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NOMENCLATURA 
 
 

ABTS Ácido 2, 2’-(`3-etil benzotiazolin-6-sulfónico) 
HCl Ácido clorhídrico 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
EDTA Ácido etilendiaminotetracético 
ATCC American type cultura colection 
RBBR Azul reactivo de remazol brillante 
cm Centímetros 
Cl2 Cloro 
MgCl2 Cloruro de magnesio 
 Coeficiente de extinción 

 Diámetro 
SDS Dodecil sulfato de sodio 
LD50 Dosis letal media 
PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida 
LME Enzimas modificadoras de la lignina 
FD Factor de dilución 
º C Grados centígrados 
g Gramos 
h Hora 
ITS Internal transcriber spacer  
kDa Kilo daltones 
Lac Lacasa 
Lb Libras 
LiP Lignino Peroxidasa 
L Litro 
MnP Manganeso Peroxidasa 
SMM Medio de harina de soya 
GMM Medio mineral glucosa 
m Metro 



21 
 

L Microlitros 

M Micromolar 
mg Miligramos 
mL Mililitros 
mm Milímetros 
mM Milimolar 
min Minutos 
M Molar 
nm Nanómetros 
N2 Nitrógeno 
pb Pares de bases 
ppm Partes por millón 
w Peso 
pH Potencial de hidrógeno 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
rpm Revoluciones por minuto 
CuSO4 Sulfato de cobre 
MnSO4 Sulfato manganoso 
UV Ultravioleta 
U Unidades 
vol. Volumen 
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1.- RESUMEN  
 
 
 

El uso de metabolitos secundarios producidos por microorganismos y en 
particular por hongos, sigue siendo una alternativa muy importante en diversas industrias, 
lo anterior debido a la creciente demanda de procesos igualmente eficientes pero 
amigables con el medio ambiente. Los hongos de pudrición blanca representan una 
alternativa en la producción de dichos metabolitos, específicamente enzimas lignolíticas. 
En este trabajo se decidió trabajar con tales hongos, debido a que pueden llegar a 
representar una alternativa viable en la implementación de técnicas encaminadas a 
diversos procesos biotecnológicos que permitan abatir los altos índices de contaminación 
del ambiente. El aislamiento de los hongos de pudrición blanca así como la producción 
de sus enzimas fue llevada a cabo en dos medios de cultivo modificados. La capacidad 
que presentan los hongos lignolíticos así como sus enzimas (extractos crudos), en la 
degradación de colorantes sintéticos se realizó en medio sólido así como en cultivos 
líquidos. Los resultados indicaron que el medio de harina de soya (SMM) fue el mejor 
para lograr una actividad enzimática elevada junto con la adición de sulfato de cobre en 
este medio como en el medio mineral-glucosa (GMM), siendo RVAN2 y RVAN12, 
ambas especies de Trametes, cepas capaces de producir las tres enzimas lignolíticas mas 
importantes: Lacasa, Lignino Peroxidasa y Manganeso Peroxidasa. La degradación del 
colorante  RBBR (Azul Reactivo de Remazol Brillante),  se realizó en el medio con bajo 
contenido de nitrógeno (GMM), logrando una total biotransformación en los primeros 
días de la fermentación. Finalmente, los hongos fueron identificados como especies de 
Trametes. Lo anterior sugiere que los hongos aislados pueden ser utilizados en diversos 
procesos biotecnológicos, entre ellos la degradación de colorantes sintéticos; sin 
embargo, si lo que se desea es la alta actividad enzimática es recomendable el medio de 
harina de soya. Se plantea la posibilidad de estudiar estos hongos en el tratamiento de 
efluentes textiles así como en los desechos derivados de la industria papelera, entre otros.  
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ABSTRACT 
 
 
 

The production of secondary metabolites by fungi continues to be one of the most 
important alternatives in diverse industries due to the growing demand. The white rot 
fungi, identified as a Trametes species, present an alternative in the production of such 
metabolites, specifically linginolytic enzymes. The isolation of such fungi, as well as the 
production of its enzymes, was conducted based on the modification of two culture 
mediums. The evaluation of the capacity for the degradation of colorants that these fungi 
present was conducted in plates as well as in a liquid culture medium and the crude 
extracts obtained from such medium which yielded the greatest enzymatic production. 
The results indicated that the soy meal medium (SMM), with an additive of copper 
sulphate, is the most qualified medium to obtain an elevated enzymatic activity, with the 
strains being capable of producing the three most important ligninolytic enzymes: 
laccase, lignin peroxidase and manganese peroxidase. In the case of the degradation of 
RBBR, the evaluation was conducted in the low-nitrogen-content medium (GMM), 
obtaining a total biotransformation in the first few days of the fermentation period. The 
aforesaid suggests that the isolated strains can be utilized in diverse biotechnological 
processes, among them the degradation of synthetic colorants. However, if the aim is to 
obtain the high ligninolytic enzyme production, the soy meal medium is recommended. 
The possibility of studying these fungi for the treatment of textile effluents, as well as the 
waste derived from the paper industry, among others, is planned. 
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2. INTRODUCCIÓN 
 
 
 

Durante las últimas décadas se ha incrementado el uso de microorganismos para 
la producción de una gran variedad de compuestos, como los ácidos orgánicos utilizados 
en la industria de alimentos; antibióticos, proteínas, vitaminas, hormonas, etc., aplicados 
a la industria farmacéutica. Lo anterior, debido a la creciente demanda en la producción 
de metabolitos secundarios por hongos, sigue siendo una de las alternativas más 
importantes en las industrias mencionadas.  

Específicamente, los hongos perfectos son fuente abundante de un amplio rango 
de productos naturales. Sin embargo, se han realizado más investigaciones 
convencionales para la producción de diversos metabolitos, más que para el desarrollo de 
bioprocesos encaminados al estudio de hongos perfectos. Dentro de este grupo de 
hongos, se encuentran los basidiomicetos, los cuales se clasifican en hongos de pudrición 
blanca, pudrición parda y pudrición obscura, en base a los cambios que ocasionan en la 
madera. Los hongos de pudrición blanca son los mejores degradadores de compuestos 
lignolíticos. La principal característica de estos hongos es su habilidad para producir una 
gran cantidad de metabolitos secundarios mediante la ruta metabólica de los ácidos 
shikímico y cinámico (Guillen y Evans, 1994).  

En el caso de las enzimas, éstas son una herramienta muy importante en diversos 
procesos biotecnológicos, desde aquellos poco refinados como la biorremediación hasta 
procesos más finos, como la catálisis quiral selectiva. Enzimas extracelulares, incluyendo 
Lignino Peroxidasa, Manganeso Peroxidasa, Lacasas y oxidasas que generan peróxido de 
hidrógeno necesario para la actividad de la peroxidasa, son las responsables de la 
degradación de lignina y compuestos similares (Hattaka, 1994).  La baja especificidad 
que presentan y la fuerte habilidad oxidativa de los sistemas de degradación, los hace 
capaces de atacar un amplio rango de compuestos, muchos de ellos altamente tóxicos 
(Kornillowicz-Kowalska, et al., 2006).  

La Lacasa es una fenol-oxidasa, producida no solo por basidiomicetos, también 
por plantas, bacterias, hongos imperfectos e insectos, en cada uno de ellos presenta una 
función en particular, desde la polimerización de la lignina  en plantas, hasta la 
queratinización en insectos (Hoeggert, et al., 2004). Tanto la Lignino Peroxidasa como la 



25 
 

Manganeso Peroxidasa, utilizan el peróxido de hidrógeno como mediador para degradar 
un amplio espectro de compuestos similares a la lignina, al igual que compuestos 
aromáticos, por una oxidación no específica del substrato. 

Dentro de las especies de hongos más estudiados se encuentran, Phanerochaete 
chrysosporium, Trametes versicolor, Bjerkandera adusta, Pleurotus ostreatus, entre 
otros. Algunos de ellos son capaces de producir solo Lignino y Manganeso Peroxidasa, o 
Lacasa y cualquiera de las otras dos, ya sea de forma constitutiva o inducible, así mismo 
tienen la capacidad de producir múltiples isoenzimas, las cuales presentan diferentes 
propiedades catalíticas. A pesar de ello, se continúa la búsqueda de cepas que permitan 
una sobreproducción de tales metabolitos y que sean capaces de utilizarse en diversos 
procesos biotecnológicos. Puesto que son muchos los factores que intervienen en la 
producción de enzimas lignolíticas, desde la especie, medio de cultivo, temperatura 
óptima, presencia o ausencia de compuestos aromáticos (inductores y/o potenciadores), 
aun tratándose de cepas de la misma especie, se propuso como objetivo principal, la 
recolección y el aislamiento de cepas nativas en diversas áreas del Estado de Nuevo 
León, así como determinar la producción de tres de las principales enzimas lignolíticas, 
Lacasa, Lignino Peroxidasa (LiP) y Manganeso Peroxidasa (MnP) en dos medios de 
cultivo modificados, utilizados para la obtención de las mismas.  

 
2.1. IMPORTANCIA Y JUSTIFICACIÓN 
Los altos índices de contaminantes liberados al ambiente siguen en incremento, 

muchos de ellos son de difícil degradación. La mayoría de los métodos existentes dan 
soluciones parciales al problema, por lo que es necesaria la implementación de estrategias 
que sean más amigables al ambiente. El uso de microorganismos es una alternativa viable 
pues son de fácil manejo y algunos de ellos pueden llegar a degradar completamente los 
compuestos que en su mayoría llegan a presentar problemas a la salud. Debido a ello, se 
buscaron cepas nativas de basidiomicetos, los cuales han probado su enorme capacidad 
en la degradación de contaminantes tan diversos como los colorantes textiles, compuestos 
organoclorados e incluso insecticidas. Previo a la utilización de estos microorganismos es 
necesario determinar la respuesta de los hongos a diversos medios de cultivo. Es sabido 
que especies de Trametes son capaces de producir las tres enzimas lignolíticas 
principales, sin embargo la respuesta de los hongos y la síntesis de sus enzimas son 
dependientes del medio de cultivo ensayado. Por estas razones, se probaran dos medios 
de cultivo, asi como diversos compuestos reportados previamente con el fin de 
incrementar la actividad enzimática. Los valores obtenidos fueron comparados con una 
cepa de colección internacional Pleurotus ostreatusATCC 58053 para tratar de igualar e 
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incluso incrementar la síntesis de las enzimas lígnolíticas, de igual forma, se evaluó la 
capacidad que presenten los hongos a ser seleccionados, en la biotransformación de un 
colorante reactivo utilizado para determinar la capacidad degradativa de diversos 
microorganismos. 
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3. HIPÓTESIS 
 
 
 

En las áreas boscosas del Estado de Nuevo León existen hongos de pudrición blanca 
capaces de producir enzimas lignolíticas: Lacasa, Lignino Peroxidasa y/o Manganeso 
Peroxidasa en cultivo sumergido y que puedan presentar la capacidad de degradar 
colorantes sintéticos tanto en medio sólido como en cultivo sumergido. 
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4. OBJETIVOS 
 
 
 

4.1. OBJETIVO GENERAL 

 
Evaluar la producción de enzimas lignolíticas por hongos de pudrición blanca, 

basidiomicetos aislados en Nuevo León. 

 

4.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1. Recolectar y obtener la fase vegetativa de los basidiomicetos de diversas 

áreas de Nuevo León. 
2. Evaluar de forma preliminar la producción de oxidasas y peroxidasas en 

medio sólido. 
3. Evaluar la capacidad de producción de enzimas lignolíticas, Lacasa, 

Lignino Peroxidasa y Manganeso Peroxidasa en dos medios de cultivo: 
Alto y bajo contenido en nitrógeno (cultivo sumergido), de cuatro cepas 
nativas de basidiomicetos y un control. 

4. Evaluar el efecto de la fuente de carbono en el medio de cultivo con bajo 
contenido en nitrógeno. 

5. Determinar el efecto de inductores y/o potenciadores para la producción 
de enzimas lignolíticas en ambos medios. 

6. Identificar molecularmente las cepas nativas con mayor capacidad 
productora en ambos medios de cultivo. 

7. Evaluar la capacidad decolorativa de los basidiomicetos identificados, 
mediante pruebas en medio sólido, en medio líquido y por los extractos 
crudos. 
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5. ANTEDECENTES 

 
 
 

Muchos productos, algunos de ellos ancestrales se elaboran mediante la 
participación de microorganismos y/o algunos de los metabólicos producidos por ellos, 
como lo son la elaboración de queso, cerveza, vino, entre otros. Dichos procesos se 
encuentran confinados dentro de la biotecnología convencional. La forma como las 
enzimas llevan a cabo sus funciones, son mediante reacciones estereoespecíficas con una 
alta precisión, razón por la cual se prefieren a los procesos realizados por tecnología 
química, debido a que los productos generados deben ser purificados posteriormente. Una 
de las ventajas principales es el bajo costo que implica su uso, mientras que los procesos 
químicos requieren de condiciones especiales, muchas de las cuales incrementan 
considerablemente los costos. Dada la amplia diversidad de microorganismos en el 
mundo, se puede encontrar una enzima que permita o genere una reacción determinada y 
por consiguiente, un producto deseable, pero es necesaria la búsqueda de tales 
microorganismos.  

Por otro lado, con el paso de los años, se ha visto que tanto los microorganismos 
como sus enzimas, pueden ser capaces de utilizarse en ámbitos tan diversos como la 
petroquímica, la farmacéutica, cosmética, alimentos y en las últimas fechas, en la 
biorremediación. La atención se centró a partir de la década de los 70’s, en hongos 
perfectos y sus enzimas lignolíticas debido principalmente a las propiedades que 
presentan las mismas frente a diversos procesos, muchos de ellos encaminados al 
mejoramiento de las condiciones ambientales (Whiteley y Lee, 2006). Los 
microorganismos continúan siendo una de las fuentes de productos naturales menos 
estudiadas a pesar de ofrecer grandes posibilidades para la obtención de nuevas 
estructuras y actividades biológicas (Brizuela, et al., 1998). 
 

5.1. CARACTERÍSTICAS DE LA LIGNINOCELULOSA 
El material lignocelulósico de los vegetales o de las plantas está constituido, 

típicamente, por los polisacáridos celulosa, hemicelulosa y lignina (Howard, et al., 2003; 
Pérez, et al., 2003). El contenido de celulosa va de 40-60%, el de hemicelulosa de 15-
50% y el de lignina de 10-30%, dependiendo del tipo de vegetal, del tejido y edad del 
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mismo. La organización celular es bastante regular; una pared celular típica de un tejido 
vegetal está constituida por una laminilla media, una pared primaria y otra secundaria; 
esta última compuesta a su vez, por tres capas: S1, S2 y S3. Por lo general la capa S2 es la 
de mayor espesor comparado con la pared primaria, la laminilla media y las otras dos 
capas (S1 y S3). En la laminilla media se encuentra casi toda la lignina y su proporción 
disminuye conforme se acerca al lúmen; la pared secundaria contiene muy poca lignina, 
está constituida principalmente por polisacáridos. A cada capa de la pared secundaria se 
adhieren la celulosa y cantidades mínimas de otros constituyentes formando estructuras 
longitudinales llamadas micro fibrillas, dentro de cada una de las cuales se encuentran las 
moléculas lineales de celulosa unidas lateralmente por puentes de hidrógeno y por fuerzas 
de Van der Waals. Los grados de ordenamiento de las moléculas de la celulosa difieren; 
cuando están altamente ordenadas se denominan amorfas. Dentro de la pared secundaria, 
la lignina está concentrada en los espacios localizados entre las miofibrillas y en las 
regiones amorfas, entre cristales de celulosa. Se sugiere que la asociación de la celulosa 
con la lignina es en gran parte física, formando un sistema de entrecruzamiento de 
polímeros. Esta íntima asociación física se considera responsable de su resistencia a la 
degradación biológica. En las regiones amorfas, entre cristales de celulosa se encuentran 
también hemicelulosa, minerales y otros materiales como grasas, ceras, aceites 
esenciales, taninos, resinas, carbohidratos solubles y proteínas (Leal, 1985). 

La lignina es el compuesto aromático más abundante sobre la tierra, forma una 
matriz que rodea a la celulosa. Esta matriz retarda significativamente la depolimerización 
de la celulosa y por ello, la lignina juega un papel clave en el ciclo del carbono de la 
tierra (Edwards, et al., 1993). Es considerada como un material incrustante ya que es el 
último componente sintetizado por el tejido vegetal; su producción aumenta conforme 
envejece la planta. Es un polímero estructural de las plantas vasculares, formada por 
unidades de fenil-propano; proporciona a las plantas rigidez y unión entre sus células, 
además de disminuir la permeabilidad del agua a través de las paredes celulares y 
proteger a las células de invasiones por microorganismos. La formación de lignina en los 
tejidos vegetales es sumamente compleja y no totalmente entendida; comprende varias 
etapas, tanto de reacciones puramente químicas como enzimáticas a partir de tres 
precursores primarios, todos del tipo alcoholes de fenil propano. En consecuencia, la 
molécula de lignina presenta una estructura ramificada e irregular (Figura 5.1). 
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Figura 5.1.- Estructura parcial de la lignina (Tomado de Dávila y Vázquez-Duhalt, 2006) 

 
 

5.2. MECANISMO DE BIODEGRADACIÓN DE LA LIGNINA 
No se conoce con exactitud el mecanismo preciso con que la lignina es degradada. 

Es un polímero heterogéneo y de unidades irregulares de fenil propano, lo cual la hace 
resistente a la degradación química o enzimática, protegiendo a la celulosa.  

Las especies de hongos que son capaces de degradar la madera pueden dividirse 
en hongos de pudrición oscura, pudrición suave y pudrición blanca (Martinez, et al., 
2005). Así mismo, bacterias tales como Streptomyces sp. y actinomicetos pueden llevar a 
cabo una oxidación similar a la realizada por los hongos de pudrición blanca. Sin 
embargo, estas bacterias solamente tienen la habilidad para modificar y degradar 
parcialmente las moléculas de lignina. De igual forma especies tales como Fusarium 
proliferatum son capaces de producir Lacasa y aril alcohol oxidasa, este microorganismo 
responde a las diferentes condiciones de cultivo (Hernández, et al., 2005). 

Se ha postulado un esquema general sobre la degradación de este biopolímero 
basado en el estudio de la incubación de micelio de hongos de pudrición blanca y oscura 
con compuestos aromáticos de bajo peso molecular y estructura similar a la de la lignina 
o con ligninas de varios tipos de vegetales y se han analizado los cambios químicos y 
estructurales en los sustratos usados. Se ha observado que ambos tipos de hongos causan 
una disminución en el contenido de grupos metoxilo de la molécula de lignina. Al no 



32 
 

poseer enlaces hidrolizables, se cree que el proceso es llevado a cabo mediante enzimas 
oxidativas. Únicamente los hongos de pudrición blanca tienen la capacidad para romper 
los enlaces éter, similares a los de la lignina (tipo arilglicerolaril) y sólo ellos 
producen enzimas fenol-oxidasas extracelulares involucradas en la degradación de 
lignina (Ohkuna, et al., 2001; Higuchi, 2004). Al utilizar compuestos aromáticos modelo 
se comprobó que las fenoloxidasas extracelulares hidrolizan los anillos aromáticos y 
pueden causar una ruptura oxidativa de los mismos, así como otras reacciones de 
probable relevancia en la degradación de la lignina, como la formación de radicales 
libres, los que pueden inducir la ruptura de los enlaces entre el anillo aromático y la 
cadena de fenil propano.  

 
5.3. HONGOS DE PUDRICIÓN BLANCA 
Los hongos de pudrición blanca comprende un grupo heterogéneo de hongos 

micro y macroscópicos, los más conocidos son los basidiomicetos y algunos ascomicetos 
del género Xylaraceae. Sin embargo, los más estudiados son los primeros, debido a que 
son productores de metabolitos biológicamente activos, estos hongos están representados 
por alrededor de 30, 000 especies. Los basidiomicetos producen una amplia gama de 
productos naturales, proteínas extracelulares, agentes antimicrobianos, antifúngicos, 
antivirales, enzimas de importancia en el área ambiental y otros metabolitos. Este grupo 
de microorganismos puede adaptarse a diversas restricciones ambientales (Brizuela, et 
al., 1998; Pointing, 2001). 

En el área ambiental, ha crecido el interés en la implementación en técnicas de 
biorremediación mediante el uso de tecnologías enzimáticas (Whiteley y Lee, 2006). En 
ese sentido, se continúan realizando investigaciones enfocadas a los sistemas biológicos 
con poblaciones específicas de microorganismos, midiendo la biomasa activa así como 
indicadores, demanda química de oxígeno y remoción de fósforo. De igual forma, a partir 
de la década de los 30’s, se implemento el uso de enzimas para el tratamiento de 
desechos. Sin embargo, fue hasta los 70’s que las enzimas se usaron para contrarrestar 
contaminantes específicos, (compuestos orgánicos policíclicos, pirenos, bifenilos, 
dibenzo p dioxinas, etc (Hammel, et al., 1986). Dentro de las enzimas más estudiadas se 
encuentran las lignolíticas, producidas principalmente por los basidiomicetos de 
pudrición blanca. La principal característica de estos hongos es la capacidad que presenta 
para la degradación de uno de los compuestos más recalcitrantes: la lignina, un polímero 
polifenólico heterogéneo localizado dentro del substrato lignocelulósico. Es precisamente 
esta característica la que dio pie a extensos estudios, ya que se ha demostrado la 
capacidad de degradar otros compuestos que presenten características similares a la 
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lignina y/o sus precursores. El nombre de estos hongos deriva de los cambios que 
ocasiona en madera cuando es atacada por este tipo de hongos. 

 

5.3.1- BASIDIOMICETOS 

En los últimos años se ha incrementado la búsqueda de nuevas cepas de 
basidiomicetos. Se ha visto que las especies de Trametes son una de las más eficientes 
productoras de Lacasas.  

