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RESUMEN 
 

 
Pleurotus ostreatus es un hongo de pudrición blanca que es ampliamente 

estudiado por la capacidad que tiene en producir enzimas como las lacasas, 

estas son glicoproteínas multicobre, tiene la capacidad de degradar 

compuestos orgánicos y están reguladas por diversos factores como pH 

temperatura y medio de cultivo. En este trabajo se creció a Pleurotus ostreatus 

en fermentación líquida bajo fotoperiodos de luz blanca para determinar la 

actividad enzimática de las lacasas. Se realizaron 3 fermentaciones, la 

fermentación 1 fue con fotoperiodo de luz blanca 12 h luz / 12 h oscuridad, las 

otras 2 fermentaciones fueron control positivo 24 h luz blanca y control 

negativo 24 h oscuridad, se utilizó para el medio de cultivo de las 3 

fermentaciones glucosa, extracto de levadura y algunas sales como fosfato de 

potasio monobásico y dibásico, sulfato de hierro de manganeso, de magnesio 

de zinc y de cobre . En la fermentación que se expuso a un fotoperiodo de 12 

h luz blanca / 12 h oscuridad se obtuvo una biomasa (X) de 6.7 g/L, en la 

fermentación de control positivo (24 h luz blanca) se obtuvo biomasa (X) de 

6.46 g/L y en la fermentación de control negativo (24 h oscuridad) tuvo una 

mayor biomasa (X) con respecto a las otras dos fermentaciones (7.7 g/L). 

 

La mayor actividad de lacasa se obtuvo en la fermentación 12 h luz blanca / 

12 h oscuridad, 12622.5 U/L a pH 4.5 y 12235 U/L a pH 6.5. y se obtiene a las 

600 h de la fermentación. En cuanto a la velocidad específica de crecimiento 

(μ) fue mayor en la fermentacion 24 h oscuridad (0.46 h-1). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



11 
 
 

ÍNDICE 

  
 

1. INTRODUCCIÓN ...................................................................................... 15 

ANTECEDENTES ............................................................................................ 17 

1.1 Género Pleurotus ................................................................................ 19 

1.2 Lacasas ............................................................................................... 23 

1.3 Fermentación ...................................................................................... 27 

2. ANTECEDENTES ..................................................................................... 30 

3. JUSTIFICACIÓN ....................................................................................... 34 

4. HIPÓTESIS ............................................................................................... 34 

5. OBJETIVOS .............................................................................................. 35 

5.1 6.1 Objetivo general ............................................................................ 35 

5.2 6.2 Objetivos específicos .................................................................... 35 

6. METODOLOGÍA ....................................................................................... 36 

6.1 Condiciones de cultivo ........................................................................ 37 

6.2 Obtención del extracto crudo enzimático ............................................ 38 

6.3 Determinación de Biomasa ................................................................. 38 

6.4 Determinación de la actividad de lacasas ........................................... 40 

6.5 Zimogramas ........................................................................................ 40 

7. RESULTADOS ......................................................................................... 40 

7.1 Fermentación líquida bajo fotoperiodo 12 h luz / 12 h oscuridad ........ 40 

7.1.1 Determinación de biomasa ........................................................... 41 

7.1.2 Perfil de pH ................................................................................... 41 

7.1.3 Actividad de lacasas ..................................................................... 42 

7.1.4 Zimogramas .................................................................................. 43 

7.2 Fermentación líquida 24 h luz blanca .................................................. 46 

7.2.1 Determinación de biomasa ........................................................... 46 

7.2.2 Perfil de pH ................................................................................... 47 

7.2.3 Actividad de lacasas. .................................................................... 48 

7.2.4 Zimogramas .................................................................................. 49 

7.3 Fermentación líquida 24 h oscuridad .................................................. 51 

7.3.1 Determinación de biomasa ........................................................... 51 



12 
 
 

7.3.2 Perfil de pH ................................................................................... 52 

7.3.3 Actividad de lacasas ..................................................................... 53 

7.3.4 Zimogramas .................................................................................. 54 

7.4 Parámetros específicos de crecimiento ............................................... 56 

8. DISCUSIÓN .............................................................................................. 57 

9. CONCLUSIONES ..................................................................................... 61 

10. PERSPECTIVAS ...................................................................................... 62 

11. REFERENCIAS ........................................................................................ 63 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



13 
 
 

 ÍNDICE DE FIGURAS  
 
 
Figura 1. Pleurotus ostreatus. ....................................................................... 21 

Figura 2. Fase vegetativa y reproductiva de Pleurotus............................... 21 

Figura 3. Ciclo Reproductivo de Pleurotus ostreatus. ................................ 23 

Figura 4. Reacción típica de las lacasas sobre sustratos fenólicos. ......... 26 

Figura 5. Diagrama de flujo que describe la metodología para el desarrollo 

de la fermentación líquida en el cultivo de Pleurotus ostreatus. ............... 37 

Figura 6. Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus crecido en 

fermentación líquida con efecto del fotoperiodo. ....................................... 41 

Figura 7. Perfil de pH de Pleurotus ostreatus crecido en fermentación 

líquida con efecto del fotoperiodo (12 h luz/ 12 h oscuridad). ................... 42 

Figura 8. Actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus obtenidas en 

fermentación líquida bajo fotoperiodo 12 h luz / 12 h oscuridad evaluada a 

pH de 4.5 (■) y 6.5 ........................................................................................... 43 

Figura 9. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus 

ostreatus bajo fotoperiodo  con luz blanca 12 h luz / 12 h oscuridad 

revelado a pH 6.5. ........................................................................................... 44 

Figura 10. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus 

ostreatus bajo fotoperiodo con luz blanca 12 h luz / 12 h oscuridad 

revelado a pH 4.5. ........................................................................................... 45 

Figura 11. Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus crecido en 

fermentación líquida con 24 h de luz blanca. .............................................. 46 

Figura 12. Perfil de pH de Pleurotus ostreatus crecido en fermentación 

líquida expuesta a 24 h de luz blanca. .......................................................... 47 

Figura 13. Actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus obtenidas en 

fermentación líquida expuesta a 24 h de luz blanca evaluada a pH de 4.5 

(■) y 6.5 (▲). .................................................................................................... 48 

Figura 14. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus 

ostreatus expuesta a 24 h luz blanca revelado a pH 4.5. ............................ 49 



14 
 
 

Figura 15. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus 

ostreatus expuesta a 24 h luz blanca revelado a pH 6.5. ............................ 50 

Figura 16. Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus crecido en 

fermentación líquida 24 h oscuridad. ........................................................... 51 

Figura 17. Perfil de pH de Pleurotus ostreatus crecido en fermentación 

líquida 24 h oscuridad. .................................................................................. 52 

Figura 18. Actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus obtenidas en 

fermentación líquida 24 h oscuridad evaluada a pH de 4.5 (■) y 6.5 (▲). .. 53 

Figura 19. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus 

ostreatus 24  h oscuridad revelado a pH 4. .................................................. 54 

Figura 20. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus 

ostreatus 24 h oscuridad revelado a pH 6.5. ................................................ 55 

  
 
 
 
 
 
 
 

ÍNDICE DE TABLAS 
 
 
Tabla1. Taxonomía de Pleurotus ostreatusééééééééééééé..20 
 
Tabla 2. Comparativo de datos cinéticos de las diferentes fermentaciones 
realizadas…………………………………………………………………………..55 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



15 
 
 

1. INTRODUCCIÓN 
 

La contaminación esta presente en los  ríos y causes, estos tiene desechos 

químicos como compuestos fenólicos y colorantes que  las industrias  generan, 

ya que poseen sustancias recalcitrantes, el proceso de degradación para este 

tipo de contaminantes es muy lenta al utilizar procesos fisicoquímicos y 

biológicos convencionales.  

Los hongos de pudrición blanca tienen un sistema lignolítico que produce 

diversas enzimas, entre ellas se encuentran las lacasa o peroxidasas, estas se 

encarga de la degradación de lignina y pueden transformar los contaminantes 

ambientales ya que no tienen un sustrato en específico. Un biotratamiento que 

mejora notablemente el impacto ambiental es la utilización de enzimas para la 

degradación  de una gran gama de sustratos.  

