 

condiciones a las que este fue sometido. 

En cuanto a la determinación de isoformas de lacasas, tenemos que, la mayor cantidad de 

estas las encontramos en la fermentación realizada a 20 ºC, con una producción de hasta 
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cuatro isoformas, tres durante la fase adaptativa y exponencial y cuatro en la fase 

estacionaria, estos resultados son similares a los obtenidos en trabajos realizados en este 

mismo laboratorio por Téllez-Téllez y cols. 2008. Pero, aquí encontramos que en esta 

condición, la actividad enzimática fue la menor. Sin embargo, en donde se obtuvieron la 

menor cantidad de isoformas, fue en la fermentación  realizada a 30 ºC, con una producción 

de solo dos isoformas, pero, bajo estas condiciones fue donde se presentó la mayor 

actividad enzimática de este trabajo, muy superior a lo obtenido por Snajdr y Baldrian 

2007, que también desarrollaron Pleurotus en diferentes temperaturas obteniendo muy poca 

actividad enzimática y por Karina y cols. 2006 que igual desarrollaron cepas de Pleurotus a 

diferentes temperaturas. Con base a esto, podemos decir que al generar una mayor cantidad 

de isoformas, no determina una mayor actividad enzimática, posiblemente sea porque estas 

enzimas no tienen una buena actividad catalítica, o que no pueden llevar a cabo el proceso 

de transferencia de radicales libres lo suficientemente rápido para oxidar el sustrato, de 

manera contraria, al tener una enzima con una alta eficiencia en la transferencia de 

radicales libres, se puede llevar a cabo la oxidación del sustrato mucho más rápido y 

eficiente, aunque solo sea una sola isoforma presente en este ambiente. 

La producción de enzimas lacasa, bajo las condiciones descritas en este trabajo,  no ha sido 

reportada, sin embargo, hay estudios en los cuales han desarrollado especies de Pleurotus a 

diferentes temperaturas (Dritsa y Rigas 2006, Karina y cols. 2006, Gricelda y cols. 1998), 

la diferencia con este trabajo, se basa en el medio de cultivo utilizado y el soporte en el cual 

se desarrollaron estos organismos, además los resultados obtenidos son muy diferentes 

(Dritsa y Rigas 2006;  27.81 U/L) a los reportados en este trabajo 62500 U/L, estos 

resultados son muy superiores a los reportados anteriormente por otros investigadores. 

 

Por otra parte, también se han llevado a cabo diversos estudios en la producción de enzimas 

lacasa de P. ostreatus 83  con la misma constitución del medio de cultivo (Tellez-Tellez y 

cols. 2008, Díaz y cols. 2011), reportando una actividad enzimática de 2430 U/L,  3200 

U/L respectivamente. Además una producción de biomasa máxima (Xmax) de 4.5 g/L y un 

crecimiento especifico(µ) de 0.033 h
-1 

y de 5.16 g/L y una µ de 0.025h
-1

. Se puede observar 

que los valores en actividad enzimática son mucho mayores en este trabajo (62500 U/L) 

que en los ya reportados y descritos anteriormente. Los valores de Xmax y de µ no son muy 



71 
 

diferentes con respecto a este trabajo que fueron de 5.13 g/L y una µ 0.040, demostrando 

que a diferentes temperaturas de desarrollo, P. ostreatus 83 muestra un incremento de 

actividad de lacasa, específicamente, cuando las temperaturas de desarrollo son mayores a 

las reportadas como óptimas, no obstante, la biomasa producida y el crecimiento especifico 

del organismo se ve disminuido. 

 

También se han realizado estudios con diferentes inductores de enzimas lacasa, 

principalmente el CuSO4, utilizándolo con diferentes concentraciones, adicionado en 

diferentes etapas de la fermentación (Gómez-Dorado y cols. 2005, Mei y cols. 2005, 

Gnanamani y cols. 2006). Encontrando que este es el mejor inductor posible para estas 

enzimas. De manera similar, en este trabajo se utilizó un medio de cultivo estandarizado 

para el crecimiento de Pleurotus y para la producción de enzimas lacasa, donde ya está 

incluido CuSO4 como inductor.  

De manera general, podemos decir que para obtener un rápido crecimiento con una 

generación de biomasa mucho más elevada, el proceso de fermentación que se debería de 

utilizar seria incubar el hongo a una temperatura de 25 ºC. Pero, si lo que se quiere es 

obtener es un mayor número de isoformas, se puede someter este microorganismo a una 

condición de temperatura de 20 ºC. Ahora bien, si lo que se busca es optimizar la actividad 

enzimática, la temperatura a la que se debe de crecer es a 30 ºC. 
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9. CONCLUSIONES 

 

Por lo anterior podemos concluir, que para la cepa estudiada en este trabajo, las diferentes 

temperaturas de desarrollo tienen un efecto sobre la producción de enzimas lacasa y que la 

mejor temperatura es a 30 ºC. Asimismo, la mejor producción de isoformas, la presento la 

fermentación a 20 ºC donde se obtuvieron hasta 4 diferentes isoformas. Por lo cual, 

podemos decir que se podría realizar una producción a nivel industrial de enzimas lacasa 

con las mejores características catalíticas, tomando en cuenta estos resultados. 
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