Dentro de este grupo existen muchos hongos que han sido estudiados desde la 
década de los 70’s, siendo los más importantes, Trametes versicolor (Archibald, 1992), 
un basidiomiceto localizado en las raíces de muchas plantas, así como Phanerochaete 
chrysosporium, perteneciente a una familia de hongos causante de podredumbre de las 
raíces de los árboles (Grabski, et al., 1998). 

 
5.3.1.1. Trametes sp. 
Durante muchos años, el interés en este tipo de hongos se centro en la utilización 

de los mismos para el blanqueo de la pulpa de papel, al incrementar el brillo de un 32 a 
un 60% y disminuir el contenido de lignina. Este proceso biológico podría de esta forma 
reemplazar el Cl2 utilizado en el tratamiento del blanqueo de pulpa comercial. El 
blanqueamiento es producido al mezclar un pequeño inóculo del hongo con la pulpa (1-
2%) e incubando la mezcla con agitación por espacio de 2 a 5 días. La pulpa tratada de 
esta forma muestra una reducción en la viscosidad, pero disminuye en poco o en nada la 
calidad física del papel. Recientemente se ha visto que el contacto de las hifas con las 
fibras de la pulpa no es requerido, ya que por ejemplo, el licor del cultivo contiene todo 
lo necesario para el blanqueamiento y puede ser frecuentemente renovado por contacto 
con la biomasa fúngica (Archibald, 1992). 

T. versicolor no solo produce la LiP, también la MnP, ambas bajo condiciones 
determinadas. Sin embargo, en el caso de la LiP producida por T. versicolor, aun no se ha 
podido determinar cual es el papel que tenga en el blanqueamiento del papel por las 
siguientes razones: (i) la naturaleza extremadamente compleja y poco entendida de la 
combinación pulpa-micelio-nutriente diluido, en el cual se lleva a cabo el 
blanqueamiento, (ii) la baja sensibilidad y gran susceptibilidad  a artefactos del alcohol 
veratrilo (VA), (iii) la estructura desconocida del substrato residual de la lignina kraft, 
(iv) la naturaleza desconocida de las reacciones de deslignificación y bioblanqueo, (v) la 
pequeña cantidad de lignina unida y el gran tiempo requerido y (vi) la carencia de una 
rápida y simple prueba de la actividad de blanqueamiento (Archibald, 1992a).  
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5.3.1.2. P. chrysosporium 
El sistema lignolítico de P. chrysosporium es complejo. Incluye numerosas 

enzimas tales como peroxidasas, oxidasas, glioxal oxidasas, glucosa oxidasas y celobiosa 
quinona oxidasas. Las oxidasas y las peroxidasas, particularmente la MnP y la LiP, son 
dos enzimas extracelulares, consideradas los componentes claves de los procesos 
lignolíticos. La lignina es degradada por este microorganismo solamente durante el 
metabolismo idiofásico, en respuesta al nitrógeno, carbono o a la privación de sulfuro 
(Herpoël, et al., 1999).  

Cuando es cultivado bajo condiciones lingolíticas, P. chrysosporium produce dos 
familias de peroxidasas, la LiP, y la MnP, las cuales, junto con un sistema generador de 
peróxido constituye el mayor componente de su sistema degradador de lignina. Sin 
embargo, debido a que la síntesis de estos enzimas ocurre solo durante el metabolismo 
secundario, se producen cantidades limitadas de los mismos. Esta es una de los mayores 
limitantes en el uso comercial de los enzimas lignolíticos (Bonnarme, et al., 1993).  

Jäger et al., reportó la producción de LiP mediante el uso de cultivos agitados 
sumergidos de P. chrysosporium con surfactantes no iónicos, tales como el polioxietileno 
de monooleato de sorbitan (Tween-80), polietileno monolaurato de sorbitan (Tween-20) 
o 3-(3-colamidopropil)-dimetilamonio 1-propanesulfonato (CHAPS). Estos surfactantes 
abren definitivamente la posibilidad de nuevos prospectos para escalar la producción de 
enzimas lignolíticas en tanques de fermentación agitados. Por el contrario, se ha 
demostrado que la producción de Lignino Peroxidasa en cultivos estáticos se incrementa 
substancialmente y el tiempo de fermentación para la máxima actividad es reducida, 
cuando el medio de cultivo esta suplementado con Tween-80, ácido oleico solo o 
emulsionado con Tween-80. Similarmente, la producción de LiP se incrementa cuando el 
medio de crecimiento esta adicionado con varias fuentes de fosfolípidos. 

Debido a la sensibilidad de las colonias esféricas de P. chrysosporium a la 
agitación, se ha determinado que el proceso más eficiente para la producción de esta 
enzima es la inmovilización del microorganismo en diversos soportes (Ruckenstein y 
Wang, 1994; Moreira, et al., 1997; Herpoël, et al., 1999).  

 
5.3.2.- ENZIMAS LIGNOLÍTICAS 
Los hongos de pudrición blanca son los degradadores de lignina más eficientes 

que existen en la naturaleza. Son productores de un amplio espectro de metabolitos 
secundarios. Diversos estudios indican que la Lacasa, Manganeso Peroxidasa y Lignino 
Peroxidasa juegan un papel muy importante en la degradación de la lignina. Estas tres 
enzimas han sido denominadas Enzimas modificadoras de la lignina (LME), por sus 
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siglas en inglés). Basado en el patrón de producción, los hongos de pudrición se han 
clasificado en dos grupos, aquellos productores de Lacasa y Manganeso Peroxidasa y 
aquellos productores de estas enzimas además de la LiP. Las condiciones de cultivo 
afectan la fisiología del microorganismo y por consiguiente, la síntesis de las enzimas. Al 
producir una serie de enzimas poco específicas y de tipo extracelular, les permite 
degradar compuestos insolubles y altamente peligrosos para el ambiente. 

El estudio de estos hongos ha llevado a considerarlos como posibles candidatos en 
diversos procesos de bioremediación.  

 
5.3.2.1.- Lacasa (EC 1.10.3.2) 
La Lacasa es una benzendiol: oxigeno oxidoreductasa. Forma parte de un grupo 

de enzimas que incluyen ascorbato oxidasa y la ceruloplasmina. En insectos tienen la 
función de queratinizar la cutícula (Arakane, et al, 2005), en bacterias como Bacillus 
subtilis, se encuentra presente en la cubierta de la espora, cuya función se cree es la de 
darle la pigmentación a la misma (Martins, et al., 2002). Por otro lado, la función que 
presenta en las plantas es la formación de los precursores de la lignina (O’Malley,  et al., 
1993). 

La Lacasa es una cupro proteína perteneciente a un pequeño grupo de enzimas 
denominadas oxidasas azules. En general, exhiben cuatro átomos de carbono, importantes 
en el mecanismo catalítico de la enzima. Diversos estudios moleculares, expresión 
genética, transcripción y clonación se han realizado de forma exhaustiva.  

La forma como lleva a cabo la reacción un substrato fenólico es sujeto a una 
oxidación de un electrón dando como resultado un radical oxiaril. Esta especie de sitio 
activo puede ser convertida a una quinona en un segundo estado de oxidación. La 
quinona así como el producto del radical libre participa en las reacciones de acoplamiento 
no enzimático que permiten la polimerización. Los substratos para esta enzima están muy 
extendidos, incluye subunidades de lignina no fenólica en la presencia de substratos 
primarios listos para ser oxidados, que pueden actuar como mediadores de transferencia 
de electrones (Figura 5.2).  
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Figura 5.2.- Oxidación de los grupos fenólicos de la lignina catalizados por la Lacasa 
(Tomado de Archibald, et al., 1997) 

Inducción 

En los basidiomicetos, las Lacasas extracelulares son producidas de forma 
constitutiva en pequeñas cantidades. Sin embargo, su producción puede ser estimulada 
mediante la adición de una serie de compuestos, todos ellos denominados inductores, 
principalmente compuestos aromáticos o fenólicos, relacionados a la lignina o sus 
derivados; esto da como resultado la biosíntesis de nuevas formas extracelulares. Así 
mismo, la concentración de tales compuestos en el medio de cultivo influye en la 
producción de Lacasa. Sin embargo, el efecto de estos inductores depende de la especie 
de hongo a estudiar. Cada hongo presenta una respuesta diferente para el mismo 
compuesto y misma concentración. Por ejemplo, en especies de Pycnoporus cinnabarinus 
o P. sanguineus, la producción de las enzimas lignolíticas responden mejor en medios de 
cultivo con bajo contenido en nitrógeno. De igual forma, metales como el cobre 
favorecen significativamente la síntesis de la Lacasa.  

 
Isoenzimas 
Los hongos presentan la capacidad de sintetizar isoformas (isoenzimas) de la 

Lacasa. El número de isoformas varia entre las especies y aun dentro de la misma 
especie, dependiendo de las condiciones de cultivo empleadas. Las isoformas pueden 
variar significativamente en sus propiedades, punto isoeléctrico, pH, especificidad de 
substrato, estabilidad, etc. (Manssur, et al., 2003). Así mismo, se ha visto que estas 
isoenzimas pueden tener diversos papeles en la fisiología del microorganismo, sometidos 
a diferentes condiciones de cultivo. Pleurotus ostreatus llega a producir al menos ocho 
isoenzimas, con diferentes pesos moleculares y su producción es regulada por el cobre. 

Lacasa 
Rompimiento 

Aril-Alquil 

Unión del Radical 

Polimerización y 
formación de quinona 

Formación carbonil 

Fenoxi 
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Otras especies capaces de sintetizar isoenzimas son Coriolopsis rigida, Cichomitus 
squalens, Physisporinuns rivulosos y Trametes gallica, relacionadas estrechamente en 
sus propiedades catalíticas y estructurales. La razón por la cual los hongos son capaces de 
sintetizar diferentes isoenzimas, es la presencia de múltiples genes de Lacasa.  

 

5.3.2.2.- LiP (Lignino Peroxidasa) 
Esta enzima es producida por diversos hongos de pudrición blanca. Existen 

muchos reportes que indican que está involucrada en la degradación de la lignina. 
Algunas de las más importantes características que la distinguen de otras oxido 
reductasas, tal como la peroxidasa del rábano, su bajo pH óptimo, así como su alto 
potencial redox, permitiéndole la oxidación de compuestos aromáticos no fenólicos 
difíciles de biodegradar, tales como el alcohol veratrilo y bencenos metoxilados  
(Camarero, et al., 1999), compuestos aromáticos policíclicos, como el DDT; bifenoles 
policlorinados; dibenzo(p)dioxinas policloradas; lindano y alcanos clorados (Bumpus, et 
al., 1987; Field, et al., 1992; Joshi, et al., 1997). Tiene un peso molecular de 41kDa, 
contiene 1 mol de protoporfirina de hierro IX por mol de enzima y existe una serie de 
isoenzimas de pI de 3.2-4.0. Esta enzima cataliza la oxidación dependiente del peróxido 
de una gran variedad de compuestos modelo de lignina en una serie de reacciones en 
multipaso: 

LiP(Fe3+)P + H2O2  LiP-I(Fe4+ -O)P + H2O 
LiP-I(Fe4+ -O)P + R  LiP+II(Fe4+ -O)P + R 
LiP-II(Fe4+ -O)P + R + 2H+  LiP(Fe3+)P + R + H2O 

 

En este esquema, R es el substrato y P es la porfirina. El compuesto de LiP I lleva 
ambos equivalentes oxidados de H2O2, una como el centro oxiferril (Fe4+-O) y uno como 
un radical  de porfirina (P), mientras que LiP II lleva sólo un equivalente oxidante. El 
substrato R es oxidado por el compuesto I a un radical aril con una reacción posterior no 
enzimática, dando el producto final (Figura 5.3; Edwards, et al., 1993). La ligninasa 
fue identificada inicialmente como una oxigenasa extracelular y posteriormente como una 
múltiple peroxidasa. La primera evidencia que la involucra en la degradación de la 
lignina proviene de la inhibición de tal degradación por la catalasa.  
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Figura 5.3.- Mecanismo de Reacción catalizada por la Lignino Peroxidasa (LiP) (Tomada 
de Shah y Nerud, 2002) 
 

5.3.2.3. MnP (Manganeso Peroxidasa) 

Es la segunda mayor peroxidasa producida por los hongos de pudrición blanca. Es 
la única entre las peroxidasas en la que su principal substrato son ácidos orgánicos (por 
ejemplo, oxalato, malonato, lactato).  

El ciclo catalítico típico comienza con la oxidación de la enzima férrica por dos 
electrones del H2O2 para formar el compuesto I (FeIV = O[P]+), intermediario (Figura 
5.4). Este compuesto puede oxidar el Mn2+ a Mn+3 o puede oxidar substratos fenólicos a 
sus correspondientes radicales y la enzima es reducida a un intermediario de un electrón 
oxidado a un intermediario de un electrón oxidado, Compuesto II (FeIV=O[P]). El 
compuesto II de la MnP exhibe un requerimiento absoluto de Mn (II) como reductor. En 
la presencia de un exceso de peróxido, la enzima es oxidada al Compuesto III (FeIIIO2), el 
cual no es parte del ciclo catalítico. La MnP también muestra tener la habilidad para 
acarrear la desproporción del peróxido en la presencia de Mn2+. 

 

Compuesto I Compuesto II 

Reacción Espontánea 
o con H2O2 

Compuesto III 
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Figura 5.4.- Mecanismo de reacción catalizada por la Manganeso Peroxidasa (MnP) 
(Tomada de Shah y Nerud, 2002) 

 
Es una enzima ligninolítica extracelular y al igual que la Lignino Peroxidasa, 

utiliza el peróxido de hidrógeno (H2O2) como un oxidante para transformar el MnII a 
MnIII hasta el ion mangánico Mn+3. El MnIII, estabilizado por quelación, actúa como un 
oxidante no específico, participando en la degradación de la lignina por el 
microorganismo que la produce. 

Se ha visto que la introducción de un sistema enzimático basado en la Manganeso 
Peroxidasa en la elaboración del papel podría tener algunas ventajas: 

 Reducción del contenido de lignina en la pulpa kraft y como consecuencia, una 
disminución posterior en la cantidad de químicos necesarios para el 
blanqueamiento del papel (Paice, et al., 1988); 

 Incremento de las propiedades mecánicas de la pulpa debido a que restringe las 
alteraciones de las fibras de celulosa por que la acción enzimática es más selectiva 
que el tratamiento químico; 

 Por último, una reducción de la energía requerida en el estado de refinado. 
 

5.3.3.- COLORANTES SINTÉTICOS 
Los colorantes sintéticos son ampliamente utilizados en la industria textil, 

impresión de papel, fotografía a color, cosméticos, farmacia y la industria de la piel. 
Estos son importantes desde el punto de vista ambiental ya que pueden formar aminas 
aromáticas tóxicas. Con el paso de los años su uso se incrementó y por lo tanto, su 
liberación al medio ambiente; los efectos pueden llegar a ser carcinogénicos y 

Compuesto I Compuesto II 

Compuesto III 
Reacción Espontánea Exceso de H2O2  
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matagénicos. Del 2-50% de estos colorantes y pigmentos son liberados en forma de 
desechos, muchos de ellos son persistentes en el ambiente y no son removidos por 
tratamientos convencionales, por lo cual llegan a atravesar la cadena alimenticia, 
originando una biomagnificación.  

 
5.3.3.1.- Clasificación de los colorantes 
Los colorantes textiles son clasificados como aniónicos (directos, ácidos y 

reactivos), catiónicos (colorantes básicos) y no aniónicos (colorantes dispersos). Los 
colorantes aniónicos y no aniónicos incluyen sobre todo cromóforos del tipo azo y 
antraquinonas. Los colorantes azo son ampliamente utilizados, corresponden a más del 
60% del total de colorantes conocidos manufacturados y las aminas tóxicas en los 
efluentes industriales son el resultado del rompimiento reductivo de las uniones azo. Los 
colorantes antraquinónicos son más resistentes a la degradación debido a que su 
estructura aromática está fundida. La alta brillantez e intensidad de los colorantes hacen a 
los colorantes básicos muy visibles aún a bajas concentraciones. La LD50 es mayor a 
2000 mg/kg con una alta toxicidad y se encontró entre los colorantes básicos y diazo. 

Los efluentes de la industria textil se caracterizan por tener un color visible muy 
alto (3000-4000 unidades), demanda de oxígeno (800-1600 mg/L), rango de pH alcalino 
(9-11) y sólidos totales (6000-7000 mg/L). Existe un gran interés en el desarrollo de 
métodos biológicos (microbianos y enzimáticos) para contrarrestar los efectos derivados 
de la liberación de este tipo de descargas; debido a que estos métodos son considerados 
atractivos por su costo potencial bajo, compatibilidad con el ambiente y aceptación 
pública. En general, los efluentes no solo presentan color, también contienen varios 
compuestos inorgánicos como los sulfuros, sulfatos, cloruros, carbonatos, hidróxido de 
sodio, peróxidos y compuestos blanqueadores de cloro, otorgándole olor y sabor. 

 
5.3.3.2.- Método para la remoción de colorantes 
Diversos métodos se han implementado para la reducción de los colorantes 

vertidos al ambiente, entre ellos floculación, electroquímica, ozonización, blanqueo, 
filtración por membrana, irradiación y adsorción con carbón activado (Tabla 1). Sin 
embargo, la mayoría de tales métodos son altamente específicos y poco económicos 
aunque si efectivos.  

Actualmente, se ha visto que los métodos biológicos son los más efectivos, 
específicos y de menor intensidad de energía y son ambientalmente benignos, donde 
resultan en una parcial o completa bioconversión de los contaminantes orgánicos a 
productos finales no tóxicos estables. Tanto la biosorción y la biodegradación han sido 
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explorados como métodos de tratamiento biológico de los efluentes contaminados con los 
colorantes. 

 

Tabla 5.1.- Métodos existentes para el tratamiento de colorantes vertidos al ambiente 
MÉTODO MÉTODO ESPECÍFICO COMENTARIOS 

Físico Adsorción 

Excelente remoción de varios colorantes; el carbón 
activado es caro; pérdida de material por la regeneración; 
las reacciones colaterales con la sílica gel son 
indeseables; material celulósico natural puede tener un 
costo efectivo, pero el área de superficie es 
comparablemente menor. 

 Filtración por membrana 
Efectivo en la remoción de todos los tipos de colorante 
de las aguas residuales, pero los colorantes concentrados 
en los lodos necesitan ser dispuestos apropiadamente. 

 Intercambio Iónico 

Tanto los colorantes aniónicos como catiónicos pueden 
ser removidos de los efluentes; la regeneración es posible 
sin pérdida de material; puede no ser aplicable para todos 
los tipos de colorantes; el costo es prohibitivo. 

 Irradiación 
Oxidación eficiente de diversos colorantes a escala de 
laboratorio; requerido alto volumen de oxígeno, lo cual 
lo hace un sistema poco atractivo 

Químico Oxidación 

Eficiente decoloración por oxidación de varios tipos de 
colorantes; los problemas asociados con la formación del 
producto; los problemas de mezcla pueden estar 
asociados con el tratamiento con el reactivo de Fenton; la 
ozonación tiene tiempos de vida media cortos – 20 min; 
la liberación de aminas aromáticas está relacionada con 
NaOCl. 

 Electroquímica 
Método relativamente nuevo para remoción efectiva; 
rompimiento de productos no peligrosos; el costo de 
electricidad es costoso. 

 Coagulación 

Excelente remoción de  los colorantes directos utilizando 
sulfato ferroso y cloruro férrico; pobre remoción de 
colorantes ácidos; un alto volumen de formación de 
mezcla; alto costo de disposición 

Biológicos Biosorción 

Aun está en estado de investigación el uso de Biomasa 
microbiana para sorber y remover los colorantes de las 
aguas residuales; puede no ser práctico el tratamiento a 
grandes volúmenes de efluentes industriales; problemas 
asociados con la disposición  de los colorantes 
adsorbidos en la biomasa; puede ser regenerado usando 
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químicos 

 Biodegradación 

Muestra potencial el consorcio de cultivos mixtos en un 
sistema combinado aerobio/anaerobio para una completa 
remoción de los compuestos colorantes; los sistemas de 
células inmovilizadas parecen ser más prácticos que las 
células bacterianas libres; uso práctico de procesos 
bacterianos no están bien documentados; se requiere 
información fisiológica/genética mas entendible 

 Enzimático 

Las preparaciones de Lacasa y peroxidasas ofrecen un 
método más rápido para la decoloración de los colorantes 
de las aguas residuales; análisis detallados de la reacción 
de producto, estudios de escalamiento y evaluación 
económica cuidadosa se requieren para las aplicaciones 
comerciales 

  
5.3.3.3.- Tratamiento biológico: Hongos de pudrición blanca 
De los microorganismos evaluados, los hongos de pudrición blanca son los más 

ampliamente utilizados para la decoloración/degradación de colorantes (Tabla 2). 
Anteriormente se asumía que la Lacasa y las peroxidasas solamente podían convertir un 
tipo limitado de colorantes azo con una conversión preferencial de los colorantes que 
presentaban sustituyentes fenólicos en posición para de los enlaces del colorante y 
substituyentes metil o metoxi en la posición 2 o 2,6 en relación al grupo hidroxi. Sin 
embargo, se demostró que ciertas Lacasas y peroxidasas son capaces de decolorar cierto 
tipo de colorantes azo tal como el negro reactivo. 

Phanerochaete chrysosporium es capaz de decolorar diversos colorantes 
industriales y colorantes poliméricos. Así mismo, otros hongos lignolíticos han mostrado 
ser capaces de degradarlos. Pleurotus ostreatus decolora al colorante polimérico Poli-
B411, pero solo bajo ciertas condiciones. De igual forma, P. ostreiformis y Trametes 
versicolor, fueron capaces de decolorar el rojo congo y utilizar el azul brillante de 
remazol como mediador en la oxidación de compuestos modelo, respectivamente.  