Bacterias como Bacillus subtilis, plantas como la calabaza, insectos como 

Tenebrio y principalmente hongos de pudrición blanca sintetizan enzimas  

lacasas, estas son fenoloxidasas de las cuales no se conoce totalmente su 

función fisiológica sin embargo, estas enzimas tienen la característica de poder 

degradar compuestos orgánicos. Se han reportado que las enzimas lacasas 

transforma materia y en ocasiones mineralizan por completo agentes 

xenobióticos y recalcitrantes ya que no tienen un sustrato específico (García-

Olvera et al., 2017). En la actualidad, se ha intensificado el estudio de las 

enzimas lacasas y sus diversas aplicación en gran variedad de procesos, y es 

así como se van proponiendo diversas aplicaciones que permiten incrementar 

la información de éstas enzimas. Los principales productores de lacasas son 

los hongos de pudrición blanca, como Pleurotus ostreatus. Existen diferentes 

factores ambientales que influyen en producción de las lacasas como la 

temperatura, el pH, el tipo y la composición del medio de cultivo (Téllez-Téllez 

et al., 2008). Se ha reportado que dependiendo de las condiciones de 

crecimiento de  diversas especies de hongos secretan más de una isoenzima 

de lacasa ya que estas enzimas pueden ser constitutivas o inducibles., En 

diversos estudios se ha cultivado a  Pleurotus ostreatus en fermentación líquida 

y se ha demostrado que las lacasas presenta mayor actividad enzimática 

comparado  con la fermentación sólida,  y  los niveles de proteasas son 

mínimos en  fermentación líquida (Tellez-Tellez et al., 2008). 
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Por otro lado, Chang & Miles, (2004) reportaron que en algunas especies de 

hongos la luz es una condición ambiental que provoca diversas variaciones en 

su crecimiento, este factor principalmente influye  en el cambio de fase del 

hongo del estado vegetativo a reproductivo, cabe mencionar que el efecto de la 

luz influye en la formación de primordios. Existen diversos tipos de luz sin 

embargo la luz LED (Diodo Emisor de Luz) se puede considerar una luz con 

ventajas a diferencia de otro tipos tipos,  ya que su espectro de luz es más 

estable  y produce menos calor  (Miyazaki et al., 2011). 
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ANTECEDENTES 

 

Los hongo son organismos eucariotas que pertenecen al reino Fungi, son 

heterótrofos que viven en materia orgánica, su pared celular de los hongos esta 

compuesta de  glucanos y quitina, y carecen de celulosa.  

Ruggiero et al., (2015) realizaron una clasificación de hongos, la cual se divide 

en 5 grupos: Basidiomicetos, Ascomicetos, Glomeromicetos, Zigimicetos y 

Quitridiomicetos. 

Uno de los grupos que está formado por unas 20000 especies de hongos son 

los  basidiomicetos entre las cuales se encuentran las setas, estas tienen 

micelio que se conforma por hifas septadas las cuales absorben su alimento al 

penetrar en el sustrato, el micelio por lo general es color blanco, pero en 

ocasiones pueden tornar a otro color como azul, amarillo y naranja.  

La pudrición de la madera es causada por un gran número de especies de 

microorganismos pero son los hongos los principales degradadores de este 

material, los hongos ocasionan tres patrones básicos de degradación de 

madera, la pudrición blanda, es ocasionada principalmente por hongos 

Ascomicetos, este término se da cuando al ser degradad la madera, obtiene 

una consistencia suave, la estrategia de los hongos causantes de esta 

pudrición es realizar túneles de 2 y 6 µm de diámetro a lo largo de las paredes 

de las células que componen los tejidos de la madera (Papinutti, 2011). 

Los hongos causantes de la pudrición oscura principalmente son 

Basidiomicetos que degradan la lignina y celulosa de una manera lenta, sólo el 

6% de todos los hongos conocidos actúan ocasionando este tipo de pudrición 

(Schwarze et al., 2000); este nombre se adquiere cuando la madera adquiere 

un color castaño marrón oscuro dado que la lignina que va quedando como 

residuo posee este color cuando el hongo realiza la degradación de polímeros 

y carbohidratos que conforman la madera (Papinutti, 2011). 

La llamada pudrición blanca  se deriva de la apariencia que adquiere la madera 

cuando sus componentes son degradados (lignina, celulosa y 

hemicelulosa),esta apariencia que toma es blanquecina, este tipo de pudrición 
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es causada por algunos  basidiomicetos de pudrición blanca, (Schwarze et al., 

2000). 

La  principal  característica de este tipo de hongos es que poseen todas las 

enzimas necesarias para degradar todos los componentes de la madera. Pero 

bajo ciertas condiciones son capaces de degradar diferencialmente la lignina 

dejando intacta a la celulosa (Papinutti, 2011). 

Las condiciones ambientales (pH, temperatura, grado de humedad) y la 

especie del hongo tiene una gran influencia cuando se trata de la degradación 

de lignina, (Palmieri et al., 1997). Existen diversas isoformas de oxidasas y 

peroxidasas que estan involucradas en la degradación de la lignina, estan son 

producidas por hongos de pudrición blanca (Palmieri et al., 2000). 

Se sabe que la lignina es degradada por 4 enzimas: 3 peroxidasas y 1 oxidasa, 

sin embargo aun se desconocen diversos detalles del proceso que lleva el 

patrón de pudrición blanca, los hongos causantes de pudrición blanca secretan 

principalmente lacasas, sin embargo también secretan diferentes enzimas 

(Papinutti, 2011).  

 

Algunos basidiomicetos de pudrición blanca como los hongos género 

Pleurotus, son importantes ya que tienen un gran valor nutricional, diversas 

aplicaciones y usos en varios ámbitos como lo es en la medicina, biotecnología, 

estos son utilizados en procesos de degradación debido a la capacidad que 

tienen de producir diferentes enzimas como manganeso enzimas s, lacasas y 

veratril alcohol oxidasas, cabe mencionar que este tipo de hongos no produce 

lignina peroxidasas (Palmieri et al., 1997). Se consideran un alimento ideal para 

humanos,  gracias a su rica fuente de minerales y proteínas,  contienen 20-35% 

de proteínas (peso seco), y 9 aminoácidos esenciales (Kalac, 2009).  

Los hongos del género Pleurotus como P. ostreatus, P.eryngii, P. djamor y P. 

pulmarius, tienen un considerable valor económico y son cultivados 

comercialmente, han tenido un gran desarrollo y es el segundo género en ser 

cultivado en México; ha adquirido gran relevancia social, económica y 

ecológica, hongos y (Pérez- Martínez et al., 2015; Knop et al., 2015). 
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1.1  Género Pleurotus  
 

El significado de Pleurotus proviene del griego ―pluro‖, significa en posición 

lateral con relación al estípite o formado lateralmente, este grupo de hongos 

puede carecer o no  de píleo,  ser lateral o excéntrico y/o diferentes tamaños. 

―ostreatusò  se define en latín en forma de ostra y  se deriva por la apariencia y 

el color del cuerpo fructífero del hongo (Stamets, 2000). Las especies del 

género Pleurotus  generalmente tienen un colores variados, blanco, rosado, 

amarillento grisáceo. Tienen forma de embudo,  también se puede tener forma 

de un pétalo de flor o con forma de concha de ostra. A cerca del estípite puede 

tener o no,  este se puede apreciar lateral o excéntrico y de diferentes tamaños 

(corto, mediano o largo). Las esporas tienen forma cilíndrica y lisa, se pueden 

encontrar en diversos colores como blanco, lila o crema (Cohen et al., 2002). 

Esté género se encuentra en Latinoamérica, Europa, África, Australia y Asia 

(Sánchez, 2010). Tiene varias aplicaciones en la biotecnología (procesos de 

biodegradación),  presentan un gran valor nutricional y tienen propiedades 

terapéuticas, gracias a la producción de enzimas lacasas, manganeso 

peroxidasas y veratril alcohol oxidasas,(Palmieri et al., 1997). 

El hongo de pudrición blanca Pleurotus ostreatus es un saprófito que se 

alimenta de  materia orgánica (lignina y celulosa), estos azúcares estan 

disponibles en diversa materia muerta, como la paja, caña, trigo y cascaras de 

fruta (Carvajal, 2010). Este hongo crece en la naturaleza, en superficies de los 

árboles (troncos y ramas)  y en raíces podridas (Sánchez, 2010), se desarrolla 

en climas templados a una temperatura aproximadamente de 25 °C. 

El hongo Pleurotus ostreatus tiene una carne delgada y blanca, esta cubierto 

con una capa micelial, y el llamado píleo tiene forma de lengua y al madurar su 

forma es como conchita, las láminas son de color blancas o cremitas (Córdova, 

2009). El píleo de este hongo puede presentar diversos tamaños dependiendo 

las condiciones de fructificación, aproximadamente de 4 a 13 cm de diámetro. 

La parte superior del hongo puede presenta diferentes tonalidades que van 
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desde blancos a grisáceos, este color depende de la luz y de la intensidad  a la 

que se exponga el hongo,  su margen es suave, y ocasionalmente enrollado 

(Stamets, 2000). La clasificación taxonómica de Pleurotus ostreatus se muestra 

en la tabla 1. 