El mecanismo de la oxidación de los colorantes azo por las peroxidasas tal como 
la Lignino Peroxidasa, involucra la oxidación del grupo fenólico para producir un radial 
en el carbono de la unión azo. Entonces, el agua ataca a este carbono fenólico para 
romper la molécula, produciendo fenildiazeno. Este compuesto puede ser oxidado por 
una reacción de un electrón, generando N2. Para la oxidación de la Lacasa, se ha 
propuesto un mecanismo similar.  
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Tabla 5.2.- Hongos y su mecanismo de decoloración    

HONGO ESPECIE MECANISMO DE ACCIÓN 
Hongos de pudrición blanca Bjerkandera adusta Manganeso Peroxidasa 
 Cyathus bulleri Lacasa 
 Funalia trogii Adsorción, biodegradación 
 Lentinula edades Lacasa 
 Phanerochaete chrysosporium Lignino Peroxidasa 
 Phebia radiata Peroxidasa 
 Pleurotus ostreatus Peroxidasa 
 Pycnoporus cinnabarinus Lacasa 
 Trametes versicolor Biosorción, ligninasa 
 Trametes hispida Lacasa 
Otros filamentosos Aspergillus foetidus Biosorción, biodegradación 
 Aspergillus niger Adsorción, biodegradación 
 Aspergillus sojae Biosorción 
 Botrytis cineria Adsorción 
 Myrothecum verucaria Biosorción 
 Nuerospora crassa Biosorción 
 Rhyzopus arrhizus Biodegradación 
 Trichoderma sp. Biosorción, biodegradación 
Levaduras Candida rugosa Adsorción 
 Cryptococcus heveanensis Adsorción 
 Dekkera bruxellensis Adsorción 
 Klyveromyces maxianus Adsorción 
 Klyveromyces waltii Adsorción 
 Pichia carsonii Adsorción 
 Rhodotorula rubra Biodegradación 
 Saccharomyces cerevisiae Biosorción 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
 

6.1 DISEÑO EXPERIMENTAL 

El presente trabajo se baso en el estudio experimental comparativo, con el fin de 
evaluar si las cepas nativas aisladas en el Estado de Nuevo León eran capaces de producir 
Lacasa, Lignino Peroxidasa y Manganeso Peroxidasa y si los niveles alcanzados eran 
iguales o superiores a los producidos por una cepa de colección, Pleurotus ostreatus 
ATCC 58053, bajo las mismas condiciones de estudio. Para ello, se hizo una selección 
primaria mediante la oxidación en medio sólido de diversos sustratos para determinación 
de oxidasas y peroxidasas. Después de realizar dichos ensayos, se seleccionaron cuatro 
cepas nativas y una cepa de colección internacional. La producción enzimática se realizó 
en cultivo líquido, en dos medios de cultivo: harina de soya (SMM) y medio mineral-
Glucosa (GMM). Los ensayos se hicieron por triplicado, tomando dos muestras por cada 
uno de ellos. 

 
6.2. AISLAMIENTO DE LOS HONGOS 
Los cuerpos fructíferos se colectaron a partir de árboles en pudrición, en áreas con 

clima húmedo del estado de Nuevo León, Linares (Sur del estado a 350 m del nivel del 
mar y una temperatura promedio de 22º C); Montemorelos (Centro del estado a 430 m del 
nivel del mar y una temperatura de 40º C); Santiago (Cerca de la Sierra Madre Oriental, 
al sur del estado, 445 m del nivel del mar y una temperatura de 21º C); Monterrey y 
Guadalupe (Noroeste del Estado, temperatura promedio de 24º C, a 538 m sobre el nivel 
del mar). Se recolectaron alrededor de 50 cuerpos fructíferos, de los cuales se logró el 
aislamiento satisfactorio de 23. El aislamiento se llevó a cabo en cuatro medios de cultivo 
colocando parte del cuerpo fructífero sobre placas Petri. Medio 1: Agar extracto de malta-
extracto de levadura, cuya composición por litro fue la siguiente: glucosa, 4g; extracto de 
malta, 10 g; extracto de levadura, 15 g y agar bacteriológico 15g. Medio 2: Agar dextrosa 
y Papa, marca DIFCO. Medio 3: Agar Czapec Dox (DIFCO). Medio 4: Agar extracto de 
malta, el cual contiene por litro: glucosa, 4 g; extracto de malta, 10 g y agar 
bacteriológico, 15 g. Las 23 cepas se mantuvieron de forma rutinaria en agar extracto de 
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malta-extracto de levadura (el mejor para el aislamiento). Se incubaron a 28º C y se 
almacenaron a 4º C. Todas estas cepas de basidiomicetos se conservan como cultivos 
puros en la Colección del Instituto de Biotecnología de la Facultad de Ciencias 
Biológicas (UANL). 

 
6.3. IDENTIFACIÓN DE LOS HONGOS 
Los hongos aislados quedaron agrupados en diversas especies, entre ellas, 

Trametes villosa, Schizophyllum commune, Poria sp, Ganoderma sp. y Poliporus 
sanguineus. La identificación fue llevada a cabo en base a las características 
macroscópicas de los cuerpos fructíferos por el Dr. José Guadalupe Marmolejo (Facultad 
de Ciencias Forestales, UANL). El resto de las cepas fueron nombradas como SL1, SL2, 
S1, S2, CC1, CC2, RVAN2, RVAN12, CH3, CH5 y CH13. La identificación de los 
hongos se realizó utilizando cebadores de regiones altamente conservadas, para 
amplificar las regiones variables ITS1 e ITS2, que permitan comparar con bancos de 
datos de genes e identificar a los hongos de interés. 

 
6.3.1. EXTRACCION DEL ADN 
La extracción de ADN fúngico se realizó a partir del micelio. El micelio se 

obtuvo de la superficie de la caja, fue depositado en un mortero y se le agregó nitrógeno 
líquido para triturarlo (aspecto de pasta). Posteriormente, se colocó en tubos eppendorf de 
1.5 mL, en cantidades de 500 µL.  Se adicionaron 600 µL de buffer de Urea (21.02 g 
Urea, 3 mL stock 5M NaCl, 2 mL stock 0.5 M EDTA, 2.5 mL stock 1 M Tris HCl pH 8, 
0.5 g Sarcosina. Se aforó a 50 mL con agua miliQ estéril), se mezcló en vortex durante 2 
min. Se agregó RNAsa (10 mg/mL) y se mantuvo en reposo durante media hora a 
temperatura ambiente. Se añadieron 600 µL de fenol-cloroformo 25:25 (Cloroformo 25 
mL más fenol saturado 25 mL) y se mezcló en vortex 10 min. Se centrifugó a 10 000 rpm 
durante 15 minutos, se transfirió el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 mL y se 
precipitó con 2 volúmenes de etanol al 100% y 1/10 de acetato de sodio 3M (NaC2H3O2 
12 g en 50 ml de agua miliQ). Se centrifugó a 10 000 rpm durante 2 min. Se lavó la 
pastilla con 1 mL de etanol al 70%, y se centrifugó nuevamente. Se secó la pastilla y se 
resuspendió en 25 µL de TE 1X (La dilución TE 1X se obtuvo del stock TE 50X; 2.5 mL 
Tris-HCl 50 mM, 1 mL EDTA 10 mM pH 7.5, se aforó a 50 mL con agua miliQ, se 
ajustó a pH 8.0). Por último, se mantuvo a -20º C hasta su uso. 

La cantidad  de ADN obtenida se determinó por su absorbancia a 260 nm en un 
espectrómetro GBC (Cintra 10e.), aplicando la fórmula siguiente:  
[ADN] = 50 * A260nm * FD      [g/mL] 
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Donde el factor de dilución se calculó como: 

FD = (Vol. Agua miliQ) + (Vol. de la muestra) / Vol. de la muestra 
 

La calidad  del ADN se cuantificó mediante el valor de la relación de la 
absorbancia a 260 y 280 nm de acuerdo a la siguiente fórmula: 

 
Calidad de ADN= A260 / A280 

 
Donde un valor entre 1.8 y 2 indica que la solución está libre de proteína, por lo 

que se tiene una buena calidad de ADN.  El ADN se visualizó en un gel de agarosa al 
1.5%, con buffer TBE 0.5X (0.1 M Tris, 0.09 M ácido bórico, 1.0 mM EDTA) a 80 volts  
por 1.2 h. 

 
6.3.2 AMPLIFICACIÓN DE SEGMENTOS DE ITS1-ITS4 (GEN 5.8S) 
Condiciones de reacción 
Reacción de PCR con cebadores para ITS1-ITS4 

Concentración   1X 
DNAg  50ng    1.0 µL 
Buffer   10X    2.5 µL 
MgCl2   25mM    1.5 µL 
dNTPs   10mM    0.5 µL 
Primer F 5  µM    2.5 µL 
Primer R 5  µM    2.5 µL 
Taq   5 u/5µL    0.5 µL 
H2OmiliQ --     µL   14  µL 
  _____                _____ 
  25 µL    25 µL 
 
Temperaturas  de reacción 
Ciclo    Temperatura ºC Tiempo 
Desnaturalización   94  5:00     
 
Alineamiento    94  0:30 
     57  0:30 
     72  1:00 
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Extensión    72  7:00 

Los segmentos amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% con 
buffer TBE 0.5X (0.1 M Tris, 0.09 M ácido bórico, 1.0 mM EDTA) a 80 volts  por 1.2 h 
con marcador de 100 pb. 

 
6.3.3. PURIFICACIÓN DEL PRODUCTO DE PCR 
Para purificar la banda del tamaño de interés se utilizó el kit de purificación Gel 

Extraction Systems (MARLIGEN). El producto de PCR (50 L) se corrió en un gel de 
agarosa al 1% en TBE, las bandas se visualizaron bajo luz UV y se cortó manualmente el 
fragmento del tamaño de interés. La porción cortada fue transferida a un tubo Eppendorf 
de 1.5 mL previamente pesado. Se determinó la masa del bloque de agarosa/ADN. Se 
adicionaron 30 L de solución amortiguadora solubilizadora (L1) por cada 10 mg del gel 
y se incubaron a 50ºC por 15 minutos; se agitó de forma vigorosa cada 3 minutos, 
posteriormente se incubó por 5 minutos más. La muestra fue cargada en un cartucho, se 
colocó dentro de un tubo de 2 mL y se centrifugó a 12,000 rpm por 1 minuto y se 
descartó el líquido filtrado al tubo. Se adicionaron 500 L de la solución L1 al cartucho, 
se incubó por 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugo a 12,000 rpm por 1 
minuto, se descartó el líquido filtrado del tubo. Se añadieron 700 L de solución 
amortiguadora de lavado (L2), se incubó por 5 minutos a temperatura ambiente y 
centrifugar a 12,000 rpm por 1 minuto. Se descartó el líquido filtrado y se centrifugó  
nuevamente por 1 minuto para remover el residuo de solución amortiguadora de lavado. 
El cartucho se colocó en un tubo Eppendorf de recolección de los fragmentos de ADN 
retenidos y se eluyó con 25 L solución amortiguadora TE 1X previamente calentada a 
65ºC. Se incubó por 1 min a temperatura ambiente, se centrifugó a 12,000 rpm por 2 
minutos y se repitió la operación una vez más. El producto obtenido (50 L) se almacenó 
a –20 ºC hasta su uso. 
 

6.3.4. CLONACIÓN 
Se utilizó el KIT comercial  pGEM®-T and pGEM®-T Easy Vector Systems de 

PROMEGA  (www.promega.com)  y se siguieron los protocolos indicados en el manual. 
 

6.3.5. SECUENCIACIÓN 
La secuencia de la clona elegida se determinó por secuenciación cíclica con el 

estuche comercial Sequi Therm Excel II Sequencing (DNA Sequencing Manual)  
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(http://www.epibio.com/pdftechlit/072pl091.pdf) y el secuenciador automático de la 
marca Li-Cor . 

 
6.4. OBSERVACIÓN AL MICROSCOPIO 
Después de 7 días de incubación de los hongos a 28º C y resiembras periódicas, se 

examinaron al microscopio para observar la ausencia de bacterias y la pureza de los 
hongos, así como la presencia de fíbulas, característica de este tipo de hongos. Para ello, 
se colocó una gota de azul algodón lactofenol en un cubre objetos, adicionalmente, se 
tomó con una cinta transparente parte del micelio de la periferia y se colocó sobre la gota 
de colorante, se observó al microscopio con aceite de inmersión. 

 
6.5. MICROORGANISMOS 
Los basidiomicetos utilizados en el presente trabajo fueron cuatro cepas: Trametes 

villosa (RVAN18), Schizophyllum commune (RVAN19), RVAN2 y RVAN12. Así 
mismo, se usaron tres cepas de referencia Phanerochaete chrysosporium, Bjerkandera 
adusta y Pleurotus ostreatus ATCC 58053, se descartaron las dos primeras cepas ya que 
no fue detectada actividad de Lacasa, LiP y MnP en los estudios realizados en medio 
mineral-glucosa (GMM).  

 
6.6. MÉTODO DE EVALUACIÓN PRIMARIA EN MEDIO SÓLIDO 
Se evaluó la habilidad de las cepas nativas en la producción de enzimas 

extracelulares, mediante la actividad extracelular oxidativa del ABTS [ácido 2,2’azinobis 
(3-etilenvenzotiazoline-6- sulfónico)] y la actividad de peroxidasa. El ensayo, se llevo a 
cabo inoculando en placas Petri (90 mm de diámetro), con 30 mL de medio mineral con 
glucosa (GMM), cuya composición por litro fue la siguiente: extracto de levadura, 1.0 g; 
glucosa, 10 g; KH2PO4, 2g; MgSO47H2O, 0.5 g; KCl, 0.5 g; solución mineral, 1.0 mL 
(B4O7Na210H2O, 100 mg; CuSO45H2O, 10 mg; MnSO44H2O, 10 mg; 
(NH4)6Mo7O244H2O, 10 mg; por litro); cada uno de los hongos estudiados. El pH se 
ajustó a 5.5 y se esterilizó el medio a  121º C por 15 min. Por otro lado, 100 mg/L de 
cada uno de los substratos, ABTS, guaiacol u O-anisidina fueron esterilizados por 
filtración y añadidos al medio de cultivo, al ser enfriado a 45º C después de su 
esterilización. Las placas se inocularon con un disco de micelio (5 mm diámetro), 
previamente sembrado en agar extracto de malta-extracto de levadura (descrito 
anteriormente) y se incubaron a 30º C por 1-30 días. El cromógeno ABTS es un substrato 
muy sensible que permite el rápido monitoreo de cepas fúngicas capaces de producir 
enzimas oxidativas extracelulares por medio de una reacción de color. Estos tres 
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substratos han sido utilizados anteriormente en el monitoreo de enzimas lignolíticas. 
Aquellas colonias que mostraron un halo verde en el medio y que excedía el diámetro de 
la colonia fueron consideradas como productoras de actividad oxidativa del ABTS. Por 
otro lado, aquellas colonias que mostraron un halo naranja en el mismo medio con O-
anisidina y un halo café con guaiacol fueron consideradas como productores de actividad 
peroxidasa.  

6.7. CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA EL ENSAYO 
ENZIMÁTICO EN MEDIO LÍQUIDO 

Los matraces ErlenMeyer de 250 mL con 150 mL de cada uno de los medios 
empleados, se inocularon con 5 fragmentos de micelio (5 mm diámetro). Los medios 
utilizados fueron: medio de harina de soya (SMM), cuyo contenido por litro fue harina de 
soya, 30 g; se hirvió por 10 min y se filtro en dos capas de manta. Bacto peptona 
(DIFCO), 15 g; maltosa, 15 g; Tween 80, 1 mL y L-asparagina, 0.6 g; y el medio 
mineral-glucosa (GMM), descrito anteriormente sin adición de agar. Los medios se 
esterilizaron a 121º C por 15 min. Después de inoculados, los matraces se incubaron a 30 
ºC y 150 rpm, por 10 días en el caso de GMM y por 20 días para SMM.  

 
6.8. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 
Se tomaron alícuotas de 1.5 mL cada dos días del cultivo respectivo, se 

centrifugaron a 3500 rpm por 20 minutos. Posteriormente, la actividad de Lacasa se 
determinó en el sobrenadante mediante la oxidación del ABTS en una mezcla de reacción 
de 2 mM ABTS en 200 mM de buffer de acetato de sodio a pH 5.0 con 100 L de 
extracto crudo. La formación del catión se monitoreó espectrofotométricamente a 405 nm 
(=3.6X104M-1cm-1), volumen total de 3 mL. Por otro lado, la actividad de Lignino 
Peroxidasa (LiP) se determinó por la dimerización oxidativa dependiente del peróxido del 
2,4-diclorofenol a 25C. La mezcla de reacción consistió de 26 mM de 4-amino 
antipirina, 30 mM de 2,4-diclorofenol y 3mM de H2O2 en buffer de succinato de sodio 20 
mM a pH 4.5 (Niladevi y Pharma, 2005). La absorbancia se monitoreó a 510 nm 
(ε510=1.85X104M-1cm-1). La actividad de MnP se llevó a cabo a 25C mediante la 
formación dependiente del peróxido de hidrógeno del complejo malonato-ión mangánico 
a 270 nm (ε270=11590 M-1cm-1). La mezcla de reacción consistió de sulfato manganoso 
1.0 mM en 50 mM de buffer de malonato de sodio (pH 4.5) y 100 L de extracto crudo, 
la reacción se inició al adicionar H2O2 a una concentración final de 1.0 mM (Warishii y 
Gold, 1992). Todas las medidas espectrofotométricas se realizaron en un 
Espectrofotómetro Beckman MODELO DU 400. Las actividades enzimáticas se 
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expresaron en unidades, las cuales son definidas como 1 M de substrato oxidado por 
minuto a 25º C. La producción de enzimas lignolíticas extracelulares de las cepas nativas 
se comparó con aquellas obtenidas con la cepa de referencia, Pleurotus ostreatus ATCC 
58053, utilizando ambos medios de cultivo.  

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, tomando dos muestras de 
cada uno. A los datos obtenidos se les aplicó un análisis de varianza (ANOVA) con un 
límite de confianza del 95%, una prueba de rangos múltiples de Tukey con una  de 0.05, 
así como la Prueba de Dunnett para determinar diferencias significativas del control con 
respecto a los tratamientos con un nivel de significancia de p0.05. 

Variable Independiente: Medios de Cultivo  
Variables dependientes: Actividad enzimática de Lacasa, Lignino Peroxidasa y 

Manganeso Peroxidasa en cada uno de los hongos para los dos medios de cultivo. 
Los diversos análisis fueron realizados con el programa Statistica ver. 8.0 

(StatSoft, Inc.). 
 
6.9. EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE GLUCOSA EN GMM 

SOBRE LA ACTIVIDAD DE LAC, LiP Y MnP  
Con el fin de evaluar el efecto de la concentración de glucosa en la actividad 

enzimática, se eligieron dos cepas (RVAN2 y RVAN12), para estos estudios. Las 
concentraciones evaluadas fueron: 0.5, 1.0, 2.5, 7.5 g/L y como control positivo, una 
concentración de 10 g/L. El resto de los componentes en GMM permanecieron 
constantes. Los ensayos fueron realizados por duplicado y se realizaron tres lecturas por 
ensayo. 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, tomando dos muestras de 
cada uno. A los datos obtenidos se les aplicó un análisis de varianza (ANOVA) con un 
límite de confianza del 95%, una prueba de rangos múltiples de Tukey con una  de 0.05, 
así como la Prueba de Dunnett para determinar diferencias significativas del control con 
respecto a los tratamientos con un nivel de significancia de p0.05. 

Variable Independiente: Medios de cultivo.  
Variables dependientes: Actividad enzimática de Lacasa, Lignino Peroxidasa y 

Manganeso Peroxidasa en cada uno de los hongos para los dos medios de cultivo. 
Los diversos análisis fueron realizados con el programa Statistica ver. 8.0 

(StatSoft, Inc.). 
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6.10. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO EN GMM SOBRE LA 
ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LAC, LiP Y MnP 

Con el fin de evaluar el efecto de la fuente de carbono sobre la actividad enzimática en 
las dos cepas nativas seleccionadas (RVAN2 y RVAN12); se utilizaron cuatro fuentes 
diferentes, Acetato de sodio, Almidón, Celulosa y Lignina. Todas ellas a una 
concentración de 1% (w/v). Los ensayos se llevaron a cabo por espacio de 12 días. El 
resto de constituyentes del medio permanecieron constantes.  

Todos los experimentos se realizaron por triplicado, tomando dos muestras de 
cada uno. A los datos obtenidos se les aplicó un análisis de varianza (ANOVA) con un 
límite de confianza del 95%, una prueba de rangos múltiples de Tukey con una  de 0.05, 
así como la Prueba de Dunnett para determinar diferencias significativas del control con 
respecto a los tratamientos con un nivel de significancia de p0.05. 

Variable Independiente: Medios de Cultivo.  
Variables dependientes: Actividad enzimática de Lacasa, Lignino Peroxidasa y 

Manganeso Peroxidasa en cada uno de los hongos para los dos medios de cultivo. 
Los diversos análisis fueron realizados con el programa Statistica ver. 8.0 

(StatSoft, Inc.). 
 

6.11. DETERMINACIÓN DE GLUCOSA Y pH 
La determinación de glucosa en el medio se realizó por el método del ácido 3,5-

dinitrosalicílico (Miller, 1959). Por otro lado, el pH se monitoreó utilizando un 
potenciómetro Beckman Mod. 390, cada dos días. 

 
6.12. DETERMINACIÓN DE BIOMASA 
La concentración de biomasa se determinó mediante el peso seco del micelio 

fúngico. Se retiraron dos matraces ErlenMeyer del agitador orbital (Labconco), cada dos 
días y el medio de cultivo se filtró a través de papel filtro Whatman No. 1. La biomasa se 
lavó con agua destilada y se secó a 100º C hasta peso constante. 