 
Tabla1. Taxonomía de Pleurotus ostreatus (Kirk et al., 2001) 
 

REINO Fungi 

SUBREINO  Fungi superior 

DIVISIÓN Basidiomycota 

SUBDIVISIÓN Basidiomycotina 

CLASE Himenomycetes 

ORDEN Agaricales 

FAMILIA Tricholomataceae 

GÉNERO Pleurotus 

ESPECIE ostreatus 

 

El periodo de vida de Pleurotus ostreatus es de siete a ocho semanas, su inicio 

se da cuando el hongo suelta sus esporas cuando esta en estado maduro, esta 

espora también son llamadas semillas que son las células encargadas del inicio 

de la vida micelial, la segunda etapa es cuando se origina el cuerpo fructífero y  

el  ciclo termina en la maduración del hongo y arroja las esporas, después de 

determinado tiempo comienza la degradación, envejece y muere (Carvajal, 

2010). El hongo obtiene la carga nutricional en la etapa de crecimiento del 

micelio esta carga es obtenida a partir de carbono, nitrógeno, azufre y fósforo 

las cuales son la principal fuente nutricional, para complementar el medio de 

cultivo se adicionan algunas sales y minerales (Díaz-Godínez et al., 2015). La 

figura 1 muestra una fotografía del cuerpo fructífero de Pleurotus ostreatus 

crecido en condiciones naturales.  
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Figura 1. Cuerpo fructífero de Pleurotus ostreatus (Oei, 2003). 

 

Para los basidiomicetos hay dos fases de desarrollo en los hongos 

macroscópicos, la fase  micelial o vegetativa y la fase reproductiva que es 

donde se desarrollan los cuerpos fructíferos. En el crecimiento vegetativo 

(micelio)  está en contacto directo con el sustrato, este es el que proporciona 

los nutrientes necesarios para el crecimiento como se observa en la figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Fase vegetativa y reproductiva de Pleurotus. 

 

La parte vegetativa de un hongo es el micelio y es por donde absorbe 

nutrientes, la principal fuente debe tener carbono, nitrógeno, azufre y fosforo; 

algunas sales y minerales son fuentes complementarias (Díaz-Godínez, 2015). 

El micelio crece de forma circular, está constituido por hifas las cuales son una 

masa de ramificaciones que son filamentos pluricelulares, estas tienen 

semejanza a hilos que pueden crecer más de 1 mm por hora, su crecimiento se 

da en el suelo o en diferentes sustratos, su crecimiento se lleva a cabo 

únicamente en las puntas, este es un fenómeno complejo en el que contribuyen 

las vesículas, agregados de enzimas hidrolíticas y sintéticas, que degradan y 
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restauran fragmentos de la pared celular. En el segmento subapical se 

reproducen las vesículas y se transportan a través de un mecanismo en el cual 

llegan al centro distribuidor de vesículas. Desde este centro son distribuidas en 

forma aleatoria y radial hasta  la pared apical  y se da lugar el crecimiento de 

las hifas. 

El crecimiento hifal tiene ventajas con respecto a la colonización cuando se  

realiza en sustratos sólidos  y para el consumo de nutrientes disponibles. La 

principal característica de ese crecimiento es que, aunque la extensión ocurre 

solo hacia las puntas en forma lineal y constante, la frecuencia de ramificación 

hace el patrón cinético de crecimiento de biomasa exponencial. El crecimiento 

hifal proporciona a los hongos filamentosos diversas características, una de 

ellas en la  gran capacidad de penetrar dentro de los sustratos sólidos. La 

pared celular tiene una estructura asociada a la punta de la hifa y a la 

ramificación del micelio con la que se asegura una estructura sólida y firme. 

Las enzimas hidrolíticas son excretadas por la punta de la hifa, sin diluciones 

en el medio, que provocan que la acción de la enzima permita la penetración 

en los sustratos sólidos  y sea eficiente. La penetración incrementa la 

accesibilidad de todos los nutrientes disponibles dentro del sustrato. 

El crecimiento de las hifas de los hongos permite el contacto cercano entre la 

hifa y la superficie del sustrato ya que no pueden transportar sustratos 

macromoleculares, el micelio fúngico sintetiza y excreta grandes cantidades de 

exoenzimas hidrolíticas. El resultado de la catálisis es eficaz, haciendo que los 

productos simples estén en contacto cercano para entrar a través del micelio 

por medio de la membrana celular para fomentar las actividades metabólicas y 

de biosíntesis. 

El género Pleurotus posee un modelo sexual heterotalista, en este modelo 

sexual son indispensables dos micelios para llevar a cabo la reproducción, en 

el cual las basidiosporas con un solo núcleo germinan produciendo micelio 

llamado primario monocarióticos. La plasmogamia se realiza con la unión de 

los dos micelios primarios y se realiza el intercambio nucleico, este intercambio 

es  reciproco y se forma el micelio secundario con la presencia de las fíbulas 

llamado micelio dicariótica. En las laminillas del cuerpo fructífero se encuentran 

los basidios, en ellos se realiza la fusión nuclear llamada cariogamia, la meiosis 
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origina a las células haploides también llamadas basidiosporas las cuales son 

arrojadas al medio como se observa en la figura 3. 

 

 

Figura 3. Ciclo Reproductivo de Pleurotus ostreatus (Paredes-Juárez, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2  Lacasas 
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Algunas de las enzimas ligninolíticas que producen hongos de pudrición blanca 

actúan directa o indirectamente sobre la lignina, algunas de ellas son la  

manganeso peroxidasas (MnP),  lignina peroxidasas (LiP), y lacasas (Kirk & 

Cullen, 1998). Desde el siglo XIX se han estudian las lacasas,  estas son 

secretadas en diversas isoenzimas, esto depende de la especie de hongo y del  

medio de cultivo. Las lacasas más estudiadas son producidas por Agaricus 

bisporus, Podospora anserina, Rhizoctonia practicola, Trametes o Polyporus 

versicolor, Pholiota aegerita, Pleurotus ostreatus, Coriolus hirsitus y 

Neurospora crassa (Yaropolov et al., 1994). Las lacasas producidas por hongos 

pueden ser intracelulares o extracelulares e inducibles o constitutivas 

(Sariaslani, 1989). 

La lacasa fue descubierta como una sustancia termolábil en el árbol japonés 

Rhus vernicefera (Yoshida, 1883). Las lacasas son enzimas que pertenecen a 

un grupo de oxidasas de cobre azul, contienen moléculas que se encargan de 

la degradación de lignina, llevan a cabo un mecanismo de oxidación en los 

compuestos aromáticos, esta se lleva a acabo a través de la transferencia de 

electrones en el átomo de oxígeno, cabe mencionar que las moléculas que 

contienen las lacasas son de cobre. 

Las lacasas extracelulares  son producidas en mínimas cantidades, sin 

embargo, la producción de estas se puede estimular con la adición de 

sustancias como compuestos aromáticos o fenólicos relacionados con lignina  

(Salmones & Mata, 2015). La actividad enzimática de las  lacasas  tiene un 

rango de pH que se se  conservar entre 3 a 10 y  entre 5 a 55 °C  de 

temperatura (Ramírez et al., 2003). 

La estructura de las lacasas tiende a cambiar, dependiendo del organismo de 

la cual son provenientes, cuando las lacasa  son producidas por bacterias, su 

estructura tiene de uno a dos átomos de cobre, en hongos la estructura cambia 

ya que llega a tener entre tres y hasta cuatro átomos de cobre, estos átomos se 

encuentran en el centro activo de las lacasa (Ospina, 2008). Este centro, como 

ya se menciona tiene cuatro átomos de cobre (Cu2) los cuales sitúan en 

diferentes sitios de la estructura de las lacasas  (McGuirl & Dooley, 1999). Los 

sitios de la estructura son 3, el  sitio 1 provoca un color azul en la proteína 

purificada mostrando una absorción en la zona visible; el sitio Cu2+ tipo 2 
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contiene una absorción la cual no es detectable, sin embargo, este puede 

interactuar con diversos  inhibidores aniónicos; para finalizar, el sitio 3 ya que 

tiene una gran absorción en la región que se encuentra cerca al ultravioleta 

(Ainhoa et al., 2002). 

Estas enzimas tienen mediadores que permiten la degradación de compuestos 

fenólicos gracias a la gran capacidad de oxidar sustratos de gran potencial 

(Salmones & Mata, 2015). Las lacasas oxidan muchos sustratos aromáticos, 

gracias a la capacidad de que tienen de reducir el O2 a dos moléculas de H2O. 

Existe una gran cantidad de sustratos que se pueden oxidar, entre los cuales 

se encuentran compuestos y aminas aromáticas, polifenoles y manofenoles 

metoxisustituidos, (Ramírez et al., 2003). 

Las lacasas tienen diversas aplicaciones como: tratamientos de aguas 

residuales de plantas industriales (Duran & Esposito, 2000), en la clarificación 

del vino  se utilizan la lacasa para la remoción de compuestos fenólicos,  

también suelen ser utilizadas para distinguir algunas drogas como la  morfina, 

en biorremediación para la decoloración de efluentes y  el blanqueamiento de 

la pulpa de papel y es de suma importancia en la utilización para degradar 

herbicidas (Moreira et al., 1999). 

Las lacasas  tienen un amplio rango para oxidar sustratos entre una lacasa y 

otra ya que son muy inespecíficas (Thurston, 1994). Estas enzimas pueden 

catalizar la oxidación de diversos compuestos aromáticos como: mono, di y 

polifenoles; aminofenoles y diaminas, este proceso de oxidación se realiza 

cuando se reduce el oxígeno molecular a agua (Giardina et al., 1995). para 

oxidar compuestos no fenólicos del modelo de la lignina los cuales no son 

sustratos de las lacasas, tienen la capacidad de interactuar con un mediador 

(por ejemplo ABTS) (Bourbonnais & Paice, 1990). 

Una nueva tecnología de oxidación son los sistemas bilógicos de las enzimas, 

estos sistemas tienen grandes ventajas al ser catalizadores específicos y 

biodegradables ya que las reacciones enzimáticas se pueden llevar a cabo en 

condiciones moderadas (Rodríguez-Couto & Toca-Herrera, 2006). 

La lacasa lleva a cabo un mecanismo de oxidación que incluye la oxidación de 

un compuesto fenólico, en la cual el resultante es un radical libre; como se 

sabe este radical resulta ser inestable, por este motivo se lleva a cabo una 
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segunda oxidación, esta es realizada por una catálisis enzimática en la cual se 

forman  quinonas, sin embargo, se debe considerar que puede llevar a cabo 

también  una reacción no enzimática como la polimerización, la cual da como 

resultado un  compuesto amorfo insoluble como la melanina, otra reacción que 

lleva a cabo es la hidratación o desprotonación (figura 4) (Thurston, 1994). 

Las lacasa tienen la capacidad de realizar reacciones oxidativas para la 

despolimerización la lignina: (Sariaslani, 1989). 

¶ rompimiento entre enlaces Cα- Cβ 

¶  hidroxilación,  

¶ rompimiento de estructuras aromáticas  

¶ desmetilación  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. 

Reacción 

típica de las 

lacasas sobre 

sustratos 

fenólicos 

(Rodríguez-couto & Toca-Herrera, 2006). 
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1.3 Fermentación  
 

la producción industrial de biomasa, enzimas o metabolitos en general llevada 

a cabo mediante un crecimiento controlado de células en biorreactores se 

denomina fermentación (Holker et al., 2004). 

Mencionando la fermentacion, Cabe señalar que con fin de obtener un 

rendimiento máximo en la producción de metabolitos la mayoría de cultivos 

tiene condiciones aeróbicas. Un sistema de fermentación es definido como 

aquel proceso en el cual se realiza la oxidación de azúcares por medio de un 

microorganismo, el producto obtenido finalmente es un compuesto orgánico 

(Giardiana et al., 1995). Se han descrito dos sistemas para la producción de 

lacasas de hongos la fermentación sólida, y en fermentación líquida  (Tlecuitl-

Beristain et al., 2008),  en la realización de varios productos se ve involucrada 

la fermentación sólida, como es el caso del pozol que se realiza por medio de 

la fermentación del maíz este proceso es utilizado en algunas áreas de México 

al igual que la maduración del queso Roquefort y Camembert en Francia. 

La fermentación sólida en la industria es utilizada en tecnología de alimentos 

para la producción de enzimas, también es utilizada para análisis químico y 

diagnóstico clínico, la fermentacion sólida  también es utilizada para la 

producción de metabolitos con una gran demanda industrial: ácidos cítrico, 

gálico, glucónico, antibióticos y proteínas de origen microbiano. Téllez-Téllez et 

al., (2008)  reportaron que para el caso específico de  Pleurotus ostreatus,  las 

condiciones de la fermentación líquida estimulan al hongo de tal manera que la 

actividad extracelular es mayor e incrementa la producción de las lacasas con 

respecto a la fermentación en medio sólido. Se emplea la técnica convencional 

de fermentación líquida para la la producción de la mayoría de las enzimas, en 

esta técnica esta suspendido el microrganismo en un gran volumen de agua la 

cual se encuentra en agitación y al mismo tiempo que es aireada utilizando un 

dispositivo mecánico. En estos sistemas, debido a que la velocidad de mezcla 

en mas rápida que la velocidad de reacción, la composición química del medio 

del cultivo en homogénea. 
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En la actualidad se sigue utilizando la fermentación para la fabricación de 

varios productos, y aun que es uno de los procesos bioquímicos mas antiguos 

no deja de ser necesario para seguir disfrutando de diversos productos como el 

pan, las bebidas alcohólicas, fármacos, quesos, antibióticos, hormonas, entre 

otros. Cabe mencionar que el proceso de fermentación es un método eficaz 

para obtener metabolitos de interés (Krishna-Pasat, 2005). 

La resistencia a la transferencia de masa impuesta debido a la difusión de O2 y 

a otros nutrientes presentes es una desventaja de la Fermentación líquida  

(Krishna-Pasat, 2005). 

Para la fermentación sólida, se ha implementado una técnica donde la solución 

en la que se encuentran los nutrientes disueltos es absorbida en un soporte 

artificial sólido, se procura que el soporte artificial sea poroso al medio de 

cultivo, la solución nutritiva contiene las fuentes de carbono y de nitrógeno para 

el crecimiento del microrganismo, algunos soportes que también son utilizados 

son desechos agrícolas como bagazo de caña, paja de cereales, aserrín de 

madera, minerales como amberita, vermiculita o materiales sintéticos los cuales 

pueden ser diferentes plásticos porosos, (Auria et al., 1992 y Rambult et al., 

1998). Un soporte para el crecimiento microbiano son los nutrientes, ya que 

brinda los medios necesarios para su desarrollo. Existen tres fases físicas en el 

proceso de fermentación sólida : gas, líquido y sólido. La fase gaseosa también 

en contacto con la fase líquida absorbida por las superficies; esta interfaz  gas-

líquido representa una frontera para el intercambio gaseoso de oxígeno-dióxido 

de carbono y transferencia de calor. La acción enzimática la determinan las 

propiedades físicas del sustrato y los materiales y su forma amorfa del soporte, 

algo que también determina las propiedades físicas son la superficie, el área y 

la porosidad y tamaño de partícula del soporte (Viniegra-González et al., 2003). 

Para una producción más específica de extractos enzimáticos extracelulares o 

cualquier otro metabolito o para el cultivo de hongos comestibles  

la separación mecánica de cualquier sustrato puede ser útil (Mazutti et al., 

2006). Viniegra-González et al., (1997) dieron a conocer algunas diferencias 

que existen entre la fermentación líquida y fermentación sólida: 
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¶ Para la fermentación sólida, es insignificante la mezcla y difusión de 

substratos y productos con relación a la biomasa.  

¶ La fermentación sólida tiene mayor solubilidad y difusión de oxígeno y 

gases no polares. 

¶ La fermentación sólida conduce pequeñas cantidades de calor.  

¶ La fermentación sólida conduce pequeñas cantidades de agua libre. 

¶ Para recuperar los metabolitos fácilmente es útil la fermentación líquida.   

¶ Para tener un mejor control de pH, temperatura y actividad de agua es 

recomendable la fermentación líquida. 

¶ Fermentación sólida tiene menor sensibilidad a la represión catabólica por 

glucosa de enzimas (Viniegra-González et al., 2003). 

¶ Algunas veces en la fermentación sólida se ha reportado mayor estabilidad 

de las enzimas. (Alazard & Raimbault, 1981). 
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2. ANTECEDENTES  
 

Dependiendo de las condiciones del medio de cultivo se da una mayor o una 

menor actividad enzimática, Se ha reportado que las enzimas pueden ser  

constitutivas o inducibles, ya que dependiendo de las condiciones de 

crecimiento que se utilicen diversas especies de hongos pueden secretar más 

de una isoenzima de lacasa. 

Krishna-pasat (2005) realizó una fermentación sólida en la cual utilizo espuma 

de poliuretano como soporte inerte, en este estudio observo el efecto de las 

condiciones iniciales del medio de cultivo, como el pH, concentración de Cu y 

presencia de alcohol para la producción de lacasas, obteniendo actividades 

máximas de lacasas de 312.6 U/L que fueron más altas con respecto a 

estudios anteriores realizados sobre la misma cepa en micelio libre 272.2 U/L. 