 
6.13. INDUCTORES 
Los ensayos de inducción se llevaron a cabo de la siguiente forma: Se inocularon 

matraces que contenían SMM o GMM, de la forma descrita en el punto 6.6. Los 
inductores probados fueron: Sulfato de cobre, 0.5 y 1.0 mM; sulfato manganoso, 11 y 40 
mg/L; siringaldazina, 0.116 y 1.16 µM y Etanol, 35 y 40 g/L. Los inductores se añadieron 
a las 24 horas de inoculados los matraces. La toma de muestra y la actividad enzimática 
se determinó siguiendo el procedimiento explicado en el punto 6.7.  
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Todos los experimentos se realizaron por triplicado, tomando dos muestras de 
cada uno. A los datos obtenidos se les aplicó un análisis de varianza (ANOVA) con un 
límite de confianza del 95%, una prueba de rangos múltiples de Tukey con una  de 0.05, 
así como la Prueba de Dunnett para determinar diferencias significativas del control con 
respecto a los tratamientos con un nivel de significancia de p0.05. 

Variable Independiente: Concentración del Inductor.  
Variables dependientes: Actividad enzimática de Lacasa, Lignino Peroxidasa y 

Manganeso Peroxidasa en cada uno de los hongos para los dos medios de cultivo. 
Los diversos análisis fueron realizados con el programa Statistica ver. 8.0 

(StatSoft, Inc.). 
 
6.14. EFECTO DEL pH Y LA TEMPERATURA EN EL EXTRACTO 

CRUDO 
El efecto del pH en la actividad de Lacasa se examinó en un rango de pH de 3 a 

10, utilizando buffer de citrato de sodio 50 mM pH 3 a 6; buffer de fosfato de sodio 50 
mM pH 6 a 8 y buffer tris 50 mM pH 8 a 10. Se utilizó ABTS como substrato. Así 
mismo, se analizó el efecto del pH sobre la estabilidad de la enzima después de incubarse 
por 1 y 24 h en buffer citrato de sodio 50 mM. La estabilidad de Lacasa frente a la 
temperatura se determinó en un rango de 20º a 90º C, en buffer de citrato de sodio 50 
mM, pH 3.0. Las mediciones se realizaron por triplicado en tres experimentos totalmente 
independientes. 

 
6.15. DETERMINACIÓN DEL TIEMPO DE VIDA MEDIA  
Los tiempos de vida media de los extractos de RVAN2 y RVAN12 con y sin la 

adición de sulfato de cobre 1mM se llevó a cabo incubando cada uno de los extractos 
crudos en buffer de acetato de sodio 100 mM pH 5 y 50º C. Se determinó la actividad 
remanente de Lacasa a los 30 min, 1, 2.5, 5, 8, 16, 20 y 24 horas. Las determinaciones se 
hicieron por duplicado. Se aplicaron diseños matemáticos para explicar el 
comportamiento de las actividades remanentes. 

 
6.16. BIOTRANSFORMACIÓN  DE COLORANTES SINTÉTICOS EN 

MEDIO SÓLIDO 
Se preparó GMM adicionado de 15 g/L de agar bacteriológico, se esterilizó a 15 

lb/15 min. Los colorantes fueron añadidos al medio de cultivo estéril después de ser 
esterilizados por filtración (tamaño de poro: 22 micras). Las placas prepararon al 50, 100 
y 200 ppm. Se inocularon con un fragmento de micelio (ø 5mm), se incubó a 30 ºC y se 
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verificó el halo de biotransformación cada 24 horas, durante 3 semanas. Los colorantes 
utilizados fueron cristal violeta, Azul Brillante Reactivo de Remazol (RBBR), naranja de 
metilo y verde brillante (Sigma-Aldrich). 

 
6.17. BIOTRANSFORMACIÓN DEL COLORANTE RBBR POR 

EXTRACTOS CRUDOS 
Se probaron los extractos crudos de RVAN2 y RVAN12, debido a que fueron las 

cepas que mejor degradaron los colorantes en placa. Estos extractos se obtuvieron al día 
de máxima actividad, se inocularon matraces Erlenmeyer que contenían SMM en base al 
punto 6.6 y se filtraron para separar el micelio. Los extractos se almacenaron a -4º C 
hasta su utilización. Para llevar a cabo la biotransformación, se utilizó una solución de 
RBBR a una concentración final de 200 ppm. Se realizaron los ensayos en un rango de 
pH de 3 a 7, en buffer de acetato de sodio 100 mM pH 3 a 5 y buffer de fosfato de sodio 
100 mM pH 5 a 7. Estos ensayos se realizaron a cuatro diferentes temperaturas (30º, 40º, 
50º y 60º C), con el fin de determinar las mejores condiciones de degradación. El estudio 
se realizó a intervalos de 15 minutos durante una hora. La transformación se midió en 
base a la disminución en la absorbancia a 595 nm (máxima longitud de onda a la cual 
absorbe el colorante). Los valores de colorante remanente fueron obtenidos en base a 
curvas de calibración a los diferentes valores de pH estudiados. 

 
6.18. BIOTRANSFORMACIÓN DEL COLORANTE RBBR EN 

CULTIVO SUMERGIDO 
Se utilizaron las cepas RVAN2 y RVAN12, las cuales fueron activadas según se 

menciona en el punto 6.6. Posteriormente, se inocularon en el medio de bajo contenido en 
nitrógeno (GMM), a las 24 horas se añadió el colorante a una concentración final de 200 
ppm. Puesto que el mejor inductor utilizado en el medio de glucosa fue el cobre, se 
adicionó simultáneamente al medio con colorante. Por otro lado, como control positivo se 
inocularon matraces bajo las mismas condiciones pero sin la adición de sulfato de cobre. 
Finalmente, como control se incubó un matraz adicionado de colorante sin inocular, con 
el fin de determinar la transformación abiótica del RBBR. Cada 48 horas se tomaron 
alícuotas, se centrifugaron a 14000 rpm durante 10 min, para separar el micelio del 
sobrenadante. El colorante remanente se midió leyendo a la máxima absorbancia del 
RBBR (595 nm). Se determinó la cantidad de colorante transformado, mediante una 
curva de calibración y se restó el control. 

Se realizaron tres ensayos independientes.  



54 
 

 6.19. DETERMINACIÓN DE ISOENZIMAS POR ELECTROFORESIS 
EN GELES DE POLIACRILAMIDA (ZIMOGRAMAS) 

Las muestras de los extractos crudos extracelulares de cada uno de las diferentes 
condiciones probadas fueron colectadas al día de máxima actividad y/o durante el 
transcurso de la fermentación. La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) fue 
realizado a pH alcalino bajo condiciones no desnaturalizantes en una cámara de 
electroforesis Hoeffer. El gel separador contenía 12% de acrilamida y solución buffer 
Tris-HCl 375 mM (pH 8.8). El gel concentrador presentó una concentración al 5% de 
acrilamida y solución buffer Tris-HCl 125 mM (pH 6.8). La solución buffer de corrida 
fue Tris-HCl 25 mM y glicina 122 mM (pH 8.8). El gel fue previamente equilibrado en 
buffer de acetato de sodio 100 mM (pH 5.0) por 15 min a temperatura ambiente, lavado 
con el mismo buffer y teñido con una solución de ABTS al 0.3% en buffer de acetato de 
sodio 100 mM (pH 5.0) como substrato.  
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7. RESULTADOS 

 
 

7.1.- AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN MORFOLÓGICA 
Se recolectaron un total de 50 hongos, de diversas áreas de Nuevo León: Linares, 

Montemorelos, Santiago, San Pedro, Guadalupe y Monterrey, algunos de los cuales 
correspondían a los géneros de Trametes, Picnopurus, Schizophyllum, Stereum, entre 
otros (Figura 7.1).  
 

Figura 7.1.- Hongos recolectados en diversas áreas de Nuevo León. Morfología 
macroscópica.  
 

Con el fin de seleccionar el mejor medio de cultivo, se hicieron ensayos 
preliminares con las cuatro primeras cepas aisladas (Trametes villosa, Schizophyllum 
commune, así como las denominadas RVAN2 y RVAN12). La morfología macroscópica 
fue diferente en cada medio, así mismo el tiempo en el cual se alcanzo el máximo 
crecimiento; mientras que en  Extracto de Malta (EM) el micelio desarrollado era 
abundante, en Czapek por el contrario, era muy pobre. El mejor fue el Extracto de Malta-
Glucosa (EMG), que generó un crecimiento abundante y que a la vez permitió la toma de 
muestra para los inóculos. Sin embargo, S. commune respondió mejor en el medio EM 
(Figura 7.2).  

Trametes villosa RVAN12 S. commune 

Picnoporus 
sanguineus 

Stereum sp. Trametes sp. 
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Figura 7.2.- Micelio vegetativo de diversos hongos (basidiomicetos nativos). a) Trametes 
villosa (RVAN18). b) Schizophyllum commune (RVAN19). c) RVAN2. d) RVAN12.  

 
Una vez seleccionado el medio, el total de los hongos recolectados se sembraron 

en él, se observó que la morfología macroscópica de los aislados fue muy diversa, ya que 
algunos formaban micelio vegetativo blanco mientras que el micelio aéreo era de color 
naranja, por otro lado, muchos presentaron un micelio de color banco algodonoso (Figura 
7.3). 

 

Czapek Czapek PDA 

Czapek Czapek 

PDA 

PDA PDA 

EM EM 

EM EM 

EMG EMG 

EMG EMG 

c) d) 
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Figura 7.3.- Morfología macroscópica de dos hongos aislados en medio extracto de 
malta-extracto de levadura. a) Se observa un micelio, con crecimiento concéntrico anular, 
así como esporas de color naranja. b) Micelio blanco de aspecto algodonoso. 

 
7.2.- OBSERVACIÓN AL MICROSCOPIO 
A todos aquellos hongos cuya fase vegetativa fue obtenida, se les hizo tinción con 

azul algodón-lactofenol. Se eligieron aquellos que presentaron fíbulas, que son 
estructuras características de los basidiomicetos (Figura 7.4). Como se observa, el tamaño 
y grosor de las hifas, así como las fíbulas, son diferentes en cada uno de los hongos. 

 

 
Figura 7.4.-. Cultivos obtenidos después de 6 días de incubación a 30º C. Se observan 
diversas fíbulas teñidas de azul (  ). a) RVAN2, b) RVAN12, c) RVAN18 y d) RVAN19. 
(Azul algodón-lactofenol, x 100) 

 
 
 

a) b) 

c) d) 

  

 

a) b) 
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7.3.- PRODUCCIÓN DE OXIDASAS Y PEROXIDASAS EN MEDIO 
SÓLIDO (EVALUACIÓN PRIMARIA) 

Todas las cepas presentaron comportamientos diferentes cuando se evaluó la 
capacidad para la producción de oxidasas y peroxidasas en medio sólido. Dicha 
evaluación fue hecha en base a la coloración dada en los diferentes substratos (Figura 
7.5). En base a ello, los hongos que presentaron la mayor actividad fueron RVAN2 y 
RVAN12, seguidas por CC1, CC2, CH7 y CH12, el resto presento una actividad baja. 
Por otro lado, CH3, CH5 y CH9 no dieron actividad después de 30 días. Aquellos hongos 
que dieron una alta oxidación de ABTS, también la dieron para el guaiacol y la o-
anisidina, aunque en ésta última se observo una menor oxidación del mismo. Incluso las 
cepas de referencia, Pleurotus ostreatus ATCC 58053, Phanerochaete chrysosporium 
ATCC 24735 y Bjerkandera adusta UAMH8258, oxidaron ligeramente los substratos 
probados. De las tres cepas de referencia, la oxidación fue mayor en P. ostreatus, 
mientras que P. chrysosporium reaccionó después de 15 días de incubación.  

 
Figura 7.5.- Oxidación de los diferentes substratos utilizados para evaluar la producción 
de oxidasas y peroxidasas en medio sólido. Cepa RVAN12 en medio sólido. a) Guaiacol. 
b) O-anisidina. c) ABTS  
 
 

7.4.- ACTIVIDAD ENZIMÁTICA EN MEDIO LÍQUIDO 
Los medios probados fueron el medio de glucosa (GMM) y el medio de harina de 

soya (SMM). El ensayo para el primer medio se llevó por espacio de 12 días, debido a 
que la mayoría de las cepas, después del día 10 daban negativa la detección de Lacasa. 
Mientras que para el medio SMM fue de 20 días. Las cepas se incubaron a 30  C y una 
agitación de 150 rpm.  

 
 
 
 

a)  b)  c)  
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7.4.1.- MEDIO MINERAL-GLUCOSA (GMM) 
Para evaluar el efecto de la concentración de glucosa, se seleccionaron dos cepas 

RVAN2 y RVAN12 para hacer este estudio preliminar en base a los resultados obtenidos 
en el medio sólido. 

 
7.4.1.1. Diferente concentración de Glucosa 
Las concentraciones de glucosa que se ensayaron fueron 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5 y 

10 g/l (tratamientos del 1 al 5 y el control, respectivamente). Esta última concentración es 
la sugerida en la mayoría de los artículos revisados, por lo cual fue tomada como el 
control.  

 
7.4.1.1.1.- RVAN2 
La producción de Lacasa fue muy similar en todas las concentraciones ensayadas, 

a excepción de 10 g/L. Ya que a esta concentración se desplazó el día de máxima 
actividad al día ocho, decayendo a cero a los 10 días. En el resto de las concentraciones 
analizadas, por el contrario, la máxima actividad fluctuó del día dos al día cuatro (Figura 
7.6).   

Por otro lado, el análisis de varianza mostró una diferencia altamente significativa 
entre los diferentes tratamientos (p0.0000). Al comparar todos los tratamientos, incluido 
el control, mediante una prueba de rangos múltiples de Tukey, se determinó que existen 3 
grupos de homogeneidad. Se encontró que no existieron diferencias significativas entre 
los tratamientos 1, 3, 4 y 5, mientras que el tratamiento 2 y el control mostraron 
diferencias altamente significativas con el resto de los tratamientos y entre ellos. Por otro 
lado, la prueba de Dunnett, indicó que el total de tratamientos fueron estadísticamente 
diferentes con respecto al control (Tabla 7.1).  
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Figura 7.6.- Actividad enzimática de Lacasa del sobrenadante del cultivo de RVAN2 en 
GMM. , 0.5 g/L; ■ , 1.0 g/L; ▲ , 2.5 g/L; , 5.0 g/L; �, 7.5 g/L; ● , 10 g/L.  Los 
símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de dos ensayos 
totalmente independientes. 
 
 
Tabla 7.1. Efecto de la concentración de glucosa en la actividad enzimática de Lacasa por 

RVAN2 en GMM 
TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
0.5 g/L 22.921.71(4)a 0.000006 
1.0 g/L 39.731.71(4)b 0.006124 
2.5 g/L 29.611.71(2)a 0.000006 
5.0  g/L 23.801.71(4)a 0.000006 
7.5  g/L 23.341.71(4)a 0.000006 
10 g/L (control) 47.91.40(8)c  

1 Promedio de tres ensayos independientes  error estándar. ( ) Día de máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05  
 
Los resultados obtenidos indicaron que la mejor concentración fue a 10 g/L, por 

lo cual en los ensayos posteriores fue la seleccionada para trabajar. 
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El consumo de la fuente de carbono a las concentraciones de 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 y 
7.5 g/L fue muy similar. Al día cuatro, más del 95% de la fuente de carbono se había 
agotado. Por otro lado, a una concentración de 10 g/L se alcanzó dicho consumo hasta el 
día 10 del ensayo (Figura 7.7). Se observó que conforme la fuente de carbono se agotaba, 
la actividad enzimática se incrementaba.  

 
Figura 7.7.- Azúcares residuales de RVAN2 en GMM. , 0.5 g/L; ■ , 1.0 g/L; ▲ , 2.5 
g/L; , 5.0 g/L; �, 7.5 g/L; ●, 10 g/L. Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes. 
 
 

El contenido de proteínas determinado a los sobrenadantes de las diferentes 
concentraciones de fuente de carbono, presentó un comportamiento similar, a excepción 
de la concentración a 0.5 g/L, la cual fue mostró el menor contenido de proteínas (Figura 
7.8).  

Finalmente, la actividad específica de la Lacasa fue variable, siendo los valores 
más altos aquellos presentados por las concentraciones a 0.5 y 1.0 g/L de glucosa, con 
9.01 y 6.07 U/mg de proteína, respectivamente (Figura 7.8). Por otro lado, a 10 g/L se 
observó la menor actividad específica, 2.3 U/mg de proteína (Figura 7.9).          
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Figura 7.8.- Contenido de Proteína (mg/mL) de RVAN2 en GMM. , 0.5 g/L; ■ , 1.0 
g/L; ▲ , 2.5 g/L; , 5.0 g/L; �, 7.5 g/L; ● , 10 g/L. Los símbolos representan el 
promedio ± la desviación estándar del duplicado de dos ensayos totalmente 
independientes. 
 

 
Figura 7.9.- Actividad específica (U/mg) de Lacasa del sobrenadante del cultivo de 
RVAN2 en GMM. , 0.5 g/L; ■ , 1.0 g/L; ▲ , 2.5 g/L; , 5.0 g/L; �, 7.5 g/L; ● , 10 g/L. 
Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de dos 
ensayos totalmente independientes. 
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7.4.1.1.2.- RVAN12 
En general la actividad de Lacasa fue muy similar en todas las concentraciones 

probadas, con el valor máximo presentado a la concentración de 10 g/L (90.3 U/L). Por 
otro lado, los días de máxima actividad se encontraron de los días seis al 10, aunque a 0.5 
g/L se retardó ligeramente, llegando a su máximo el día 12 (Figura 7.10).  

Por otro lado, el análisis de varianza mostró una diferencia altamente significativa 
entre los diferentes tratamientos (p0.0000). Al comparar todos los tratamientos, incluido 
el control, mediante una prueba de rangos múltiples de Tukey, se determinó que existen 4 
grupos de homogeneidad. Los grupos de homogeneidad formados son: grupo 1, por los 
tratamientos 1 y 2; grupo 2, tratamientos 2, 4 y 5; grupo 3, tratamientos 3, 4 y 5; grupo 4, 
control. Mediante la prueba de Dunnett se determinó una diferencia altamente 
significativa entre el control y los 5 tratamientos (Tabla 7.2). 

 
Figura 7.10.- Actividad enzimática de Lacasa del sobrenadante del cultivo de RVAN12 
en GMM. , 0.5 g/L; ■ , 1.0 g/L; ▲ , 2.5 g/L; , 5.0 g/L; �, 7.5 g/L; ● , 10 g/L. Los 
símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de dos ensayos 
totalmente independientes. 
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Tabla 7.2. Efecto de la concentración de glucosa en la actividad enzimática de Lacasa por 
RVAN12 en GMM 
TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
0.5 g/L 72.763.08(12)a 0.000056 
1.0 g/L 61.283.08(10)a,b 0.000006 
2.5 g/L 47.193.08(8)c  0.000006 
5.0  g/L 56.143.08(8)b,c 0.000006 
7.5  g/L 47.963.08(8)b,c 0.000006 
10 g/L (control) 95.862.51(6)d  

1 Promedio de tres ensayos independientes  error estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 

 
La glucosa fue consumida casi totalmente a partir del día 6, tanto para la 

concentración a 0.5, 1.0 y 2.5 g/L (Figura 7.11). Por lo que el día 6 correspondió al día de 
máxima actividad de Lacasa. Por otro lado, en las concentraciones a 5.0 y 7.5 g/L, al final 
del ensayo solamente habían sido consumidos el 40 y 35% de la fuente de carbono, 
respectivamente (Figura 7.11). 

 
Figura 7.11.- Azúcares residuales de RVAN12 en GMM. , 0.5 g/L; ■ , 1.0 g/L; ▲ , 2.5 
g/L; , 5.0 g/L; �, 7.5 g/L; ● , 10 g/L. Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes. 
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En general, el comportamiento del contenido de proteína fue similar en todas las 
concentraciones, a lo largo de toda la cinética se observo un incremento y una 
disminución en la producción de la misma, a excepción de la concentración a 0.5 g/L 
(Figura  7.12).    

 

 
Figura 7.12.- Contenido de Proteína (mg/mL) de RVAN12 en GMM. , 0.5 g/L; ■ , 1.0 
g/L; ▲ , 2.5 g/L; , 5.0 g/L; �, 7.5 g/L; ● , 10 g/L. Los símbolos representan el 
promedio ± la desviación estándar del duplicado de dos ensayos totalmente 
independientes. 

 
 
Finalmente, la actividad específica se incrementó considerablemente, siendo todas 

muy similares a excepción de la obtenida a 10 g/L, cuyo máximo valor fue de 8.8 U/mg 
de proteína (Figura 7.13), seguida de 5.9 U/mg de proteína (día 12), correspondiente a 0.5 
g/L de glucosa. 

Después de seleccionar la mejor concentración de la fuente de carbono (glucosa) 
y con el fin de evaluar si existen otras fuentes de carbono que incrementen la actividad 
enzimática de Lacasa. Se probaron cuatro fuentes de carbono, en base a reportes 
existentes. 
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Figura 7.13.- Actividad enzimática específica de Lacasa del sobrenadante de los cultivos 
de RVAN12 en GMM. , 0.5 g/L; ■ , 1.0 g/L; ▲ , 2.5 g/L; , 5.0 g/L; �, 7.5 g/L; ● , 10 
g/L. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de dos 
ensayos totalmente independientes. 

 
 
7.4.1.2.- Actividad enzimática con diferentes fuentes de carbono 
Se probaron diferentes fuentes de carbono en dos de las cepas nativas, RVAN2 y 

RVAN12, ya que fueron las que mejor actividad presentaron en el medio de glucosa. Las 
concentraciones fueron de 10 g/L de glucosa, acetato, almidón, celulosa y lignina 
(tratamiento uno al cuatro, el cinco fue eliminado del estadístico). Cabe mencionar que en 
el caso de lignina kraft, no se detectó actividad durante el desarrollo de la fermentación 
en matraz.  