Tinoco et al., (2001) evaluaron los resultados de una fermentación sólida para 

la producción de lacasas, en este estudio, compararon ocho isoenzimas 

lacasas la cuales contemplaron la similitud de las condiciones del medio de 

cultivo, se utilizaron 6 sepas diferentes de Pleurotus ostreatus, también se 

utilizo la cepa de Coriolopsis gallica y otra de Trametes versicolor. En el estudio 

realizado los autores reportaron que existen diferencias en la afinidad de la 

enzima lacasa utilizando diferentes sustratos ( ABTS, siringaldazina y 

guayacol) estos resultados no dependen de la cepa utilizada y la especie de 

elección. En este estudio,  Pleurotus ostreatus tuvo un pH óptimo de 5.0  al 

utilizar como sustrato siringaldazina,  y una temperatura  máxima actividad 

entre 30 y 40 °C. las  enzimas lacasas de Coriolopsis gallica y Trametes 

versicolor tienen una gran sensibilidad cuando se trata de pH y una 

temperatura máxima de actividad de 7.0 y 50 °C. Las lacassa también se 

pueden inducir con cobre (Palmieri et al., 2000) y con medios de cultivos ricos 

en nitrógeno (D’Souza et al., 1999). Las lacasas tienen diferentes isoformas y 

con diversas propiedades fisicoquímicas (contenido de carbohidratos, peso 

molecular y puntos isoeléctricos) .En diversas especies la implementación de 

inductores en el medio de cultivo tiene como resultado nuevas isoformas 

extracelulares (Durán et al., 2002). Se han descubierto varias isoenzimas de 

lacasas en diferentes especies fúngicas. 
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Katerine Manjarrés et al., (2010) reportaron valores pequeños de producción de 

lacasas al utilizar Pleurotus ostreatus para diferentes tratamientos con cáscaras 

de plátano, obteniendo el valor máximo de 12.66 U/L al día 24 en el tratamiento 

con cascara de plátano verde, sin embargo en el tratamiento con cascaras de 

plátano maduro se obtuvieron valores de 14.23 U/L al día 34, este estudio tiene 

un comportamiento similar al estudio realizado por Murrieta et al. (2002) los 

cuales utilizaron  sobre pulpa de café Pleurotus pulmonarius y Trichoderma 

viride esto para evaluar la producción de lacasa, en el cual obtuvieron la mayor 

actividad de lacasa con un valor de 34.69 U/g sustrato en día 12. Téllez-Téllez 

et al., (2008) estudiaron el crecimiento y la producción de lacasas de Pleurotus 

ostreatus en los dos tipos de fermentacion, fermentación líquida y  

fermentación sólida, para esta segunda utilizaron como soporte espuma de 

poliuretano, en el análisis de datos, la fermentación líquida dio mejores 

resultados ya que fue mayor el crecimiento de Pleurotus ostreatus que en la 

fermentación sólida, en la cual se obtuvo una mayor generación de biomasa y 

una mayor actividad enzimática. Cabe mencionar que el consumo de glucosa 

fue más rápido en la fermentacion sólida que en la fermentación líquida. Al 

revelar los zimogramas de la fermentación líquida, se obtuvieron más de 4 

isoformas durante el transcurso del experimento. 

En los zimogramas de la  fermentación sólida mostraron 1 isoforma en la fase 

lag, 2 o posiblemente 3 en la fase exponencial y 2 en la fase estacionaria. 

Los avances recientes en la fotobiología fúngica han utilizando herramientas 

moleculares y análisis genómico han demostrado Fitocromos específicos, 

proteínas fotorreceptoras, factores de transcripción, genes regulados por la luz 

y, en cierta medida, vías reguladoras comunes que conducen al desarrollo de 

hongos y la viabilidad de las esporas (Colavolpe & Albertó, 2014). 

Puede ser altamente probable que la mayoría de los hongos que requieren luz, 

tenga una vía reguladora común para el desarrollo del basidioma (Kurtzman & 

Martinez-Carrera, 2013). 

Pleurotus spp. o Lentinula edodes son algunas setas que requiere luz para la 

formación de primordios (Nakano et al., 2010). 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/photoreceptors
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X16301814#b0125
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X16301814#b0365
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X16301814#b0365
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X16301814#b0505
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Cabe mencionar que el exceso de luz pueden causar palidez, deformaciones, 

estípite alargado en los hongos (Urben, 2004) y reducción de la coloración del 

pileus (Marino et al., 2003). 

Eira & Bueno (2005) reportaron para de Pleurotus spp  que el color de la tapa 

(pileus) blanco brillante puede cambiarse a oscuro y opaco al ser expuesto a la 

luz, esto se debe  a la liberación de fenoloxidasa las cuales oxida los fenoles, y 

esto provoca la formación de melanoidinas. 

Zapata et al. (2009), obtuvieron una producción eficiente de biomasa micelial 

en fermentación líquida con Ganoderma lucidum esto se debió a la utilización 

de fotoperiodos con longitudes de onda que se encuentran de 425 y 475 nm, 

estas longitudes comprenden al color de luz azul,  blanca, roja, oscuridad,  y 

amarilla. Se han obtenido diversos cambios en el ciclo productivo en hongos 

como Schizophyllum commune, Pholiota nemako, Grifola frondosa y Lentinula 

edodes por medio de  fotoinducción con luz azul en los cuerpos fructíferos, los 

resultados obtenidos en el cultivo son una alta eficiencia biológica por el 

incremento de  primordios (Miyazaki et al., 2011). 

En un estudio realizado por Leatham & Stahmann (1987) para el hongo 

Lentinula edodes se demostró que el desarrollo de basidioma puede depender 

de una combinación de factores, como la composición del medio, la fuente de 

luz y la intensidad a la que el hongo sea expuesto. Además para el hongo 

Pleurotus eryngii, la intensidad del LED (Diodo Emisor de Luz) azul tiene una 

gran influencia en los cuerpos fructíferos desarrollados, si la intensidad de luz 

era mas fuerte, los cuerpos tenían un tamaño más grande y su pigmentación se 

tornaba mas obscura (Miyazaki et al., 2011). 

Kho et al. (2016), utilizaron diferentes longitudes de onda con luz LED para 

evaluar el efecto de luz en la producción de biomasa y exopolisacáridos (EPS)  

los resultados obtenidos son una biomasa máxima de 17.06 g/L al exponer al 

hongo  Cordyceps militaris  a luz roja y una producción máxima de EPS de 

2404.2 mg/L cuando se utiliza luz azul, este cultivo fue expuesto durante 10 

días. 

Huang et al. (2017), demostraron para Lentinus edodes y Pleurotus sajor-caju 

que la intensidad de luz azul tiene una gran influencia en contenido de 

azúcares y en las propiedades antioxidantes de estos hongos. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X16301814#b0810
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X16301814#b0460
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X16301814#b0185
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/melanoidin
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Se han identificado varios  receptores de luz azul, uno de estos receptores es  

WC-1,  esta es una proteína que tiene interacción con el cromóforo flavín 

adenín dinucleótido (FAD),  esto demostró que tiene respuesta fisiológica a la 

luz ultravioleta  en  un espectro a 465 nm (Froehlich et al., 2002).  

En los hongos estos fotorreceptores son de suma importancia en la regulación 

del reloj biológico, y se encargan del control de las  respuestas a la luz en 

hongos, debido a esto, la  fotobiología fúngica, tanto a nivel bioquímico como 

molecular se ha convertido en un verdadero paradigma que aun se sigue 

estudiando (Fuller et al., 2015). Otro foto receptor encontrado es el WC-2 que 

al igual que WC-1 es una proteína de zinc, esta actúa como un factor 

transcripcional. Cabe mencionar que, WC-1 al tener interacción con  WC-2  

forman un complejo mejor conocido como  WCC (Corrochano, 2007). Existen  

proteínas parecidas a  WC-1 y WC-2, estas proteínas han revelado su acción 

en diversos hongos, lo que en general se plantean a WCC como foto receptor 

para la luz azul en los hongos  (Tisch & Schmoll, 2010). En los hongos se han 

identificado fotorreceptores como las rodopsinas y los criptocromos, sin 

embargo aun no se tiene un gran conocimiento  (Corrochano, 2007). Xie et al. 

(2016), indicaron que  Pleurotus eryngii, en cual es un hongo de pudrición 

blanca comestible y medicinal produce diversas enzimas activas sobre 

carbohidratos (CAZimas) esta son utilizadas para degradar la celulosa, la 

hemicelulosa y la lignina de la  biomasa vegetal. Los resultados obtenidos de 

las CAZimas en la actividad enzimática indicaron que estas enzimas son 

afectadas bajo la estimulación con luz azul en la diferenciación de primordios 

en cuerpos fructíferos. Chiang et al. (2017), expusieron que la implementación 

de luz puede ser una estrategia para el mejoramiento de productividad de 

metabolitos secundarios en fermentación sólida. Sin embargo, se requiere 

mayor investigación del efecto de las diferentes longitudes de onda en  LEDs 

en los mecanismos de regulación de las rutas metabólicas. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

Se tiene mínima información a cerca del efecto de luz en la producción de 

enzimas en los hongos de pudrición blanca y no existen reportes sobre la 

producción de lacasas de Pleurotus ostreatus crecido con fotoperiodo, sin 

embargo, se ha informado que la luz es un importante factor en la productividad 

de primordios y  metabolitos secundarios de algunos hongos, incluyendo los de 

género Pleurotus. Por lo anterior, en este estudio se crecerá a Pleurotus 

ostreatus en fermentación en medio líquido con fotoperiodo para estudiar el 

efecto de la luz sobre la producción de lacasas. 

 

 

 

 

 

4.  HIPÓTESIS  
 

La productividad de las enzimas lacasas del hongo Pleurotus ostreatus se 

incrementará por medio del efecto del fotoperiodo de luz blanca (12 h luz/ 12 h 

oscuridad). 
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5. OBJETIVOS  
 

5.1  6.1 Objetivo general  
 

Determinar el efecto del fotoperiodo 12 h luz blanca /12 h oscuridad, sobre la 

actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus crecido fermentación líquida. 

 

5.2  6.2 Objetivos específicos 
 

¶ Caracterizar la fermentación en medio líquido bajo el efecto del 

fotoperiodo (12 h luz blanca/12 h oscuridad). 