 
7.4.1.2.1.- RVAN2 
En el caso de RVAN2, se observó que la mejor fuente de carbono fue glucosa, 

con 47.5 U/L, seguido del medio de cultivo adicionado con acetato de sodio, la cual dió 
una producción de 33.2 U/L; al final del ensayo enzimático. Con el resto de las fuentes de 
carbono, los valores de actividad de Lacasa oscilaron de 11 a 13 U/L (Figura 7.14). 
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Figura 7.14.- Actividad enzimática de Lacasa del sobrenadante del cultivo de RVAN2 en 
Medio Mineral adicionado de diferentes fuentes de carbono. , Acetato; ■, Almidón; ▲, 
Celulosa; , Glucosa. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del 
duplicado de dos ensayos totalmente independientes. 
 
 

El análisis de varianza mostró una diferencia altamente significativa entre los 
diferentes tratamientos (p0.000017). Al comparar todos los tratamientos, incluido el 
control, mediante una prueba de rangos múltiples de Tukey, se determinó que existen 2 
grupos de homogeneidad. Se observó una diferencia altamente significativa del 
tratamiento uno con respecto al 3 y 4 (p0.000952 y p0.000503); el tratamiento dos con 
tres y cuatro (p0.000853 y p0.000461), mientras que entre el tratamiento uno y dos no 
mostro diferencia significativa (p0.999) y tres y cuatro (p0.983). La prueba de Dunnett 
determinó que el acetato de sodio no mostró diferencia significativa con respecto al 
control, mientras que el almidón y la celulosa cristalina mostraron una diferencia 
altamente significativa con el control (Tabla 7.3). 
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Tabla 7.3. Efecto de la fuente de carbono en la actividad enzimática de Lacasa por 
RVAN2 
TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 

GLUCOSA (CONTROL) 47.8910.6(10) a  
ACETATO DE SODIO 48.3424.66(12) a 0.9999 
ALMIDÓN 14.312.83(8) b 0.000444 
CELULOSA CRISTALINA 11.660.18(8) b 0.000194 

1 Promedio de tres ensayos independientes  error estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 

 
 En cuanto a la fuente de carbono, el acetato presentó valores muy similares con 
respecto al control. Dado que la glucosa es na fuente de carbono económica y de fácil 
adquisición, así como los resultados obtenidos en el estadístico,  se decidió trabajar con la 
misma para los ensayos posteriores. 
 

7.4.1.2.2.- RVAN12 
Con respecto a la actividad enzimática de Lacasa observado con  RVAN12, tres 

de las fuentes de carbono que se emplearon mostraron comportamientos muy similares: 
acetato (98.92 U/L), glucosa (90.3 U/L) y almidón (85.8 U/L) (Figura 7.15).  

 
El análisis de varianza aplicado a los valores de Lacasa al día de máxima 

actividad, mostró una diferencia altamente significativa entre los diferentes tratamientos 
(p0.000017). Al comparar todos los tratamientos, incluido el control, mediante una 
prueba de rangos múltiples de Tukey, se determinó que existen 2 grupos de 
homogeneidad. Se observó una diferencia altamente significativa del tratamiento cuatro 
con respecto a los tratamientos uno, dos y tres (p0.000366, p0.000934 y p0.000462). 
Entre estos tres tramientos no se detectó diferencia significativa. La prueba de Dunnett 
determinó que el acetato de sodio (tratamiento dos) y el almidón (tratamiento 3), no 
mostraron diferencia significativa con respecto al control. Sólo el tratamiento cuatro, 
presento una diferencia altamente significativa (Tabla 7.4). 
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Figura 7.15.- Actividad enzimática de Lacasa del sobrenadante del cultivo de RVAN12 
en Medio Mineral, adicionado de diferentes fuentes de carbono. , Acetato; ■, Almidón; 
▲, Celulosa; , Glucosa. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar 
del duplicado de dos ensayos totalmente independientes. 

 
 

Tabla 7.4. Efecto de la fuente de carbono en la actividad enzimática de Lacasa en 
RVAN12 

TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
GLUCOSA (CONTROL) 91.1019.7(6)a  
ACETATO DE SODIO 98.96.67(8)a 0.8846 
ALMIDÓN 84.964.15(4)a 0.4116 
CELULOSA CRISTALINA 63.449.67(8)b 0.000117 

1 Promedio de tres ensayos independientes  error estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 
 
Los resultados obtenidos con RVAN12 fueron muy similares a RVAN2, en 

cuanto a concentración y fuente de carbono, por lo cual y en base a los estadísticos 
obtenidos, se seleccionó a la glucosa a una concentración de 10 g/L para los ensayos 
posteriores, con el resto de las cepas estudiadas. 

 
 

0

20

40

60

80

100

120

0 2 4 6 8 10 12

A
C

TI
V

ID
A

D
 E

N
ZI

M
Á

TI
CA

 (U
/L

)

TIEMPO (DIAS)



70 
 

7.4.1.3.- Cinética de crecimiento y Actividad Enzimática en GMM 
En base a los resultados de los experimentos anteriores, en los cuales se determinó 

que la glucosa fue la mejor fuente de carbono, así como a una concentración de 10 g/L, 
los ensayos posteriores se hicieron bajo estas condiciones de crecimiento para el resto de 
las cepas. Así mismo, se usaron las tres cepas de referencia P. ostreatus, P. 
chrysosporium y B. adusta. Es importante destacar que hubo formación de aglomerados 
miceliales, denominados pellets, cuyo tamaño fue muy variable, en algunos casos tenía 
forma regular, mientras que otros cultivos presentaban ligeras proyecciones de micelio 
(Figura 7.16). La consistencia del medio se tornó muy viscosa para RVAN19, lo cual 
dificultaba la toma de las alícuotas.  

 

 
Figura 7.16.- Etapa final de los cultivos líquidos de las 4 cepas nativas estudiadas en 
GMM. El Aglomerados de micelio. a) RVAN18. b) RVAN19. c) RVAN2. d) RVAN12  
 

Al igual que en el medio sólido, en la fermentación en líquido hubo variaciones 
muy importantes en cuanto a los niveles de actividad enzimática. Se detectó la actividad 
de Lacasa en tres cepas nativas (RVAN2, RVAN12 y RVAN18) y en la cepa de 
referencia (P. ostreatus); mientras que en las otras dos cepas de referencia, Bjerkandera 
adusta y Phanerochaete chrysosporium no fue detectada la actividad de Lacasa. 
Finalmente, en ninguna de las cepas estudiadas, tanto nativas como de referencia, fueron 
detectados las actividades de LiP y MnP bajo las condiciones ensayadas. 

 
7.4.1.3.1.- RVAN2 
La cinética de crecimiento de RVAN2 mostró que a medida que se desarrolló el 

crecimiento, se observaba una disminución del pH de 5.5 a 2.8 en el día 12. Debe tenerse 
presente que las variaciones en el pH se desarrollaron libres y sin control durante el 
transcurso del ensayo. Cuando el 95% de la glucosa había sido consumida, el 
microorganismo se encontraba en la fase estacionaria, con ligeros incrementos y 
disminuciones en la concentración de biomasa. La síntesis de Lacasa fue detectada a 

a) b) c) d) 
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partir del día dos y esta se incrementó coincidiendo con el consumo de azúcares, la 
disminución del pH y finalmente con el crecimiento del microorganismo. Después del 
consumo del 95% de glucosa presente, la actividad máxima alcanzada fue de 47.45 U/L 
al día ocho, cayendo a cero a partir del décimo día (Figura 7.17). 

 

 
Figura 7.17.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enzimática de Lacasa del 
sobrenadante del cultivo de RVAN2 en GMM. , Lacasa; ●, Biomasa; ×; Azúcares 
Residuales; �, pH. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del 
duplicado de dos ensayos totalmente independientes. 
 

7.4.1.3.2.- RVAN12 
En el caso de RVAN12, presentó un crecimiento más lento y, como consecuencia, 

la producción de biomasa fue menor que la presentada por RVAN2 (2.3 mg/mL). El 80% 
de la glucosa fue consumida durante los dos primeros días del ensayo. Por otro lado, el 
pH tuvo un ligero descenso, siendo más marcado del día dos al cuatro, posteriormente 
este permaneció constante durante el transcurso de la cinética. Finalmente, la máxima 
actividad enzimática se alcanzó al día seis (90.3 U/L), cuando el microorganismo se 
encontraba en la fase exponencial de crecimiento (Figura 7.18). 
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Figura 7.18.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enzimática de Lacasa del 
sobrenadante del cultivo de RVAN12 en GMM. , Lacasa; ●, Biomasa; ×; Azúcares 
Residuales; �, pH. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del 
duplicado de dos ensayos totalmente independientes. 
 

7.4.1.3.3.- RVAN18 
La cinética de crecimiento de Trametes villosa (RVAN18), mostró que la 

producción de biomasa fue acompañada de una ligera disminución en el pH, alcanzando 
el valor mínimo de 3.4, lo cual coincidió con el consumo máximo de glucosa al día seis. 
Sin embargo, conforme la biomasa se incrementó el pH aumentó hasta un valor de 3.8, 
coincidiendo con el máximo crecimiento (2.15 mg/mL). La actividad enzimática alcanzó 
su más alto valor al día 4, presentándose en la fase exponencial de crecimiento, con 16.66 
U/L (Figura 7.19). 

 
7.4.1.3.4.- RVAN19 
Schizophyllum commune (RVAN19), fue el hongo que mayor biomasa produjo 

(5.5 mg/mL), mientras el pH disminuyó lentamente de 5.5 a 5. Por otro lado, el consumo 
de azúcares fue ligeramente más lento que el resto de las cepas nativas, siendo hasta el 
día 10 que se consumó más del 95% de los mismos (Figura 7.20). Sin embargo, la 
actividad de Lacasa no fue detectada en el transcurso del ensayo, esto a pesar de haberse 
detectado una ligera oxidación en el medio sólido. 
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Figura 7.19.- Cinética de Crecimiento y Enzimática de Lacasa del sobrenadante del 
cultivo de RVAN18 en GMM. , Lacasa; ●, Biomasa; ×; Azúcares Residuales; �, pH. 
Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de dos 
ensayos totalmente independientes. 
 

 
Figura 7.20.- Cinética de Crecimiento y Enzimática de Lacasa del sobrenadante del cltivo 
de RVAN19 en GMM. , Lacasa; ●, Biomasa; ×; Azúcares Residuales; �, pH. Los 
símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de dos ensayos 
totalmente independientes. 
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7.4.1.3.5.- Pleurotus ostreatus (Cepa de referencia) 
Con el fin de comparar el comportamiento de las cepas nativas con respecto a una 

cepa control, se hicieron cinéticas de crecimiento y ensayos de actividad enzimática de P. 
ostreatus durante 12 días, bajo las mismas condiciones que para las cepas nativas 
previamente descritas. 

La producción de biomasa comenzó a dispararse a partir del día 12 (último día de 
ensayo), lo cual indicó que la fase exponencial se alargó en comparación al resto de las 
cepas. El consumo de azúcares también se observó muy lento, pues solamente el 50% de 
la fuente de carbono fue consumida al final del ensayo. El pH, por otro lado, no se vio 
afectado, manteniendo su valor en 5.3. En cuanto a la actividad enzimática de Lacasa, 
ésta alcanzó un máximo valor de 61 U/L al día cuatro, decayendo su actividad a partir de 
ese día, sin embargo al día 12 se observó un ligero incremento de la misma (Figura 7.21). 
En cuanto a las actividades de LiP y MnP no fueron detectadas en el medio de cultivo 
durante los 12 días en los cuales se llevo la cinética enzimática. 

Se encontró que RVAN12, una de las cuatro cepas nativas, presentó una mayor 
actividad de Lacasa así como una mayor producción de biomasa y una disminución en el 
pH mayor que en la cepa de referencia (P. ostreatus). 

 
Figura 7.21.- Cinética de Crecimiento y Enzimática de Lacasa del sobrenadante del 
cultivo de Pleurotus ostreatus en GMM. , Lacasa; ●, Biomasa; ×; Azúcares Residuales; 
�, pH. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de 
tres ensayos totalmente independientes. 
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El análisis de varianza arrojó una diferencia altamente significativa entre los 
diferentes tratamientos para la Lacasa, al día de máxima actividad (p0.00000). Al 
realizar la comparación de rangos múltiples de Tukey, se determinó la existencia de 
cuatro grupos de homogeneidad; por otro lado, no hubo diferencia significativa entre 
RVAN2 y el control (P. ostreatus). RVAN18 fue diferente significativamente a 
RVAN19, RVAN2, RVAN12 y el Control (p0.0177, p0.000129, p0.000129 y 
p0.000129, respectivamente). RVAN19 con respecto a RVAN18, RVAN2, RVAN12 y 
el Control (p0.0177, p0.000129, p0.000129, p0.000129, respectivamente). RVAN2 
con RVAN12, RVAN18 y RVAN19 (p0.000129, p0.000129 y p0.000129, 
respectivamente); no presentó diferencias significativas con el Control (p0.0505). 
Finalmente, RVAN12 mostró diferencias significativas con RVAN2, RVAN18, 
RVAN19 y el Control con p0.000129 para las tres primeras y p0.000132, para el 
Control. La prueba de Dunnett determinó que a excepción de RVAN2, el resto de los 
tratamientos fueron diferentes significativamente (Tabla 7.5). 

 
Tabla 7.5. Actividad Enzimática de Lacasa en 4 cepas nativas y cepa Control en GMM 

TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
RVAN2 47.89710.6(8) a 0.0246 
RVAN12 91.01219.7(6)b 0.000013 
RVAN18 16.664.31(4) d 0.000011 
RVAN19 0.00.0c 0.000011 
P. ostreatus (CONTROL) 61.002.99(4) a  

1 Promedio de tres ensayos independientes  error estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 
 
Los resultados anteriores permitieron determinar que la major cepa en la 

producción de Lacasa bajo condiciones limitantes de nitrógeno y carbono fue RVAN12, 
incluso superior a lo determinado para P. ostreatus  ATCC 58053. Por otro lado, RVAN2 
no presentó diferencias significativas, por lo cual se decidió probar inductores en las dos 
cepas nativas y descartar la cepa control.  

 
7.4.1.4.- Actividad Enzimática en GMM con diferentes Inductores 
Se llevaron a cabo ensayos enzimáticos en GMM adicionado con diferentes 

compuestos, algunos de los cuales se ha reportado que son capaces de incrementar y/o 
inducir la síntesis de enzimas lignolíticas tales como la Lacasa. Los compuestos fueron 
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cobre (sulfato de cobre), manganeso (sulfato de manganeso), etanol y siringaldazina, 
todos ellos a dos diferentes concentraciones (Mencionados previamente en material y 
métodos, punto 6.12). Las actividades que fueron detectadas en este medio adicionado 
con los diferentes inductores fueron Lacasa y Lignino Peroxidasa. 

 
7.4.1.4.1.- RVAN2 
Todos los compuestos probados afectaron la actividad enzimática de Lacasa, sin 

embargo fue más evidente en el caso del sulfato de cobre a una concentración de 500 µM  
con 2942.8 U/L y 1000 µM con 871.11 U/L. El resto de los inductores presentaron poco 
efecto en la síntesis de la Lacasa, las actividades fueron de 10 a 92 U/L (Figura 7.22). 

 
Figura 7.22.- Actividad enzimática de lacasa en RVAN2 en GMM, adicionado con 
diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, Manganeso 11 mg/L; ○, 
Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 
30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
 
 En el análisis multifactorial, se analizaron como factores el tipo de inductor así 
como la concentración del mismo sobre la actividad de Lacasa. El análisis arrojó una 
diferencia altamente significativa (p0.00000). Con el fin de determinar que factor estaba 
influyendo de forma significativa, se realizaron análisis de varianza de una sola vía con 
cada uno de los factores. Con respecto al factor Inductor, se determinó que existía una 
diferencia altamente significativa (p0.000002). Al realizar la prueba de rangos múltiples 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500

5000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

AC
TI

VI
DA

D 
EN

ZI
MÁ

TI
CA

 (U
/L

)

TIEMPO (DÍAS)



77 
 

de Tukey, se determinó que existen dos grupos de homogeneidad dependiendo del 
compuesto utilizado. Dicha comparación de medias, arrojó la existencia de diferencias 
altamente significativas del sulfato de cobre con el control y el resto de inductores 
(p0.000204, p0.000150, p0.000142 y p0.000146, para el control, etanol, sulfato 
manganoso y siringaldazina, respectivamente). Mientras que el control no mostró 
diferencias significativas con el resto de inductores (p0.05). La Prueba de Dunnett, 
determinó que solo el cobre presento diferencias altamente significativas con respecto al 
control (p0.000041).  
 Con respecto al factor concentración, no se observaron diferencias significativas 
(p0.21), por lo cual no se aplicó la prueba de rangos múltiples de Tukey. 
 Al llevar a cabo la interacción de ambos factores, se presentaron dos grupos de 
homogeneidad y se confirmaron los resultados anteriores, en los cuales se observó que el 
sulfato de cobre a una concentración de 500 M presentó una diferencia altamente 
significativa con el el medio adicionado con el mismo compuesto a una concentración de 
1000 M, así como al resto de inductores a las diferentes concentraciones de los mismos, 
con respecto al control (p0.000151). El control no mostró diferencia significativa con el 
resto de inductores incluyendo el sulfato de cobre a 1000 M (p0.05). Finalmente, al 
realizar la prueba de Dunnett, el sulfato de cobre a 500 y 1000 M, presentaron una 
diferencia significativa con el control (Tabla 7.6). 
 
Tabla 7.6. Efecto de la adición de inductores en la actividad de Lacasa en RVAN2 en 

GMM 
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
CONTROL ----- 47.8983.106(8)a  
COBRE 500 M 2942.781349(18)b 0.000009 
 1000 M 871.11105(14)a 0.04277 
ETANOL 30 g/L 47.799.982(18)a 1.0000 
 35 g/L 92.0262.016(6)a 1.0000 
MANGANESO 11 mg/L 22.455.160(14)a 1.0000 
 40 mg/L 20.7004.160(14)a 1.0000 
SIRINGALDAZINA 0.11M 16.6392.063(2)a 1.0000 
 11M 73.8665.911(10)a 1.0000 
1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 
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 Para la actividad de Lacasa, el mejor compuesto para incrementar dicha actividad 
fue sulfato de cobre a una concentración de 500 M. El resto de compuestos no mostró 
efecto alguno en la lacasa.  
 

En cuanto a la actividad de Lignino Peroxidasa (LiP), al igual que en el caso de la 
Lacasa, el sulfato de cofre mostró un efecto positivo a las dos concentraciones manejadas 
de 500 y 1000 µM con respecto al resto de los inductores. Los valores máximos 
alcanzados fueron de 153.95 y 57.8 U/L, respectivamente. Con el resto de los inductores, 
los valores alcanzados oscilaron de 6 a 19.6 U/L, mientras que en el control, por el 
contrario, no se detectó actividad durante los 20 días que duró el ensayo enzimático 
(Figura 7.23). 

 

 
Figura 7.23.- Actividad enzimática de LiP en RVAN2 en medio Mineral-Glucosa 
(GMM), adicionado con diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, 
Manganeso 11 mg/L; ○, Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, 
Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 
 

En el análisis multifactorial, se analizaron como factores el tipo de inductor así 
como la concentración del mismo sobre la actividad de Lacasa. El análisis arrojó una 
diferencia altamente significativa (p0.00000). Con el fin de determinar que factor estaba 
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influyendo de forma significativa, se realizaron análisis de varianza de una sola vía con 
cada uno de los factores. Con respecto al factor Inductor, se determinó que existía una 
diferencia altamente significativa (p0.000000). Al realizar la prueba de rangos múltiples 
de Tukey, se determinó que existen tres grupos de homogeneidad dependiendo del 
compuesto utilizado, dos de ellos conformado por el sulfato de cobre a ambas 
concentraciones y el tercero, por el resto de compuestos así como por el control. Por otro 
lado, la comparación de medias arrojó la existencia de diferencias altamente 
significativas del sulfato de cobre con el control y el resto de inductores (p0.000138, 
p0.000140, p0.000173 y p0.000136, para el control, etanol, sulfato manganoso y 
siringaldazina, respectivamente). Mientras que el control no mostró diferencias 
significativas con el resto de inductores (p0.05). La Prueba de Dunnett, determinó que 
solo el cobre presento diferencias altamente significativas (p0.000015). 

Con el factor concentración, no se observaron diferencias significativas 
(p0.1607), por lo cual no se aplicó la prueba de rangos múltiples de Tukey al no existir 
diferencias. 
 Al llevar a cabo la interacción de ambos factores, se presentaron tres grupos de 
homogeneidad. Se observó que el sulfato de cobre a ambas concentraciones presentaron 
diferencias significativas con respecto al control (p0.000151 y p0.0283, a 500 y 1000 
M de cobre, respectivamente). Sin embargo, con respecto al resto de inductores, solo a 
la menor concentración se presento una alta diferencia significativa (p0.000151). El 
resto de tratamientos (inductores a las diferentes concentraciones), no mostraron 
diferencias significativas entre si (p0.05). Finalmente, al realizar la prueba de Dunnett, 
el cobre tanto a 500 M como a 1000 M, presentaron una diferencia significativa con el 
control (Tabla 7.7). 
 

Al igual que en el caso anterior, los resultados obtenidos indican que el sulfato de 
cobre a ambas concentraciones, se  incrementa la actividad de la LiP, ya que en medio 
basal  (sin la adición de tales compuestos), no fue detectada.  

 
En cuanto al contenido de proteína, el comportamiento fue muy similar en todos 

los cultivos adicionados con los diferentes inductores y a las dos concentraciones 
manejadas de cada uno de ellos. Se observó una disminución e incremento repetitivo, 
siendo el más característico en ensayo con siringaldazina a 1.16 µM (Figura 7.24). 
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Tabla 7.7. Efecto de la adición de inductores en la actividad de LiP en RVAN2 en GMM 
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
CONTROL ----- 0.000.00 a  
COBRE 500 M 153.9561.35(16)c 0.000009 
 1000 M 57.1044.64(20)b 0.008467 
ETANOL 30 g/L 7.940.187(4)a,b 0.9984 
 35 g/L 9.1990.465(16)a,b 0.9958 
MANGANESO 11 mg/L 11.832.433(20)a,b 0.9800 
 40 mg/L 19.6510.08(14)a,b 0.7787 
SIRINGALDAZINA 0.116 M 6.0790.0936(16)a,b 0.9997 
 1.16 .M 7.2940.374(16)a,b 0.9991 
1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 

 

 
Figura 7.24.- Contenido de proteína de RVAN2 en GMM, adicionado con diferentes 
compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, Manganeso 11 mg/L; ○, 
Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 
30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control.  Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
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Figura 7.25.- Actividad Específica de Lacasa en RVAN2 en GMM, adicionado con 
diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, Manganeso 11 mg/L; ○, 
Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 
30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control.  Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 

 
 
7.4.1.4.2.- RVAN12 
Se observó un comportamiento muy similar que el mostrado por RVAN2. El 

cobre a 500 µM fue el que presentó un mayor efecto, con una actividad de 6868 U/L al 
día 16, lo que implicó un incremento de 404 veces con respecto al control. Seguido de 
cobre a 1000 µM y sulfato manganoso a 40 mg/L con 911.7 y 457.1 U/L, 
respectivamente. El resto de los inductores presentaron un incremento de la actividad 
pero en menor proporción que el alcanzado por el sulfato de cobre a 500 µM. (Figura 
7.26). 
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Figura 7.26.- Actividad Enzimática de Lacasa en RVAN12 en GMM, adicionado con 
diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, Manganeso 11 mg/L; ○, 
Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 
30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes. 

 
En el análisis multifactorial, se analizaron como factores el tipo de inductor así 

como la concentración del mismo sobre la actividad de Lacasa. El análisis arrojó una 
diferencia altamente significativa (p0.000016). Con el fin de determinar que factor 
estaba influyendo, se realizaron análisis de varianza de una sola vía con cada uno de los 
factores. Con respecto al factor Inductor, se determinó que existía una diferencia 
altamente significativa (p0.000000). Al realizar la prueba de rangos múltiples de Tukey, 
se determinó que existen dos grupos de homogeneidad dependiendo del compuesto 
utilizado. Descata el hecho de que el primer grupo de homogeneidad esta formado por los 
tres inductores, etanol, manganeso, siringaldazina así como el control, mientras que el 
segundo grupo de homogeneidad esta formado exclusivamente por el cobre. Este análisis 
indicó la existencia de diferencias altamente signitivativas del cobre con respecto al 
control (p0.000475), etanol (p0.000222), manganeso (p0.000363) y siringaldazina 
(p0.000218). El control, por el contrario, no mostro diferencias significativas con el 
resto de los inductores (p0.9999). La Prueba de Dunnett, determinó que solo el cobre 
presento diferencias altamente significativas contra el control (p0.000155), no así el 
resto de inductores (p0.99). Con el factor concentración, no se observaron diferencias 
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significativas (p0.1025), por lo cual no se aplico la prueba de rangos múltiples de 
Tukey. 

Al presentar diferencias significativas el análisis de varianza multifactorial, se 
realizó la prueba de rangos múltiples entra la interacción de ambos factores. Estos 
resultados confirmaron lo que se obtuvo con el análisis univariado, en el cual el inductor 
que presentó un efecto en la Lacasa fue el cobre. El cobre a 500 M presentó una 
diferencia altamente significativa con respecto al cobre a 1000 M (p0.000151), etanol, 
manganeso y siringaldazina, todos a ambas concentraciones (p0.000151). En cuanto al 
sulfato de cobre, este presento diferencias significativas con etanol 30 g/L (p0.01087), 
etanol 35 g/L (p0.01309), manganeso 11 mg/L (p0.02049), siringaldazina 0.116 M 
(p0.01068) y siringaldazina 1.16 M (p0.01058). Se generaron tres grupos de 
homogeneidad. Finalmente, al realizar la prueba de Dunnett, el cobre a ambas 
concentraciones presentaron diferencia altamente significativa con respecto al control 
(p0.000009 y p0.002272, para 500 y 1000 M, respectivamente), (Tabla 7.8). 
 
 
Tabla 7.8. Efecto de la adición de inductores en la actividad de Lacasa en RVAN12 en 

GMM 
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
CONTROL ----- 91.10213.195(6)a  
COBRE 500 M 6869.09979.7(16)c 0.000009 
 1000 M 955.03266.2(20)b 0.002272 
ETANOL 30 g/L 34.712.907(18)a 0.9999 
 35 g/L 51.565.036(18)a 1.0000 
MANGANESO 11 mg/L 94.172.812(14)a 1.0000 
 40 mg/L 457.3839.6(8)a,b 0.4358 
SIRINGALDAZINA 0.116 M 33.112.097(18)a 0.9999 
 1.16 M 32.220.924(18)a 0.9999 
1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 

 
El análisis estadístico permitió determinar que el mejor inductor fue el sulfato de 

cobre a ambas concentraciones y entre ellos, a 500 M se incrementa hasta 75 veces la 
actividad de lacasa.  
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En cuanto a la actividad detectada de LiP, se observó un comportamiento muy 
similar al presentado por la Lacasa, esto es, su producción se vio favorecida por la 
presencia de los diversos inductores, los más representativos de tal efecto, fueron el 
sulfato de cobre 500 µM, seguido del sulfato manganoso a 40 mg/L, con 563 y 107.7 
U/L, respectivamente. Por otro lado, es de destacarse que el control, es decir el medio sin 
la adición de ninguno de los inductores, no presentó actividad de LiP durante los 20 días 
de ensayo. El día de máxima actividad fue diferente en todos los inductores probados 
(Figura 7.27). 

 
Figura 7.27.- Actividad enzimática de LiP de RVAN12 en GMM, adicionado con 
diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, Manganeso 11 mg/L; ○, 
Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 
30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control.  Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes. 

 
 
En el análisis multifactorial, se analizaron como factores el tipo de inductor así 

como la concentración del mismo sobre la actividad de Lacasa. El análisis arrojó una 
diferencia altamente significativa (p0.00000). Al igual que en los casos anteriores, se 
procedió a realizar un análisis univariado, con el fin de determinar cual de los factores 
estaba afectando de forma significativa la actividad de LiP. Con respecto al factor 
Inductor, se determinó que existía una diferencia altamente significativa (p0.000392). 
La comparación de rangos múltiples de Tukey con un nivel de significancia de 0.5, arrojó 
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que existe una diferencia significativa del cobre con el control (p0.00129), etanol 
(p0.002905), manganeso (p0.007993) y siringaldazina (p0.001781). Se presentaron 
dos grupos de homogeneidad, el primero de ellos representado por el control, etanol, 
manganeso y siringaldazina; el segundo por el cobre. La prueba de Dunnett arrojó que 
existe una diferencia altamente significativa del cobre con respecto al control 
(p0.000493). El análisis del factor concentración no arrojó diferencias significativas 
(p0.1048). 
 Al llevar a cabo la interacción de ambos factores, se presentaron tres grupos de 
homogeneidad. Al igual que lo obtenido en el anova univariado, se observó que el sulfato 
de cobre a 500 M presentó una diferencia altamente significativa con el control y el 
resto de inductores (p0.000151). El manganeso a una concentración de 40 mg/L fue 
significativamente diferente con respecto al control (p0.000490). El manganeso a 11 
mg/L presento diferencias significativas con la concentración a 40 mg/L (p0.01099). 
Otra diferencia observada fue la que presentó el manganeso a 40 mg/L con la 
siringaldazina a 0.116 M (p0.003664). Se formaron tres grupos de homogeneidad y, 
finalmente, la prueba de Dunnett mostró que tanto el cobre a 500 M (p0.000009), 
como el manganeso a 40 mg/L (p0.000103)  son diferentes significativamente al control 
(Tabla 7.9).  

 
Tabla 7.9. Efecto de la adición de inductores en la actividad de LiP en RVAN12 en 

GMM 
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
CONTROL ----- 0.000.00 a  
COBRE 500 M 514.5593.74(14)c 0.000009 
 1000 M 49.7614.44(20)a,b 0.008467 
ETANOL 30 g/L 33.8425.8(20)a,b 0.9984 
 35 g/L 46.129.15(20)a,b 0.9958 
MANGANESO 11 mg/L 18.515.34(10)a 0.9800 
 40 mg/L 107.719.37(10)b 0.7787 
SIRINGALDAZINA 0.116 M 8.784.29(8)a 0.9997 
 1.16 M 48.715.46(8)a,b 0.9991 
1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día m´x. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 
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Como sucedió con RVAN2, el cobre a ambas concentraciones incrementa 
considerablemente la actividad de LiP, pues en el medio basal no fue detectada tal 
actividad. De ellos, a 500 M fue la mejor concentración, con un incremento de nueve 
veces la actividad dada por el cobre a 1000 M. 

Por otro lado, el contenido de proteína fue muy similar, a excepción de la 
presentada con el cobre, con el cual se logró la mayor actividad enzimática, cuyo máximo 
valor fue de 31.4 µg/L, con el resto de los inductores el contenido de proteína fluctuó de 
13-21 µg/mL (Figura 7.28). Este contenido de proteína se presentó dos días después de 
alcanzada la máxima actividad producida por el microorganismo en el medio líquido. 
 

 
Figura 7.28.- Contenido de Proteína en el cultivo de RVAN12 en GMM, adicionado con 
diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, Manganeso 11 mg/L; ○, 
Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 
30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes. 
 

Finalmente, la actividad específica mostró un comportamiento muy similar, 
destacó el sulfato de cobre a ambas concentraciones, fue mayor a 500 µM que a 1000 
µM, con valores de 229.7 y 72.9 U/mg de proteína, mientras que el sulfato manganoso a 
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40 mg/L, alcanzó una actividad específica de 26 U/mg de proteína (Figura 7.29). El resto 
de los compuestos no presentó un incremento considerable en la actividad, el contenido 
de proteína producida fue similar para todos.  

 
Figura 7.29.- Actividad Específica de Lacasa en RVAN12 en GMM, adicionado con 
diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, Manganeso 11 mg/L; ○, 
Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 
30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de dos ensayos totalmente independientes. 
 

 
7.4.2.- MEDIO DE HARINA DE SOYA (SMM) 
El medio de harina de soya, al contrario del medio de glucosa (GMM), muestra 

una mayor complejidad en su composición. El comportamiento presentado por los 
diversos hongos es muy variado tanto entre ellos como en relación al obtenido con el 
medio GMM. Se presentó formación de aglomerados de micelio, pellets; así mismo, el 
ensayo enzimático fue llevado por espacio de 20 días, ya que las actividades enzimáticas 
fueron mayores a las observadas en el medio basal (GMM).  

De las cepas de referencia se utilizó P. ostreatus, ya que tanto en Phanerochaete 
chrysosporium como Bjerkandera adusta no se detectaron actividades de Lacasa, LiP y/o 
MnP en este medio, por lo cual se descartaron.  
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Cabe mencionar que tanto la consistencia como el aspecto del medio de cultivo 
fueron muy diferentes al presentado por el GMM, al igual que el aspecto y tamaño de los 
pellets, definido visualmente (Figura 7.30). 

 
 

 
 
 
 
 
Figura 7.30.- Morfología y aspecto de los aglomerados miceliales al final del ensayo, en 
SMM. a) RVAN2. b) RVAN12. c) RVAN18. d) RVAN19. 

 
 
7.4.2.1.- Cinética de Crecimiento y Producción Enzimática 
7.4.2.1.1.- RVAN2 
La cinética de crecimiento de RVAN2 en SMM mostró una ligera disminución en 

el pH, llegando a 4.3; a partir del día 16 se incrementó este valor hasta llegar a 7.3. Se 
debe considerar que esté no fue controlado durante los 20 días que duro el ensayo.  

Por otro lado, el consumo de azúcares fue lento, se agotó el 30% cuando alcanzó 
su máxima producción de biomasa (11.275 mg/mL). A partir de este momento, el 
microorganismo entró en la fase estacionaria por lo cual se observó una disminución e 
incremento en la concentración de biomasa, llegó a su mínimo valor al final del ensayo 
enzimático.  

La síntesis de Lacasa y Lignino Peroxidasa, llegaron a su máximo valor en este 
punto, con una actividad de 5150 y 151 U/L, respectivamente. Estos valores de actividad 
disminuyeron conforme el microorganismo continuaba con el crecimiento. Lo anterior 
coincidió con el incremento en el valor de pH. Finalmente, la producción de Manganeso 
Peroxidasa, se disparó al final de la cinética, cuando el valor de pH se incrementó y la 
fuente de carbono había sido consumida casi en su totalidad y el microorganismo se 
encontraba al final de la fase estacionaria (Figura 7.31). 

 

a) b) c) d) 
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Figura 7.31.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enzimática del sobrenadante del 
cultivo de RVAN2 en SMM. , Lacasa;▲, LiP; ●, MnP; ○, Biomasa; ■; Azúcares 
Residuales; +, pH. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del 
duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
 

7.4.2.1.2.- RVAN12 
El crecimiento de RAVN12 fue ligeramente menor al observado en RVAN2. La 

máxima producción de micelio se alcanzó al sexto día del ensayo, con 10.2 mg/mL. A 
partir de este día comenzó la fase estacionaria.  

En cuanto al pH, llegó al mínimo valor al día 10 con 4.3; se presentó un incremento 
ligero a partir de este día, sin embargo este aumento fue menor al dado por RVAN2, con 
5.04. 

Con respecto a la fuente de carbono, esta fue consumida mas del 95% al día 10, 
cuando el microorganismo se encontraba en la fase estacionaria y se presentaba el 
mínimo de valor de pH. El consumo de estos azúcares fue mayor que el obtenido por 
RVAN2.  

Finalmente, la producción de Lacasa comenzó a partir del sexto día y alcanzó su 
máximo valor al día 12 con 13,430 U/L, después del agotamiento de la fuente de carbono. 
La producción de LiP, alcanzó su máximo valor con 4466 U/L, la cual decayó a partir del 
día 14. Finalmente, la producción de MnP fue de 65.6 U/L al día 16, cuando el pH se 
incrementó y el crecimiento llegaba al final de la fase estacionaria (Figura 7.32). 
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Figura 7.32.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enzimática del sobrenadante del 
cultivo de RVAN12 en SMM. , Lacasa;▲, LiP; ●, MnP; ○, Biomasa; ■; Azúcares 
Residuales; +, pH. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del 
duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
 

7.4.2.1.3.- Trametes villosa (RVAN18) 
El crecimiento en el caso de Trametes villosa, fue ligeramente diferente al 

presentado por las dos cepas anteriores. Alcanzó una producción de 11.29 mg/mL de 
micelio, su fase exponencial se extendió más que en las cepas RVAN2 y RVAN12.  

Por otro lado, el pH mostró una ligera disminución, alcanzó su mínimo valor al 
día seis, cuando el microorganismo se encontraba a la mitad de la fase exponencial y más 
del 98 % de la fuente de carbono había sido consumida, esta velocidad de consumo fue 
superior a la observada en las cepas anteriores. Al final de la cinética se observó un 
incremento en el valor de pH con 7.09. 

Por último, la actividad de Lacasa se detectó a partir del día dos. Alcanzó la 
máxima producción alrededor del octavo día (0.398 U/mL); en cuanto a la LiP, esta 
enzima también se produjo en menor proporción que RVAN2 y RVAN12, con una 
actividad de 0.012 U/mL al día ocho, al igual que en el caso de la Lacasa. No fue 
detectada la actividad de MnP durante el transcurso del ensayo enzimático (Figura 7.33). 
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7.4.2.1.4.- Schizophyllum commune (RVAN19) 
Schizophyllum cummune fue el hongo con mayor producción de biomasa, 

comportamiento similar al presentado en el medio GMM, con 17 mg/mL. La fase 
exponencial de crecimiento fue más extensa, lo cual indicó que tuvo un crecimiento más 
lento.  

El mínimo valor de pH con 5.9 se alcanzó al día 10, menor a la presentada por el 
resto de los hongos. A partir de este día, se incrementó hasta alcanzar un valor final de 
7.4. Lo anterior coincidió con la disminución en el crecimiento del microorganismo.  

A diferencia de los hongos anteriores, la fuente de carbono se consumió casi en su 
totalidad, cuando se encontraba a la mitad del crecimiento y el pH aun no alcanzaba el 
mínimo valor reportado.  

Finalmente, tanto la actividad de Lacasa con 620 U/L como de LiP con 18 U/L, 
fueron mayores a la producida por Trametes villosa, los días 16 y 20, respectivamente. 
Esto se presentó cuando el valor de pH comenzaba a incrementarse; la fuente de carbono 
había sido consumida casi en su totalidad y la biomasa se encontraba casi al final de la 
fase exponencial de crecimiento. No se logró detectar actividad de MnP durante el 
transcurso del ensayo enzimático (Figura 7.34). 

 
Figura 7.33.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enzimática del sobrenadante del 
cultivo de RVAN18 en SMM.  , Lacasa;▲, LiP; ○, Biomasa; ■; Azúcares Residuales; 
+, pH.  Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de 
tres ensayos totalmente independientes. 
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Figura 7.34.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enzimática del sobrenadante del 
cultivo de RVAN19 en SMM. , Lacasa;▲, LiP; ●, MnP; ○, Biomasa; ■; Azúcares 
Residuales; +, pH. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del 
duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
 

7.4.2.1.5.- Cepa Control, P. ostreatus 
La cepa control mostró un comportamiento muy diferente al dado por el resto de 

los hongos estudiados. La producción de biomasa fue de 10 mg/mL al día seis, posterior a 
ese día se llegó a la fase estacionaria del crecimiento, en la cual se observó un 
decaimiento en la producción de biomasa, siendo esta de 5.8 mg/mL al final del ensayo. 
En cuanto al pH, este se incrementó a 7.68 a partir del día cuatro, hasta llegar al máximo 
de 8.3, continuando constante este valor hasta el final de la fermentación. La fuente de 
carbono fue consumida lentamente, al final del ensayo restaba el 65% de la misma. Este 
comportamiento fue muy similar al presentado en GMM. La producción de las enzimas 
lignolíticas fue de 5872, 235.9 y 211 U/L, para Lacasa, LiP y MnP, respectivamente. 
Todas ellas alcanzaron el máximo alrededor del día 10 para Lacasa y LiP y para MnP el 
día (Figura 7.35).  
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Figura 7.35.- Cinética de Crecimiento y Actividad Enzimática del sobrenadante del 
cultivo de Pleurotus ostreatus en SMM. , Lacasa;▲, LiP; ●, MnP; ○, Biomasa; ■; 
Azúcares Residuales; +, pH. Los símbolos representan el promedio ± la desviación 
estándar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
 

Como se pudo determinar, las enzimas producidas por la cepa control fueron 
inferiores a la presentada por RVAN12 y muy similar a lo encontrado en RVAN2, 
aunque fue superior a lo presentado por RVAN18 y RVAN19. Debido a esto, los ensayos 
posteriores realizados con el medio de harina de soya se llevaron a cabo con RVAN2 y 
RVAN12. 
 Con el fin de determinar si realmente existió una diferencia en las actividades 
enzimáticas entre el total de cepas estudiadas asi como de las nativas con respecto al 
control, se realizó un análisis de varianza, comparación de rangos múltiples de Tukey y la 
prueba de Dunnett. 

Para la actividad de Lacasa, se determinó que existe una diferencia altamente 
significativa (p0.000000). La comparación de rangos múltiples arrojó una diferencia 
significativa de la cepa control con RVAN12 (p0.000129), RVAN18 (p0.000129) y 
RVAN19 (p0.000129), no así para RVAN2 (p0.6135). Mientras que RVAN12 mostró 
diferencias significativas con el total de cepas (p0.000129). Tampoco se observó 
diferencia significativa entre RVAN18 y RVAN19 (p0.9879). Se generaron tres grupos 
de homogeneidad. Por último, mediante la prueba de Dunnett se determinó que tanto 
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RVAN12, RVAN18 y RVAN19 presentaron diferencias altamente significativas con el 
control (Tabla 7.10). 

 
Tabla 7.10. Actividad Enzimática de Lacasa en 4 cepas nativas y cepa Control en SMM 

TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
RVAN2 5141.28423.48(6)a 0.4352 
RVAN12 13398.63548.517(12)a 0.000011 
RVAN18 398.6252.976(8)b 0.000011 
RVAN19 620.6722.776(10)c 0.000011 
P. ostreatus (CONTROL) 5872.361995.08(6)b  

1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 
 
De esta forma, se determinó que la mejor cepa en la producción de Lacasa fue 

RVAN12, incluso superior a lo encontrado con la cepa control. Por otro lado, RVAN2 
fue similar al control y el resto, presentaron valores inferiores.  
 Para la actividad de LiP, el análisis de varianza mostró que existen diferencias 
altamente significativas (p0.000000). La prueba de rangos múltiples de Tukey arrojó 
que existen diferencias altamente significativas entre las diferentes cepas (p0.000129), a 
excepción de las cepas RAVAN18 y RVAN19, ya que entre ellas no existieron 
diferencias significativas (p0.9991). Mediante esta prueba, se detectaron cuatro grupos 
de homogeneidad. Al comparar las cuatro cepas nativas contra el control mediante la 
prueba de Dunnett, se determinó que todas cepas son diferentes significativamente al 
control (p0.000011, para RVAN12, RVAN18 y RVAN19; p0.000700 para RVAN2), 
(Tabla 7.11). 
 