¶ Cuantificar la actividad de lacasas. 

¶ Determinar el número de isoformas de lacasas por zimografía 
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6. METODOLOGÍA  
 

figura 5. se observar la metodología utilizada  en la evaluación de los efectos 

del fotoperiodo en la producción de lacasas de Pleurotus ostreatus. 
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Figura 5. Diagrama de flujo para el desarrollo de Pleurotus ostreatus en 

fermentación líquida bajo fotoperiodos. 

  

 

 

6.1 Condiciones de cultivo  
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La cepa utilizada fue Pleurotus ostreatus (ATCC 32783). Se preparó un medio 

de cultivo líquido que contenía: glucosa 10 g/L; extracto de levadura 5 g/L; 

fosfato de potasio monobásico (K2HPO4), 0.4 g/L; fosfato de potasio dibásico 

(K2H2PO4), 0.6 g/L; sulfato de hierro (FESO4-7H2O), 0.05 g/L; sulfato de 

manganeso (MnSO4-H2O), 0.05 g/L; sulfato de magnesio (MgSO4-7H2O), 0.5 

g/L; sulfato de cobre (CuSO4-5H2O), 0.25 g/L; y sulfato de zinc (ZnSO4-7H2O), 

0.001 g/L. El pH inicial fue ajustado a 6.5. Todos los cultivos son realizados en 

matraces de 250 mL los cuales contenían 50 ml de medio de cultivo y fueron 

inoculados con tres pellets de micelio con un diámetro de 4 mm cada pellet. 

Los cultivos fueron incubados a 25 ºC por 23 días en un agitador orbital a 120 

rpm (Téllez-Téllez et al., 2008), se aplicaron fotoperiodos con luz LED de color 

blanca 12 h luz / 12 h oscuridad, también se realizaron 2 fermentaciones de 

control, una positiva 24 h luz y una negativa 24 h oscuridad para comparación 

de resultados, todos los cultivos se realizarán por triplicado. 

 

6.2 Obtención del extracto crudo enzimático 
 

En cada fermentación se obtuvo el extracto crudo enzimático (ECE) iniciando a 

las 72 h del cultivo, y posteriormente cada 24 h. El ECE se obtuvo por medio de 

filtración de la biomasa a través de papel filtro Watman No. 1. El pH de los ECE 

se medió por potenciometría.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3 Determinación de Biomasa 
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La biomasa (X) producida durante la fermentación se separó por medio de  

filtración y  metió al horno a  60°C  a secar por 48 h, la biomasa fue reportada  

por diferencia de peso seco; los parámetros cinéticos se obtuvieron con el 

modelo matemático de la ecuación logística (Díaz-Godínez et al., 2001). 

 

 

Para obtener  los parámetros cinéticos de crecimiento se tomo en cuenta el 

cambio de biomasa (X) durante el tiempo de fermentación, se utilizo la 

ecuación logística (1)  se llevo a acabo la minimización del error cuadrático en 

Excel utilizando Solver (Viniegra González et al., 2003). 

 

 

   (1) 

 

 

La solución de la ecuación logística es (2):  

 

 

ὢ   (2) 

 

 

μ = velocidad específica de crecimiento,  

Xmax = biomasa máxima 

 

C= Xmax- X0  

X0 

También se calculo : 

YE/X= rendimiento teórico de la enzima con respecto a la biomasa,  

PRO= Emax/ tiempo de fermentación= productividad en el punto máximo de 

actividad. 

qp=μYE/X= tasa específica de formación de la enzima.  
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6.4 Determinación de la actividad de lacasas 
 

El ECE se utilizo para determinar la  actividad enzimática de lacasa, se utilizó 

como sustrato 2,6 dimetoxifenol (DMP). Para la mezcla de reacción se 

utilizaron  900 μl de DMP 2mM en buffer´s con pH 4.5 acetatos y fosfatos pH 

6.5 y 100 μl de ECE. La absorbancia se obtuvo 468 nm (Téllez-Téllez et al., 

2005). La actividad se expresa en U/L de ECE. 

 

 
 

6.5 Zimogramas 
 

Para los zimogramas se utilizaron todas las muestras recabadas de las 

fermentaciones para determinar la cantidad de isoformas que se encontraban 

en el  ECE, se realizaron por medio de  zimografía. Para este proceso se tomo 

en cuenta  la técnica modificada de (Leammli, 1970) y se utilizo dodecil sulfato 

de sodio en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para el  gel de separación, 

se utilizo el 112% de  acrilamida y  para el gel de empaquetamiento el 4% de 

acrilamida. La concentración del gel utilizada de SDS fue de 0.1%. Para el 

bufer de muestra se utilizo lo siguiente: Tris-HCl pH 6.8 0.5 M, glicerol al 35%, 

azul de bromofenol 0.01% y 10% de SDS 

 

Los geles tuvieron un espesor de 0.75 mm en sistema de electroforesis Mini 

Protean III (Bio-Rad), en este gel se separaron las muestras del ECE durante 

un tiempo promedio de 1 a 1 hora y media a 150 voltios. Al termino,  se utilizo 

agua destilada para lavar los geles, y se incubaron  incubaron en DMP 2mM a 

temperatura ambiente.  

 

 

 

7. RESULTADOS  
 

7.1 Fermentación líquida bajo fotoperiodo 12 h luz / 12 h 
oscuridad 
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7.1.1 Determinación de biomasa  

 

La producción de biomasa (X) de Pleurotus ostreatus crecido en fermentación 

líquida con efecto del fotoperiodo (12 h luz/ 12 h oscuridad) se observa en la 

Figura 6. En esta se puede aprecia  que la fase de adaptación tuvo una 

duración  aproximada 120 h, continuando con el inicio de la fase exponencial la 

cual concluyo a las 432 h aproximadamente. La fase estacionaria se toma a 

partir de las 456 h. Los resultados obtenidos de Xmax =  6.7 g/L y se observó a 

las 432 h de fermentación con una µ= 0.019 h-1. 

 

 

 

Figura 6. Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus crecido en 

fermentación líquida con efecto del fotoperiodo (12 h luz/ 12 h oscuridad). 

 

 

7.1.2 Perfil de pH 
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La figura 7 muestra al perfil de pH de crecimiento de Pleurotus ostreatus en 

fermentación líquida bajo fotoperiodos de 12 h luz / 12 h obscuridad con un pH 

de 6,5 inicial. Se observan pequeñas variantes de pH a lo largo de la 

fermentación, sin embargo no hay cambios significativos en el pH, 

manteniéndose constante. 

 

 

 

Figura 7. Perfil de pH de Pleurotus ostreatus crecido en fermentación líquida 

con efecto del fotoperiodo (12 h luz/ 12 h oscuridad). 
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En la figura 8 se observa  la actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus 

crecida en fermentación líquida bajo fotoperiodos (12 h luz/ 12 h oscuridad). La 

actividad máxima de lacasas evaluada en solución buffer a pH de 4.5 fue un 

valor de 12622.5 U/L en un tiempo de 600 h de crecimiento del hongo, cuando 

se midió la actividad en buffer a pH de 6.5 se obtuvo un valor de 12235 U/L a 

las 600 h. Los resultados muestran una gran similitud en las actividades 

obtenidas en las dos evaluaciones en solución buffer a pH 4.5 y 6.5. 

 

 

 

Figura 8. Actividad de lacasas obtenidas en la fermentación de Pleurotus 

ostreatus en fermentación líquida bajo fotoperiodo 12 h luz / 12 h oscuridad 

evaluada a pH de 4.5 (■) y 6.5 (▲). 

 

 

 

 

 

 

7.1.4  Zimogramas  
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La figura 9 corresponde a los Zimogramas de lacasas realizados de la 

fermentación de Pleurotus ostreatus bajo fotoperiodo 12 h luz / 12 h oscuridad 

revelados a pH de 6.5, en los que se determinaron el número de isoformas 

presentes en la fermentación, a partir de las 192 h, donde se observa la 

aparición de una 1 banda que representan una isoforma, a las 240 h de 

fermentación, se observa la aparición dos bandas, las cuales representan 

diferentes isoformas presentes en la fermentación.  

 

 

192h  216h  240h   264h   288h    312h   336h   360h   384h     408h   432h   456h    480h   504h   528h   552h  576h 

600h 

 

 

 

 

Figura 9. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus ostreatus 

bajo fotoperiodo  con luz blanca 12 h luz / 12 h oscuridad revelado a pH 6.5. 
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La figura 10 corresponde a los Zimogramas de lacasas realizados de la 

fermentación de Pleurotus ostreatus bajo fotoperiodo 12 h luz / 12 h oscuridad 

revelados a pH de 4.5, donde se observan de 1 a 2 banda que representa 

diferentes isoforma durante toda la fermentación.  

 

 

 

 

192h  216h  240h   264h   288h    312h   336h   360h   384h     408h   432h   456h    480h   504h   528h   552h  576h 

600h 

 

 

 

 

 

Figura 10. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus ostreatus 

bajo fotoperiodo con luz blanca 12 h luz / 12 h oscuridad revelado a pH 4.5.  
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7.2 Fermentación líquida 24 h luz blanca  

 

7.2.1 Determinación de biomasa  

 

La producción de biomasa (X) de Pleurotus ostreatus crecido en fermentación 

líquida bajo 24 h de luz blanca se muestra en la Figura 11. La fase de 

adaptación tuvo una duración de 192 h, iniciando con fase exponencial la cual 

tuvo un terminación aproximada a las 480 h. iniciando con la fase estacionaria. 

Xmax = 6.46 g/L y se obtuvo a las 480 h de fermentación. µ= 0.021 h-1. 

 

 

 

Figura 11. Cinética de crecimiento de la fermentación líquida de  Pleurotus 

ostreatus crecido con 24 h de luz blanca. 
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7.2.2 Perfil de pH 

 

La figura 12 corresponde al perfil de pH del crecimiento de Pleurotus ostreatus 

en fermentación líquida bajo 24 h luz blanca con un pH inicial de 6.5. Se 

observa que el pH se mantiene contante a lo largo de la fermentación. 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Diagrama de pH de Pleurotus ostreatus crecido en fermentación 

líquida expuesta a 24 h de luz blanca. 
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7.2.3 Actividad de lacasas. 

 

figura 13 se observa  la actividad de lacasas crecida en fermentación líquida de 

Pleurotus ostreatus expuesta a 24 h de luz blanca. La actividad máxima de 

lacasas evaluada en solución buffer a pH de 4.5 fue un valor de 2742.5 U/L en 

un tiempo de 456 h de crecimiento del hongo, cuando se midió la actividad en 

buffer a pH de 6.5 se obtuvo un valor de 1715 U/L a las 432 h. 

 

 

 

Figura 13. Actividad de lacasas en fermentación líquida de Pleurotus ostreatus 

obtenidas expuesta a 24 h de luz blanca evaluada a pH de 4.5 (■) y 6.5 (▲). 
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7.2.4 Zimogramas  

 

La figura 14 corresponde a los Zimogramas de lacasas realizados de la 

fermentación de Pleurotus ostreatus expuesta por 24 h luz blanca revelados a 

pH de 4.5, donde se observan 1 a 2 bandas a lo largo de la fermentacion 

representando diferentes isoformas. 

 

 

 

192h  216h  240h   264h   288h    312h   336h   360h   384h     408h   432h   456h    480h   504h   528h   552h  576h 

600h 

 

 

 

 

Figura 14. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus ostreatus 

expuesta a 24 h luz blanca revelado a pH 4.5.  
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La figura 15 corresponde a los Zimogramas de lacasas realizados de la 

fermentación de Pleurotus ostreatus expuesta por 24 h luz blanca revelados a 

pH de 6.5, donde se presenta la primer isoforma al inicio de la fase 

exponencial, se observan una o posiblemente 2 bandas que representa 

diferentes isoforma,  a partir del las 408 h aparece 1 banda que representa 1 

isoformas de diferente peso molecular durante toda la fermentación. 

 

 

 

 

 

 

192h  216h  240h   264h   288h    312h   336h   360h   384h     408h  432h  456h  480h   504h   528h   552h  576h 600h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus ostreatus 

expuesta a 24 h luz blanca revelado a pH 6.5.  
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7.3  Fermentación líquida 24 h oscuridad 
 

7.3.1 Determinación de biomasa  

 

La producción de biomasa (X) de Pleurotus ostreatus crecido en fermentación 

líquida 24 h oscuridad se observa en la Figura 16. En esta se puede observar 

que la fase de adaptación tuvo una duración aproximad de 120 h, la fase 

exponencial concluyo a las 264 h aproximadamente. siguiendo con la fase 

estacionaria.  

Se observa una Xmax = 7.07 g/L a las 384 h de fermentación, con una µ= 0.046 

h-1. 

 

 

 

Figura 16. Cinética de crecimiento en la fermentación líquida de Pleurotus 

ostreatus con 24 h oscuridad. 
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7.3.2 Perfil de pH 

 

La figura 17 corresponde al perfil de pH del crecimiento de Pleurotus ostreatus 

en fermentación líquida bajo 24 h oscuridad con un pH inicial de 6,5. 

Se observa que el pH se mantiene contante a lo largo de la fermentación, al 

final de la fermentación (600 h) se observa una pequeña disminución en el pH 

con un valor de 5.4. 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Perfil de pH de Pleurotus ostreatus crecido en fermentación líquida 

24 h oscuridad. 
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7.3.3 Actividad de lacasas 

 

Para la figura 18 se observa la actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus 

crecida en fermentación líquida 24 h oscuridad. La actividad máxima de 

lacasas evaluada en solución buffer a pH de 4.5 fue un valor de 6400 U/L en un 

tiempo de 312 h de crecimiento del hongo, cuando se midió la actividad en 

buffer a pH de 6.5 se obtuvo un valor de 9025 U/L a las 264 h. 

 

 

 

 

Figura 18. Actividad de lacasas obtenidas en fermentación líquida de Pleurotus 

ostreatus 24 h oscuridad evaluada a pH de 4.5 (■) y 6.5 (▲). 
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7.3.4 Zimogramas  

 

La figura 19 corresponde a los Zimogramas de lacasas realizados de la 

fermentación de Pleurotus ostreatus 24 h oscuridad revelados a pH de 4.5, 

donde se observan una o posiblemente 2 bandas que representa diferentes  

isoforma durante toda la fermentación. 

 

 

 

192h  216h  240h   264h   288h    312h   336h   360h   384h     408h   432h   456h    480h   504h   528h   552h  576h 

600h 

 

 

 

Figura 19. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus ostreatus 

24  h oscuridad revelado a pH 4.5. 
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La figura 20 corresponde a los Zimogramas de lacasas realizados de la 

fermentación de Pleurotus ostreatus 24 h oscuridad revelados a pH de 6.5, 

donde se presenta la aparición de la primer banda a las 240 h de la 

fermentación, y a las 432 h se presentan 2 bandas que representa diferentes 

isoformas 

 

 

 

 

 

192h  216h  240h   264h   288h    312h   336h   360h   384h     408h   432h   456h    480h   504h   528h   552h  576h 

600h 

 

 

 

Figura 20. Zimogramas de lacasas de la fermentación de Pleurotus ostreatus 

24 h oscuridad revelado a pH 6.5.  
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7.4 Parámetros específicos de crecimiento  
 
En la tabla 2 se muestran la producción de lacasas  de Pleurotus 

ostreatus obtenidas en todas la fermentaciones evaluadas y los 

parámetros cinéticos de crecimiento. 

 

Tabla 2. Datos cinéticos de las diferentes fermentaciones realizadas. 
 
 
 
 

 

Parámetro Fermentación 

12 h luz banca / 12 

h oscuridad 

24 h luz blanca 24 h oscuridad 

Xmax (g/L) 6.7 6.46 7.07 

Emax (U/L) 12622 2742 6400 

µ (h-1) 0.019 0.021 0.039 

Y E/X (U/gX) 1883,8 424,4 905,2 

PRO (UL-1h-1) 21 6 20 

qp (U/h gX) 35,7 8,9 35,3 
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8. DISCUSIÓN 
 

Existen diversos estudios para los  microorganismos  a cerca de la  producción 

de enzimas en diferentes sistemas de fermentación, la producción de enzimas 

lignocelulolíticas en hongos tiene diversos resultados, esto se debe a los 

diferentes  sistemas utilizado (Mekala et al., 2008). La fermentación líquida es 

un sistema para la producción de metabolitos, este sistema es uno de los más 

estudiados ya que puede ser controlado para la producción de metabolitos de 

tu interés, también en el caso de las lacasas. Téllez-Téllez et al., (2008) 

utilizaron espuma de poliuretano como soporte inerte en fermentación sólida e 

hicieron la evaluación entre fermentación sólida y  fermentación líquida  para 

comparar la producción de biomasa y enzimas lacasas, par ambas 

fermentaciones utilizaron  el un medio de cultivo sintético. Se obtuvo una mayor 

actividad de lacasas en los resultados de la fermentación líquida mostrando así 

el comportamiento atípico de esta cepa, por este motivo en este estudio se 

utiliza la fermentación líquida para obtener una mejor actividad de lacasas. 

 

En estudios realizados con el mismo hongo en fermentación liquida con las 

mismas condiciones de cultivo de esta investigación sin exposición a 

fotoperiodos se observaron valores de µ de 0.022 y una Xmax de 5.5 (Téllez-

Téllez et al., 2008). En parámetros obtenidos en este estudio con fermentación 

líquida se puede observar que se obtuvo una mayor Xmax de al poner  la 

fermentación bajo diferentes  fotoperiodos de luz blanca  12 h luz / 12 h 

oscuridad con respecto a fermentaciones con las mismas condiciones de 

cultivo y el mismo hongo sin fotoperiodos. 