Tabla 7.11. Actividad Enzimática de LiP en 4 cepas nativas y cepa Control en SMM 
TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 

RVAN2 151.517.577(6) a 0.4352 
RVAN12 466.0356.57(12)a 0.000011 
RVAN18 12.733.89(8)b 0.000011 
RVAN19 16.996.56(16)c 0.000011 
P. ostreatus (CONTROL) 235.9533.18(12)b  

1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 
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 Con respecto a LiP, se presentó el mismo comportamiento que el dado con la 
Lacasa, encontrando que RVAN12 es superior a la cepa control, mientras que RVAN2 es 
similar y el resto, presentan valores inferiores de LiP. 
 Para la actividad de MnP, el análisis de varianza mostró que existe un efecto 
altamente significativo dependiendo de la cepa (p0.000000). La comparación de rangos 
múltiples arrojó diferencias significaticas entre el control y las cuatro cepas nativas 
(p0.000129, para cada una de ellas). No existió diferencia significativa entre RVAN18 y 
RVAN19 (p1.0000). RVAN2 mostró diferencias significativas con todas, así como 
RVAN12 (p0.000129). Se generaron cuatro grupos de homogeneidad 

Se generaron tres grupos de homogeneidad. Por último, mediante la prueba de 
Dunnett se determinó que RVAN2, RVAN12, RVAN18 y RVAN19 presentaron 
diferencias altamente significativas con el control (Tabla 7.12).  

 
Tabla 7.12. Actividad Enzimática de MnP en 4 cepas nativas y cepa Control en SMM 

TRATAMIENTO PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
RVAN2 126.819.18(20)a 0.000011 
RVAN12 65.6910.77(16)b 0.000011 
RVAN18 0.000.00c 0.000011 
RVAN19 0.000.00c 0.000011 
P. ostreatus (CONTROL) 211.0117.09(12)d  

1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 

 
En cuanto a la actividad de MnP, se determinó que la cepa control fue la mejor 

para tal enzima.  
Al englobar el comportamiento de las cepas con respecto a las tres enzimas 

lignolíticas, la mejor fue RVAN12, debido a la actividad de Lacasa y LiP alcanzada en el 
medio de harina de soya (SMM), comportamiento similar al encontrado en el medio de 
glucosa (GMM). Por otro lado, se decidió seguir estudiando a RVAN2 ya que presentó 
valores similares a la cepa control en actividad de lacasa.  

 
7.4.2.2.- Inductores 
Se probaron los mismos compuestos utilizados en el medio GMM, bajo las 

mismas condiciones, por espacio de 20 días. Igualmente, se determinó Lacasa, LiP y 
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MnP. Las cepas utilizadas fueron aquellas que presentaron una actividad igual o mayor 
que la cepa control.  

 
7.4.2.2.1.- RVAN2 
El efecto sobre la producción de Lacasa fue muy diferente, dependiendo del 

compuesto utilizado para tratar de favorecer el incremento en la actividad enzimática. 
Con la adición de Etanol a una concentración de 30 g/L, se detecto una actividad similar 
a la presentada por el control, de 5022 U/L y 4141 U/L, respectivamente. Mientras que el 
resto de los compuestos mostraron una actividad de Lacasa inferior, cuyos valores fueron 
de 1781.1 U/L (sulfato manganoso, 40 mg/L) hasta 4078 U/L (sulfato de cobre 1000 
µM).  A pesar de esto, se observa que el decaimiento o la disminución en la actividad de 
Lacasa es mucho más lenta que en el caso del control, en el cual a partir del máximo día, 
esta tiende a disminuir drásticamente (Figura 7.36). 

 
Figura 7.36.- Actividad Enzimática de Lacasa en el sobrenadante de RVAN2 en SMM, 
adicionado con diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, 
Manganeso 11 mg/L; ○, Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, 
Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 

 
El análisis de varianza determinó que existen diferencias altamente significativas 

(p0.000000). Por lo cual se llevo a cabo un análisis de varianza por separado para cada 
uno de los factores. El tipo de inductor presentó un afecto altamente significativo en la 
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actividad de  la Lacasa (p0.0000). La comparación de rangos múltiples de Tukey, 
determinó que existieron diferencias significativas entre el control (medio sin inductor) y 
los inductores, cobre (p0.0372), manganeso (p0.000130) y siringaldazina 
(p0.007609), mientras que entre el control y el etanol no se observó diferencias 
significativas (p0.1034). Lo mismo sucedió entre el cobre y la siringaldazina (p0.5808) 
y entre el cobre y el etanol (p0.9835); lo anterior dio como resultado la formación de 
cuatro grupos de homogeneidad. En cuanto a la prueba de Dunnett, se encontró que el 
cobre, etanol, manganeso y siringaldazina presentaron diferencias significativas con 
respecto al control (p0.01515, p0.04453, p0.000009 y p0.000023, respectivamente).   
 En cuanto al efecto de la concentración sobre la actividad enzimática de Lacasa, 
el análisis de varianza determinó que existen diferencias significativas (p0.001436). La 
comparación de rangos múltiples de Tukey arrojó diferencias significativas entre el 
control y las dos concentraciones (p0.005393 y p0.001058), mientras que entre la 
concentración uno y la dos, no se observaron diferencias significativas (p0.6396). Se 
formaron dos grupos de homogeneidad. La prueba de Dunnett, mostró que existieron 
diferencias significativas del control con respecto a la concentración uno (p0.003245) y 
a la concentración dos (p0.000592). 
 Al realizar el análisis de varianza multifactorial, teniendo como factores el tipo de 
inductor y la concentración de los mismos, determinó que existen diferencias altamente 
significativas (p0.00000). Mediante la comparación de rangos múltiples de Tukey, se 
observó la respuesta dada por los tratamientos. El control presentó diferencias 
significativas con cobre a 500 M (p0.001458), Etanol a 35 g/L (p0.000323), 
manganeso 11 mg/L y mangeso 40 mg/L (p0.000143), siringaldazina a 0.116 M 
(p0.000228) y siringaldazina a 1.16 M (p0.000153). El cobre a 500 M presento 
diferencias con respecto al control (p0.0001458), etanol 30 g/L (p0.003557), 
manganeso 11 mg/L (p0.008002) y manganeso 40 mg/L (p0.001540). El cobre a 1000 
M arrojó diferencias significativas con el etanol 35 g/L (p0.04765), manganeso 11 
mg/L y 40 mg/L (p0.000143), siringaldazina 0.116 M (p0.02665) y siringaldazina 
1.16 M (p0.005669). El etanol a 30 g/L mostró diferencias significativas con el cobre a 
500 M (p0.003557), etanol a 35 g/L (p0.000651), manganeso a 11 mg/L y 40 mg/L 
(p0.000143), siringaldazina 0.116 M (p0.000381) y siringaldazina 1.16 M 
(p0.000175). El etanol a 35 g/L mostró diferencias significativas con el control 
(p0.000323), etanol a 30 g/L (p0.000651), y manganeso a 11 y 40 mg/L (p0.04083 y 
p0.00875, respectivamente). El manganeso a 11 mg/L mostró diferencias significativas 
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con el control (p0.000143), cobre a 500 M (p0.008002), cobre a 1000 M 
(p0.000143), etanol a 30 g/L (p0.000143) y etanol a 35 g/L (p0.040843). El 
manganeso a 40 mg/L presentó diferencias significativas con respecto al control 
(p0.000143), cobre a 500 M (p0.00154), cobre a 1000 M (p0.000143), etanol a 30 
g/L (p0.000143), etanol a 35 g/L (p0.000143) y etanol a 30 g/L (p0.000381). La 
siringaldazina a 0.116 M y 1.16 M presentaron diferencias significativas con el control 
(p0.000228 y p0.000153, respectivamente), con el cobre a 500 M (p0.02666 y 
p0.005669, respectivamente) y con el etanol a 30 g/L (p0.000381 y 0.000175, 
respectivamente). Se formaron cinco grupos de homogeneidad, mientras que la prueba de 
Dunnett arrojó que existieron diferencias significativas de los tratamientos con cobre a 
500 M, etanol a 35 g/L, manganeso a 11 y 40 mg/L, así como siringaldazina a 0.116 y 
1.16 M (Tabla 7.13). 
 
Tabla 7.13. Efecto de la adición de inductores en la actividad de Lacasa en RVAN2 en 

SMM 
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
CONTROL ----- 5141.3423.96(6)a  
COBRE 500 M 3457.92452(8)b,c  0.000335 
 1000 M 4454.91042.7(8)a  0.3282 
ETANOL 30 g/L 5026.91377.4(18)a  0.9999 
 35 g/L 3235.2282.3(18)a,b,c  0.000053 
MANGANESO 11 mg/L 1992.8194.4(8)d,e 0.000007 
 40 mg/L 1781.880.12(8)e 0.000007 
SIRINGALDAZINA 0.116 M 3151.52290.95(8)c,d 0.000029 
 1.16 M 2945.5403.5(8)c,d,e 0.000010 
1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 

 
A excepción del etanol, el cual no presentó diferencias significativas con el 

control, el resto de los inductores generó un efecto negativo en la síntesis de Lacasa, 
contrario a lo obtenido con el medio GMM, el cual favoreció la síntesis de esta enzima en 
RVAN2.  

Algo muy diferente se observó con la actividad enzimática de la LiP. Los 
inductores a ambas concentraciones mostraron un efecto positivo en la actividad 
enzimática. El sulfato manganoso a una concentración de 11 mg/L, fue el compuesto que 
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favoreció en mayor proporción la producción de LiP con .0406 U/mL, 2.7 veces con 
respecto al control. Por otro lado, el compuesto que menos incrementó la actividad fue la 
siringaldazina a 1.16 µM, con 0.2316 U/mL, 1.53 veces más. El resto osciló entre los 
valores antes mencionados (Figura 7.37). 

 
Figura 7.37.- Actividad Enzimática de LiP en el sobrenadante de RVAN2 en SMM, 
adicionado con diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, 
Manganeso 11 mg/L; ○, Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, 
Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 
 

El análisis de varianza determinó que existen diferencias altamente significativas 
(p0.000000). Por lo cual se llevo a cabo un análisis de varianza por separado para cada 
uno de los factores. El tipo de inductor presentó un afecto altamente significativo en la 
actividad de  la LiP (p0.0000).  

La comparación de rangos múltiples de Tukey arrojó que existieron diferencias 
significativas del control con el resto de los inductores, cobre (p0.000176), etanol 
(p0.000130), manganeso (p0.000130) y siringaldazina (p0.01264). No se presentaron 
diferencias significativas entre la siringaldazina y el cobre (p0.1792), ni entre el etanol y 
el manganeso (p0.9261). Existieron diferencias del cobre con el etanol y el manganeso 
(p0.000130 y p0.000148); el etanol con el control, cobre y siringaldazina (p0.000130, 
p0.000324 y p0.000130, respectivamente); el manganeso presentó diferencias entre el 
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control (p0.000130), cobre (p0.000148) y siringaldazina (p0.000130); finalmente, la 
siringaldazina mostró diferencias significativas con el control (p0.01264), el etanol 
(p0.000130) y el manganeso (p0.000130). Se formaron tres grupos de homogeneidad 
conformado el grupo uno por cobre y siringaldazina, el grupo dos por etanol y 
manganeso y el tercero por el control. Con la prueba de Dunnett se determinó que el 
cobre, etanol, manganeso y siringaldazina fueron significativamente diferentes al control 
(p0.000023, p0.000009 y p0.004975, respectivamente). 
 En cuanto al efecto de la concentración sobre la actividad enzimática de LiP, el 
análisis de varianza determinó que existen diferencias significativas (p0.000024). La 
comparación de rangos múltiples de Tukey arrojó diferencias entre el control y cada una 
de las concentraciones manejadas (p0.000134 y p0.000330, respectivamente). Se 
formaron dos grupos de homogeneidad conformados por el control por un lado y por las 
dos concentraciones por otro. Se determinó mediante la prueba de Dunnett que existieron 
diferencias significativas entre el control y ambas concentraciones (p0.000014 y 
p0.000144, uno y dos, respectivamente).  
 Para visualizar el efecto en la interacción del tipo de inductor como de la 
concentración empleada en cada uno de ellos y, puesto que se determinó mediante el 
análisis multifactorial que existieron diferencias altamente significativas (p0.00000), se 
sometieron a una prueba de rangos múltiples. Dicha prueba arrojó que existen diferencias 
significativas entre el control y el cobre a 500 M (p0.001529) y 1000 M 
(p0.000179), etanol 30 y 35 g/L, manganeso 11 y 40 mg/L (p0.000143) y 
siringaldazina 0.116 M (p0.014417). El cobre, además de presentar diferencias 
significativas con el control, las presentó con el etanol a 30 g/L (p0.000148) y con el 
manganeso a 11 y 40 mg/L (p0.000199 y p0.002436, respectivamente). El cobre a 
1000 M, además de presentar diferencias significativas con el control, las mostró con el 
etanol 30 g/L (p0.000416), y el manganeso a 11 mg/L (p0.002178) y 40 mg/L 
(p0.0468). El etanol a 30 g/L, mostró diferencias con el control, el cobre a ambas 
concentraciones (valores ya mencionados previamente), con el etanol a 35 g/L 
(p0.0194), así como con manganeso a 40 mg/L (p0.0194) y con siringaldazina a 0.116 
M y 1.16 M  (p0.000143). El etanol a 35 g/L, mostro diferencias con el control, así 
como con etanol a 30 g/L, con la siringaldazina a 1.16 M (p0.004134). El manganeso 
fue diferente estadísticamente con el control, el cobre a ambas concentraciones (valores 
ya mencionados), así como con la siringaldazina a las dos concentraciones (p0.000322 y 
p0.000148, respectivamente). La siringaldazina a 0.116 M mostró diferencias 
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significativas con el control, etanol a 35 g/L, y manganeso a ambas concentraciones. 
Finalmente, la siringaldazina a 1.16 M arrojó diferencias significativas con el etanol y 
manganeso, a ambas concentraciones. En base a los resultados anteriores, se formaron 
cinco grupos de homogeneidad. La prueba de Dunnett, por otro lado, determinó que el 
total de inductores a las dos concentraciones probadas fueron estadísticamente diferentes 
al control (Tabla 7.14). 
 
Tabla 7.14. Efecto de la adición de inductores en la actividad de LiP en RVAN2 en SMM 
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
CONTROL ----- 151.517.58(6)a  
COBRE 500 M 281.0830.8(8)b,c  0.000335 
 1000 M 311.5810.43(8)b,c  0.3282 
ETANOL 30 g/L 455.48105.28(20)c,e  0.9999 
 35 g/L 351.3556.69(20)d  0.000053 
MANGANESO 11 mg/L 437.6467.2(12)d,e  0.000007 
 40 mg/L 406.0311.88(18)d,e  0.000007 
SIRINGALDAZINA 0.116 M 258.7116.47(8)b,c 0.000029 
 1.16 M 231.6144.52(8)a,b 0.000010 
1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 

 
La actividad de MnP respondió de forma muy similar a la presentada por la LiP, 

en el sentido de que fueron favorecidas en diferente proporción, solamente el etanol a 
ambas concentraciones mostró un efecto negativo e incluso inhibió la actividad de dicha 
enzima.  

El sulfato manganoso, 11 y 40 mg/L dieron como resultado una actividad de 3767 
y 2860 U/L, respectivamente al día 18 del ensayo. Esta fue seguida por la siringaldazina 
1.16 µM con 907.7 U/L (día 20). En el resto de los inductores, los valores de actividad 
enzimática variaron de 176 a 221.3 U/L (Figura 7.38). 

El análisis de varianza multifactorial mostró diferencias altamente significativas 
(p0.000000). Por tal razón, se llevó, al igual que en los casos anteriores, un análisis de 
varianza para cada uno de los factores. El primero de los factores analizados fue el tipo 
de inductor empleado, dicho análisis mostró una diferencia altamente significativa 
(p0.000000). La prueba de rangos múltiples de Tukey arrojó que existieron diferencias 
significativas entre los diferentes compuestos empleados. Existió diferencia del control 
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con el cobre (p0.000176), etanol (p0.000130), manganeso (p0.000130) y 
siringaldazina (p0.01264). El cobre, además de presentar diferencias significativas con 
el control, lo fue con respecto a etanol (p0.000324) y manganeso (p0.000148); por otro 
lado, no presentó diferencias con la siringaldazina (p0.1792). El manganeso, además de 
mostrar diferencias con el control y el cobre, las presentó con la siringaldazina 
(p0.000130). Se formaron tres gurpos de homogeneidad, el primero de ellos 
representado por el control, cobre y etanol; el segundo por el control, cobre y 
siringaldazina y el último grupo, conformado por el manganeso. La prueba de Dunnett 
arrojó que solo el manganeso fue diferente significativamente al control (p0.000009). El 
resto de los inductores no mostró diferencia significativa con el control. 

El segundo de los factores, la concentración no mostró efecto alguno sobre la 
actividad enzimática de MnP.  

En base a estos resultados y a que el análisis de varianza multifactorial mostró un 
efecto significativo en los tratamientos, se realizó la comparación de rangos múltiples de 
Tukey. Dicho análisis mostró que el manganeso a 11 mg/L presentó diferencias 
significativas con el control (p0.000143), cobre a 500 y 1000 M, etanol a 30 y 35 g/L  
(p0.000143), manganeso 40 mg/L (p0.000224), y siringaldazina 0.116 y 1.16 M 
(p0.000143). El manganeso a 40 mg/L presentó diferencias significativas con el resto de 
los inductores (p0.000143), así como con el manganeso a 11 mg/L (p0.000224). El 
control presentó diferencias significativas con el manganeso a 11 y 40 mg/L (p0.000143 
para ambos); así como con la siringaldazina 0.116 M (p0.02953). La siringaldazina 
0.116 M arrojó diferencias significativas con el control, así como con el etanol a 30 y 35 
g/L (p0.004595 y p0.00359), y con el manganeso a 11 y 40 mg/L (p0.000143). Se 
generaron cuatro grupos de homogeneidad, el primero de ellos agrupó al control, el cobre 
y etanol a ambas concentraciones y la siringaldazina 1.16 M; el segundo grupo 
conformado por el cobre y la siringaldazina, los dos a ambas concentraciones: el tercero 
por el manganeso 40 mg/l y el cuarto, por el manganeso a 11 mg/L. Finalmente, la prueba 
de Dunnett, arrojó una diferencia del control con el manganeso a 11 mg/L (p0.000007), 
manganeso 40 mg/L (p0.0000007) y siringaldazina 0.116 M (p0.00798). El resto de 
los inductores no fueron significativamente diferentes al control (Tabla 7.15). 
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Tabla 7.15. Efecto de la adición de inductores en la actividad de MnP en RVAN2 
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
CONTROL ----- 126.7719.17(20)a  
COBRE 500 M 176.6782.39(20)a,b  0.9999 
 1000 M 310.3205.16(20)a,b  0.8364 
ETANOL 30 g/L 14.326.8(16)a  0.9859 
 35 g/L 0.000.00a  0.9719 
MANGANESO 11 mg/L 3767.26765.6(18)c  0.000007 
 40 mg/L 2860.17185.95(18)d  0.000007 
SIRINGALDAZINA 0.116M 712.99319.45(20)b 0.0079 
 1.16 M 221.8838.68(18)a,b 0.9950 
1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 

 
Los resultados anteriores señalaron que el sulfato manganoso fue el mejor 

compuesto tanto para la LiP como para la MnP, no así para la Lacasa. En el caso de las 
dos primeras enzimas, los valores fueron superiores a lo dado por el control. Mientras que 
en el caso de la Lacasa se observó una pérdida del 66%, sin embargo el incremento en 
MnP fue de 22 a 29 veces la actividad con respecto al control. 

El contenido de proteína fue muy similar en todos los cultivos adicionados con los 
diferentes inductores, sin embargo el etanol a una concentración de 30 g/L mostró un 
incremento gradual a partir del día ocho. El resto de los inductores dieron como resultado 
un contenido muy similar (Figura 7.39), aunque ello no fue correspondiente con la 
actividad enzimática la cual fue ligeramente menor a la presentada por el control. 
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Figura 7.38.- Actividad Enzimática de MnP en el sobrenadante de RVAN2 en SMM, 
adicionado con diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, 
Manganeso 11 mg/L; ○, Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, 
Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 

 
Figura 7.39.- Contenido de Proteína (mg/mL) de RVAN2 en SMM, adicionado con 
diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, Manganeso 11 mg/L; ○, 
Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 
30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

A
C

TI
VI

D
A

D
 E

N
ZI

M
ÁT

IC
A 

(U
/m

L)

TIEMPO (DIAS)

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

1.8

2

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

P
R

O
TE

IN
A 

(m
g/

m
L)

TIEMPO (DIAS)



105 
 

Por el contrario, con respecto a la actividad específica si se observaron diferencias 
en los resultados obtenidos, en los cuales en el control se obtuvo 3.5 U/mg de proteína, 
mientras que el sulfato de cobre, etanol y siringaldazina los valores fueron de 5.3 y 4.9, 
5.09 y 4.1, y 5.3 y 4.8 U/mg de proteína, respectivamente, a ambas concentraciones 
probadas para cada inductor; fue el manganeso el que presentó una menor actividad 
específica, 2.2 y 2.23 U/mg de proteína, a 11 y 40 mg/L, respectivamente (Figura 7.40). 
  