 

Bajo fotoperiodo de luz blanca 12 h luz / 12 h oscuridad muestran una Xmax de 

6.7 g/L y µ de 0.019 h-1 Con respecto a otra fermentación realizada en este 
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experimento en la cual se expone a la fermentación a 24 h de luz blanca se 

obtiene una biomasa máxima (Xmax) de 6.46 g/L y µ de 0.021 h-1, en este caso 

se puede decir que el fotoperiodo ayuda al incremento de la biomasa sin 

embargo la luz constante aumenta la velocidad especifica de crecimiento. La 

tercera fermentacion realizada es de 24 h oscuridad en la cual la Xmax obtenida 

es de 7.0 g/L y se obtuvo a las 384 h de fermentación. La velocidad específica 

de crecimiento (µ) fue de 0.019 h-1, en este caso en comparación con el estudio 

realizado por Téllez–Téllez et al., (2008) con el mismo hongo se obtuvo mayor 

biomasa (X) a una menos µ. 

 

La producción de lacasas de Pleurotus ostreatus, también se ha realizado 

sobre cascaras de plátano y bagazo de caña, en los cuales los factores de 

crecimiento influyen en la eficiencia de los hongos para producir lacasa, Mishra 

& Kumar, (2007) suplementaron cascaras de cacahuate con utilizando diversos 

sustratos ricos en nitrógeno, esto llevo a un aumento en la producción de 

lacasa de 2.2 a 49.2 U/g de sustrato seco, es este estudio se comprueba que  

se pueden obtener mejores niveles de actividad de lacasa al optimizar las 

condiciones de cultivo, como en este caso, se trata de optimizar la producción 

de lacasas exponiendo la fermentación a fotoperiodo. Manjarrés et al., (2010) 

realizaron un estudio en el cual obtuvieron una máxima actividad de lacasas de 

14,32 U/L en el día 34 de la fermentación, esta fermentación  fue suplementada  

con gabazo de caña sobre cáscara de plátano maduro (50/50), este es otro 

estudio en el cual se adiciono el suplemento de bagazo de caña para optimizar 

rendimientos. 

 

En este estudio en la fermentación expuesta a fotoperiodos de luz blanca 12 h 

luz / 12 h oscuridad se obtuvieron 12622.5 U/L, incubado en solución buffer a 

pH de 4.5 y 12235 U/L incubado en una solución buffer de pH 6.5. En el caso 

de la fermentación expuesta a 24 h de luz blanca se obtuvieron valores de 

2742.5 U/L actividad máxima de lacasas en solución buffer a pH de 4.5 y en 

buffer a pH de 6.5 se obtuvo un valor de 1715 U/L. para la tercer fermentacion 

realizada en la cual no se expone a la luz la fermentación líquida se obtuvieron 

valores de 6400 U/L al incubarla en solución buffer 4.5, en buffer 6.5 se obtuvo 
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mayor actividad obteniendo 9025 U/L, se ha utilizado infinidad de veces a 

Pleurotus ostreatus en fermentación líquida para la producción de lacasas y los 

reportes dan valores de  13000 U/L  estos resultados son obtenidos cuando el 

medio de cultivo es suplementado con una fuente de nitrógeno con extracto de 

levadura (Téllez-Téllez et al., 2008). Existen reportes  con medios de cultivo 

suplementados con  sulfato de amonio y dan resultados de 12200 U/L  (Tlecuitl-

Beristain et al., 2008). 

 

Ahmed et al. (2015)  seleccionaron siete cepas de hongos, dentro de las cuales 

se encontraba Pleurotus ostreatus debido a su actividad de lacasas 

relativamente alta (4610 U /L) en comparación con otros hongos, utilizaron 

como fuente de carbono y nitrógeno salvado de trigo y extracto  de malta 

respectivamente para  la optimización de la producción de lacasa, en esta 

optimización, obtuvieron una actividad enzimática de 32,450 U / gfs lo cual 

indico que Pleurotus ostreatus es uno de los hongos que tiene mayor 

producción de lacasas y es el hongo que fue utilizado en este trabajo para 

medir la actividad enzimática de las lacasas. 

 

Por su parte Díaz et al. (2011) estudiaron cinco cepas diferentes de Pleurotus 

ostreatus desarrolladas en fermentación sumergida utilizando diferente 

concentración de cobre en el medio de cultivo y reportaron los parámetros 

cinéticos de crecimiento y el patrón zimográfico, siendo de hasta 37,490 U/L 

para la cepa ATCC 32783, misma cepa que se utilizó en esta investigación. 

 

Se ha reportado que un fuerte inductor de lacasas es el cobre, Palmeri et al., 

(2000) revisaron el efecto del cobre al producir lacasas de Pleurotus ostreatus, 

en este estudio observaron un aumento significativo en la actividad de lacasa 

en el extracto crudo enzimático que fue suplementado con cobre, informaron 

que la actividad de las lacasas es proporcional a la cantidad de cobre 

agregado, en las fermentaciones realizadas, el cobre fue utilizado como fuente 

de carbono y así obtener una mayor cantidad de lacasas. 
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También se ha estudiado el efecto de las condiciones de cultivo, es decir, 

sumergido o semisólido, y la suplementación con cobre sobre la producción de 

lacasa por Trametes pubescens cultivado en cáscara de café, cáscara de vaina 

de soja o aserrín de cedro. La actividad lacasa específica más alta se logró 

cuando el cultivo se realizó en condiciones de inmersión suplementadas con 

cobre (5 mM) y utilizando cáscara de café como sustrato (González et al., 

2013). 

 

los Zimogramas son una herramienta que ayuda en la caracterización de los 

ECE al detectar diversas bandas de actividad específica, en estos zimogramas  

solo se hacen evidentes las proteínas con actividad catalítica de tu interés esto 

se debe al sustrato con el que reveles el gel de poliacrilamida.  

Esta  es una técnica utilizada para observar la diversas isoformas presentes en 

los ECE de los diferentes medios de cultivo. En los patrones zimográficos con 

actividad de lacasas revelados con 2,6 dimetoxifenol (DMP) se observó que se 

presentan diferentes isoformas en cada una de la fermentaciones realizadas, 

en las cuales el factor que se fue variando es la luz, con esto se demuestra que 

dependiendo de los diferentes factores a los que es expuesto Pleurotus 

ostreatus en las fermentaciones varia el número de isoformas de lacasas 

presentes en los zimogramas. En el caso de la fermentación que fue expuesta 

a 12 h luz blanca / 12 h oscuridad se pueden apreciar la aparición de 1 

isoforma a las 192 h el cual se encuentra en la fase exponencial, esta isoforma 

se conserva durante el desarrollo de Pleurotus ostreatus en la fermentación, a 

partir de las 240 h se puede observar la aparición de una segunda banda que 

también permanece constante, a las 264 h solo se puede observar 1 sola 

banda, el cual representa una isoforma. En las fermentaciones de 24 h luz 

blanca y 24 h oscuridad también se presentan diferentes bandas representando 

las diferentes isoformas presentes en cada una de las fermentaciones. 

 

 

En Pleurotus ostreatus Palmieri et al., (2008) reportaron la presencia de 8 

isoenzimas de lacasas de las cuales, actualmente solo 6 han sido 



61 
 
 

caracterizadas. En Pleurotus ostreatus, Téllez-Téllez et al., (2005) observaron 2 

isoenzimas de lacasas cuando fue desarrollado en cajas Petri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. CONCLUSIONES 

 
La fermentación en la cual se obtuvo la mayor cantidad de biomasa es la que 

se expuso a 24 h oscuridad, sin embargo en esta fermentación se obtuvieron 

las menores actividades de lacasas 6400 U/L y 9025 U/L en los 2 pH utilizados 

4.5 y 6.5 respectivamente. 

 

Las fermentaciones que se expusieron a luz, tuvieron un incremento en 

actividades de lacasa, la mayor actividad se obtuvo en la fermentacion que tuvo 

fotoperiodo 12 h luz blanca y 12 h oscuridad con valores de 12622.5 U/L y 

12235 U/L a pH de 4.5 y 6.5 respectivamente. Sin embargo, si se toma en 

cuenta el tiempo, la fermentacion que tuvo mayores actividades de lacasas que 

fue la expuesta a fotoperiodos de 12 h luz blanca 12 h oscuridad pero para 

obtener esas actividades de lacasas se necesita un mayor tiempo, 

aproximadamente 600 h y en la fermentación que tuvo menor actividad de 

lacasa se obtienen en un menor tiempo. 
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10. PERSPECTIVAS 

  
En estudios posteriores se recomienda realizar las fermentaciones con 

diferente longitud de onda para  comparar si  dependiendo de la longitud de 

onda también se ven cambios en la actividad de lacasas, y así poder obtener 

longitud de onda mas adecuada para mejores resultados. 

Es importante continuar estudiando los efectos del fotoperiodo ya que aun no 

se tiene suficiente información de la producción de metabolitos bajo 

fotoperiodos, este estudio podría ayudar a aclarar algunas preguntas sobre el 

uso de luz LED y así obtener mejores condiciones de cultivos en hongos.  
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