 
Figura 7.40.- Actividad Específica de Lacasa en el sobrenadante de RVAN2 en SMM, 
adicionado con diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, 
Manganeso 11 mg/L; ○, Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, 
Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 
 

Los resultados indicaron que los inductores favorecieron de forma muy diferente 
al hongo en cuestión. Lo mismo sucedió con la producción de proteína, se observó una 
respuesta variable en función del compuesto adicionado al medio y a la concentración. 
Presentando un efecto negativo el sulfato manganoso a ambas concentraciones, 11 y 40 
mg/L. Mientras que el sulfato de cobre 500 µM y siringaldazina 0.116 µM fueron los 
inductores que favorecieron en mayor proporción la producción de Lacasa (actividad 
específica). En esté parámetro no fue aplicado un análisis de varianza. 
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7.4.2.2.2.- RVAN12 
Caso contrario, a RVAN12 los inductores favorecieron considerablemente la 

producción de Lacasa de esta cepa. El sulfato de cobre a ambas concentraciones dieron 
como resultado una actividad de 43,869.9 (3.2 veces) y 63,372.56 U/L (4.72 veces), a 
500 y 1000 µM, respectivamente, con respecto al control, esto es el medio de cultivo sin 
la adición de inductores y/o potenciadores.  Sin embargo, es de notar que el día de 
máxima actividad se retardo, puesto que en el control se alcanzó al día 12, mientras que 
en el medio adicionado con ambas concentraciones de sulfato cúprico, se llegaron al 14 y 
16. Las actividades anteriores fueron seguidas por el sulfato manganoso a 11 y 40 mg/L, 
cuyos máximos valores fueron de 25,607.8 y 27,324.5 U/L, respectivamente (día 16, a 
ambas concentraciones). Aquellas que afectaron de forma negativa la producción de 
Lacasa fueron las dos concentraciones de etanol (30 y 35 g/L) (Figura 7.41). 

 
Figura 7.41.- Actividad Enzimática de Lacasa en el sobrenadante de RVAN12 en SMM, 
adicionado con diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, 
Manganeso 11 mg/L; ○, Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, 
Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 
 
 El análisis multifactorial arrojó que existe una diferencia altamente significativa 
(p0.00000). En base a esto, se llevó a cabo un análisis de varianza por separado para 
cada uno de los factores. El tipo de inductor presento un efecto altamente significativo en 
la actividad de Lacasa (p0.00000). La comparación de rangos múltiples de Tukey 
determinó que existieron diferencias significativas entre el control y el cobre 
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(p0.000124), el control y el manganeso (p0.000644). El cobre presentó diferencias 
significativas, además del control, con el etanol (p0.000124), el manganeso 
(p0.000124) y la siringaldazina (p0.000124). El etanol no presento diferencias con el 
control (p0.05739); fue estadísticamente diferente al cobre (p0.000124), mangeneso 
(p0.000124) y siringaldazina (p0.000141). El manganeso presentó diferencias 
significativas con el control (p0.000644), con el cobre (p0.000124), etanol 
(p0.000124) y la siringaldazina (p0.0409). Finalmente, la siringaldazina presentó 
diferencias significativas con el cobre (p0.000124) y etanol (p0.000141), no fue 
estadísticamente diferente al control (p0.2461). Se formaron cuatro grupos de 
homogeneidad, el primero representado por el control y el etanol, el segundo por el 
control y la siringaldazina, el tercero por el manganeso y el último, por el cobre. La 
prueba de Dunnett determinó que a excepción de la siringaldazina (p0.1223), el resto de 
los inductores presentaron diferencias significativas con el control, cobre (p0.000009), 
etanol (p0.02495) y manganeso (p0.000222). La concentración no presentó efecto 
significativo en la actividad enzimática de Lacasa (p0.2182).  
 El análisis multifactorial determinó que existieron diferencias altamente 
significativas (p0.00000). La comparación de rangos múltiples arrojó la existencia de 
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos. El control presentó diferencias 
significativas con el cobre a 500 M (p0.000138), cobre a 1000 M (p0.000138), 
etanol a 30 g/L (p0.02214), etanol a 35 g/L (p0.03428), manganeso 11 mg/L 
(p0.000214), manganeso 40 mg/L (p0.000145) y siringaldazina 0.116 M 
(p0.01521). El cobre a 500 mM presentó diferencias significativas además del control, 
con el cobre a 1000 M (p0.000139), etanol, manganeso y siringaldazina, todos a ambas 
concentraciones (p0.000138). El cobre a 1000 M mostró doferencias significativas 
además del control y el cobre a 500 M, con el etanol, manganeso y siringaldazina a 
ambas concentraciones (p0.000138). El etanol a 30 g/L mostró diferencias significaticas 
con el control (p0.02214), cobre a ambas concentraciones (p0.000138), manganeso y 
siringaldazina, a ambas concentraciones (p0.000138), no se detectaron diferencias 
significativas con el etanol a 35 g/L (p1.00000). El etanol 35 g/L fue diferente 
estadísticamente al control (p0.03428), cobre a ambas concentraciones (p0.000138), 
manganeso a 11 y 40 mg/L (p0.000138), siringaldazina 0.116 M (p0.000139) y 
siringaldazina 1.16 M (p0.000599). El manganeso 11 mg/L presentó diferencias 
altamente significativas con el control, sulfato de cobre, etanol (los dos a ambas 
concnetraciones) y diferencias significativas con la siringaldazina 1.16 M (p0.000214, 
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p0.000138, p0.000138, p0.000138, p0.000138, p0.01295, respectivamente); por 
otro lado, no presento diferencias significativas con el manganeso 40 mg/L y 
siringaldazina 0.116 M (p0.9985 y p0.7105, respectivamente). El manganeso 40 
mg/L, presentó diferencias significativas con el control, cobre, etanol (ambos a las dos 
concentraciones) y siringaldazina 1.16 M (p0.000145, p0.000139, p0.000138, 
p0.000138, p0.000138 y p0.001913, respectivamente). La siringaldazina 0.116 M, 
presentó diferencias significativas con el control, el cobre a ambas concentraciones y 
etanol 30 y 35 g/L (p0.01512, p0.000138, p0.000138, p0.000139, p0.000139); no 
hubo diferencias significativas con el manganeso a 11 y 40 mg/L y con siringaldazina 
1.16 M (p0.7105, p0.2878 y p0.5083, respectivamente). Finalmente, la 
siringaldazina 1.16 M no presento diferencias significativas con el control (p0.7468) y 
con la siringaldazina 0.116. 6M (p0.5083); mostró diferencias con el cobre 
(p0.000138, para ambas concentraciones), etanol (p0.000408, p0.000599, a 30 y 35 
g/L, respectivamente) y manganeso (p0.01295 y p0.001913, para cada concentración). 
En base a estos resultados se formaron seis grupos de homogeneidad. Por otro lado, 
mediante la prueba de Dunnett se determinó que los tratamientos del cobre, etanol y 
manganeso (todos a ambas concentraciones), presentaron diferencias significativas con 
respecto al control, no así la siringaldazina 1.16 M (Tabla 7.16). 
 
Tabla 7.16. Efecto de la adición de inductores en la actividad de Lacasa en RVAN12 en 

SMM 
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
CONTROL ----- 13398.63548.5(12)b  
COBRE 500 M 43869.9987.1(16)e  0.000008 
 1000 M 63372.66330(14)f  0.000008 
ETANOL 30 g/L 4443.6586.7(20)a 0.006172 
 35 g/L 4869.31120(20)a  0.00984 
MANGANESO 11 mg/L 26607.82635(16)d  0.000029 
 40 mg/L 27153.023604(16)d  0.000010 
SIRINGALDAZINA 0.116 M 217262266(16)c,d 0.004148 
 1.16 M 17145.97602(18)b,c 0.440965 
1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 
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La producción de LiP mostró un comportamiento muy similar a la Lacasa, en la 
cual se vio favorecida por la mayoría de los inductores probados. Tanto el cobre a 500 
como a 1000 µM favorecieron considerablemente la producción, dando como resultado 
una actividad de 5353.3 y 5842.9 U/L, respectivamente. Por el contrario, el control 
solamente produjo una actividad de 466 U/L. Al igual que en el caso de la Lacasa, el día 
de máxima actividad para el total de los inductores mostraron un retraso, que fue del día 
14 al día 20. El sulfato manganoso y la siringaldazina a ambas concentraciones dieron 
una actividad de 1797.7 (siringaldazina 1.16 µM) a 3446.52 U/L (sulfato manganoso 40 
mg/L). El etanol fue el compuesto que menos favoreció la actividad, aunque a diferencia 
de la Lacasa el efecto si fue positivo (Figura 7.42). 

 
Figura 7.42.- Actividad Enzimática de LiP en el sobrenadante de RVAN12 en SMM, 
adicionado con diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, 
Manganeso 11 mg/L; ○, Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, 
Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 
 
 Con respecto a la actividad de LiP, el análisis de varianza multifactorial arrojó 
que los factores influyen de forma significativa sobre cada una de las variables de 
respuesta (p0.000000). En base a esto, se llevó a cabo un análisis de varianza por 
separada para cada uno de los factores sobre la actividad enzimática. En el primero de los 
factores, tipo de inductor, el análisis de varianza mostró que existen diferencias altamente 
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significativas entre los tratamientos (p0.00000). La prueba de rangos múltiples de 
Tukey determinó la existencia de diferencias significativas del control con respecto al 
cobre (p0.000124), manganeso (p0.000124) y siringaldazina (p0.000124). El cobre, 
además de presentar diferencias altamente significativas con respecto al control, fue 
diferente al etanol (p0.000124), manganeso (p0.000124) y siringaldazina 
(p0.000124). El etanol presentó diferencias altamente significativas con el cobre 
(p0.000124), manganeso (p0.000124) y siringaldazina (p0.000124), mas no con 
respecto al control (p0.9994). El manganeso presentó diferencias altamente 
significativas con el control (p0.00.124), cobre (p0.000124), etanol (p0.000124) y 
siringaldazina (p0.0452). Finalmente, la siringaldazina presentó diferencias altamente 
significativas con el control (p0.000124), cobre (p0.000124), etanol (p0.000124) y 
diferencias significativas con el manganeso (p0.0452). Se formaron cuatro grupos de 
homogeneidad, el primero representado por el control y el etanol, el segundo por la 
siringaldazina, el tercero por el manganeso y el último, por el cobre. Finalmente, la 
prueba de Dunnett, determinó que el cobre, el manganeso y la siringaldazina presentaron 
diferencias significativas con el control (p0.000009), mientras que el etanol no fue 
diferente significativamente al control (p0.9972).  
 En cuanto al análisis de varianza para evaluar el efecto de la concentración, 
independientemente del inductor sobre la actividad enzimática de LiP, se determinó que 
existen diferencias significativas (p0.008104). La prueba de rangos múltiples de Tukey 
arrojó que ambas concentraciones fueron diferentes con respecto al control (medio sin 
adición de inductores (p0.0067 y p0.0169, respectivamente), mientras que entre la 
concentración uno y la dos, no se observaron diferencias significativas (p0.8643).  

Cómo se mencionó previamente, el análisis multifactorial mostró un efecto 
altamente significativo de los factores sobre las variables de respuesta (tratamientos), 
(p0.00000). La comparación de rangos múltiples arrojó la existencia de diferencias 
significativas entre los diferentes tratamientos. El control presentó diferencias 
significaticas con el cobre a 500 M (p0.000138) y 1000 M (p0.000138); manganeso 
a 11 mg/L (p0.000138) y 40 mg/L (p0.000138); siringaldazina a 0.116 M 
(p0.000138) y 1.16 M (p0.000302); no presentó diferencias significaticas con el 
etanol a 30 g/L (p0.9999) y 35 g/L (p1.0000). El cobre 500 M presentó diferencias 
altamente significativas con el control, etanol, manganeso y siringaldazina, todos a las 
dos concentraciones ensayadas (p0.000138 para todos), mientras que no presentó 
diferencias significativas con el cobre a 1000 M (p0.8719). El etanol 30 g/L no mostró 
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diferencias significativas con el control (p0.9999) ni con el etanol a 35 g/L (p1.0000); 
por otro lado, se observaron diferencias altamente significativas con respecto al cobre 
(p0.000138, para las dos concentraciones), manganeso (p0.000138, a ambas 
concentraciones) y siringaldazina (p0.000138 y p0.000452, a 0.116 M y 1.16 M, 
respectivamente). El etanol 35 g/L mostró diferencias significativas con el cobre, 
manganeso (p0.000138), a ambas concentraciones; con la siringaldazina 0.116 M 
(p0.000138) y siringaldazina 1.16 M (p0.000781). El manganeso 11 mg/L arrojó 
diferencias significativas en la actividad de LiP tanto para el control, cobre, etanol, todos 
a ambas concentraciones (p0.000138), así como para siringaldazina 1.16 M 
(p0.000526); no se detectaron diferencias significativas con el manganeso 40 mg/L y 
siringaldazina 0.116 M (p1.0000). El manganeso 40 mg/L mostro diferencias 
significativas con el control, cobre, etanol, todos a ambas concentraciones (p0.000138) 
y con siringaldazina 1.16 M (p0.000853); no mostró diferencias significativas con el 
manganeso 11 mg/L y con la siringaldazina 0.116 M (p1.0000). La siringaldazina 
0.116 M, mostró diferencias altamente significativas con el control, el cobre y etanol, 
estos últimos a ambas concentraciones (p0.000138), de igual forma presentó diferencias 
con respecto a siringaldazina 1.16 M (p0.000934). Por último, la siringaldazina 1.16 
M presento difrencias significativas con el control (p0.000302), cobre a ambas 
concentraciones (p0.000138), etanol 30 y 35 g/L (p0.000452 y p0.000452, 
respectivamente), manganeso 11 y 40 mg/L (p0.000526 y p0.000835, 
respectivamente) y con siringaldazina 0.116 M (p0.000934). 

En base a estos resultados se formaron cuatro grupos de homogeneidad. Por otro 
lado, mediante la prueba de Dunnett se determinó que los tratamientos del cobre 500 y 
1000 M, manganeso 11 y 40 mg/L, así como siringaldazina 0.116 y 1.16 M 
presentaron diferencias altamente significativas con respecto al control (Tabla 7.17). 

Finalmente, la actividad de la MnP se vio favorecida en menor proporción y 
solamente por algunos compuestos, tales como el sulfato de cobre a 1000 µM y el sulfato 
manganoso a 11 y 40 mg/L, con 73, 123 y 208 U/L, respectivamente, mientras el control 
solamente alcanzó 64 U/L. Tanto para el medio sin adición de inductor, como para el 
cobre y el manganeso a 11 mg/L, el día de máxima actividad no varió, no así en el caso 
del manganeso a 40 mg/L, quien alcanzó su máximo valor al día 14 (Figura 7.43). 

 
 
 
 



112 
 

Tabla 7.17. Efecto de la adición de inductores en la actividad de LiP en RVAN12 en 
SMM 

INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
CONTROL ----- 466.0456.57(12)a  
COBRE 500 M 5353.3206.09(16)d  0.000008 
 1000 M 5842.9590.64(14)d  0.000008 
ETANOL 30 g/L 364.770.25(20)a 0.9999 
 35 g/L 430.496.7(20)a  1.0000 
MANGANESO 11 mg/L 3133.9276.7(16)c  0.000008 
 40 mg/L 3083.7109.5(14)c  0.000008 
SIRINGALDAZINA 0.116 M 3074.5857(16)c 0.000008 
 1.16 M 1835.8645.8(14)b 0.000051 
1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 
2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 
 

 
Figura 7.43.- Actividad Enzimática de MnP en el sobrenadante de RVAN12 en SMM, 
adicionado con diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, 
Manganeso 11 mg/L; ○, Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, 
Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 
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 En cuanto a la actividad de MnP, el análisis de varianza multifactorial mostró que 
existe un efecto altamente significativo en las variables de respuesta (p0.000002). Por 
otro lado, el análisis de varianza de una sola vía, arrojó un efecto altamente significativo 
del tipo de inductor sobre la actividad enzimática (p0.000005). La prueba de rangos 
múltiples de Tukey, determinó que existen diferencias significativas entre los diferentes 
tratamientos, de los cuales destaca:  

El control no mostró diferencias significativas con ninguno de los inductores 
probados, cobre (p0.1177), etanol (p0.1370), manganeso (p0.06453) y siringaldazina 
(p0.9646). El cobre presento diferencias con el etanol (p0.000176)  y la siringaldazina  
(p0.006538), no así para el control y el manganeso (p0.9999). El manganeso presentó 
difererencias con respecto al etanol (p0.000134) y siringaldazina (p0.001515). 
Finalmente, la siringaldazina presento difererencias con el cobre (p0.006538) y 
siringaldazina (p0.001515). Se generaron dos grupos de homogeneidad, el primero 
conformado por el control, el etanol y la siringaldazina; el segundo por el control, cobre y 
manganeso. La prueba de Dunnett arrojó que solo el manganeso presentó diferencias 
significativas (p0.02825).  
  Al considerar la interacción de los factores (inductor-concentración), se 
obtuvieron resultados interesantes. La comparación de rangos múltiples arrojó diferencias 
significativas del control con el cobre a 1000 M (p0.000140) y el manganeso 40 mg/L 
(p0.000208); resultados similares a lo presentado por el cobre a 500 M, incluso con el 
mismo nivel de significancia. El cobre 1000 M, además de las diferencias significativas 
con el control y cobre 500 M, presentó diferencias con el etanol 30  y 35 g/L, con el 
mismo valor de significancia (p0.000138); con el manganeso 11 mg/L (p0.000411) y 
siringaldazina 0.116 M (p0.000140) y siringaldazina 1.16 M (p0.000138).  
 El etanol 30 g/L, presento diferencias significativas con el cobre 1000 M 
(p0.000138) y manganeso 11 mg/L (p0.000142) y manganeso 40 mg/L (p0.000138); 
con el resto de inductores y sus respectivas concentraciones no hubo diferencia 
significativa (p0.05). El etanol 35 g/L presentó diferencias significativas con el cobre 
1000 M y el manganeso a 11 mg/L (p0.00142) y manganeso 40 mg/L (p0.000138); 
con el resto no hubo diferencia significativa (p0.05). El manganeso 11 mg/L, presento 
diferencias significativas con el cobre 1000 M (p0.000411); con el etanol a 30 y 35 
g/L, presento el mismo nivel de significancia (p0.00142) y con el manganeso a 40 g/L 
(p0.0138), con el resto de los inductores no se observaron diferencias significativas 
(p0.05). Con el manganeso 40 mg/L, se observaron diferencias significativas con el 
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control (p0.000208), el cobre 500 M (p0.000288); etanol 30 y 35 g/L, con el mismo 
nivel de significancia (p0.000138), manganeso 11 mg/L (p0.0138) y siringaldazina 
0.116 M (p0.000225) y 1.16 M (p0.000138). Por otro lado, la siringaldazina 
presentó diferencias significativas con el cobre a 1000 M (p0.000140) y con el 
manganeso 40 mg/L (p0.000225), el resto de los inductores y sus respectivas 
concentraciones no presentaron diferencias significativas. Finalmente, la siringaldazina 
1.16 M, presentó diferencias significativas con el cobre 1000 M (p0.000138), 
manganeso 11 mg/L (p0.0264) y siringaldazina 1.16 M (p0.000138).  

En base a estos resultados se formaron tres grupos de homogeneidad y mediante 
la prueba de Dunnett, se determinó que los tratamientos del cobre 1000 M, etanol a 30 y 
35 g/L y manganeso 40 mg/L, diferencias significativas con respecto al control (Tabla 
7.18). 

 
Tabla 7.18. Efecto de la adición de inductores en la actividad de MnP en RVAN12 
INDUCTOR CONCENTRACION PROMEDIO (U/L)1 DUNNETT (p) 
CONTROL ----- 65.6910.77(16)a,b  
COBRE 500 M 58.17.43(20)a,b  0.9999 
 1000 M 208.753.23(16)c  0.000008 
ETANOL 30 g/L 0.000.00a 0.026046 
 35 g/L 0.000.00a  0.026046 
MANGANESO 11 mg/L 99.0316.99(16)b  0.409073 
 40 mg/L 171.766.14(14)c  0.000028 
SIRINGALDAZINA 0.116 M 66.9439.6(16)a,b 1.00000 
 1.16 M 31.146.49(14)a 0.370756 
1 Promedio de tres ensayos independientes  desviación estándar. ( ) Día máx. actividad 

2 Valores seguidos por letras minúsculas diferentes son significativamente diferentes p0.05 
 

El contenido de proteína fue muy similar a los obtenidos con la cepa anterior, esto 
en cuanto al comportamiento. En el control, por el contrario, fue más constante en su 
contenido. Casi todos los inductores mostraron una tendencia similar, siendo el etanol a 
ambas concentraciones (30 y 35 g/L), los que disminuyeron considerablemente su 
contenido llegado a casi 0.2 mg/mL de proteína al día 14, para posteriormente mostrar un 
incremento gradual en el contenido, terminando en alrededor de 1 mg/mL (Figura 7.44).  
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Figura 7.44.- Contenido de Proteína (mg/mL) de RVAN12 en SMM, adicionado con 
diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, Manganeso 11 mg/L; ○, 
Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 
30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
 
 

Al ser la actividad específica dependiente de la cantidad de proteína, los 
resultados variaron ligeramente en el caso del control, ya que este mostró su máximo 
valor al día 18, mientras que la actividad (unidades arbitrarias), fue al 12, siendo el 
máximo valor de 17 U/mg de proteína. Por otro lado, en el caso del cobre, así como en la 
mayoría de los inductores, el comportamiento fue muy similar al obtenido en la actividad 
en unidades arbitrarias, ya que nuevamente el máximo valor se encontró para el cobre a 
500 µM, siendo este de 59.6 U/mg de proteína, seguido del cobre 1000 µM con 49.2 
U/mg de proteína. El resto de los inductores, manganeso y siringaldazina, estuvieron 
alrededor de 33.7 y 21 U/mg de proteína (11 mg/l y 1.16 µM, respectivamente) (Figura 
7.45). 
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Figura 7.45.- Actividad Específica de Lacasa en el sobrenadante de RVAN12 en SMM, 
adicionado con diferentes compuestos. , Cobre 500 µM; ◊, Cobre 1000 µM; ●, 
Manganeso 11 mg/L; ○, Manganeso 40 mg/L; ▲, Siringaldazina 0.116 µM; Δ, 
Siringaldazina, 1.16 µM; ■, Etanol 30 g/L; □, Etanol 35 g/L; ─-─, Control. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 
 

Los resultados anteriores indicaron que hubo un incremento considerable en las 
actividades de Lacasa, LiP y MnP en diversas proporciones. RVAN12 fue el hongo que 
mejor respondió a la presencia de algunos de los compuestos ensayados. Con respecto al 
medio GMM, si se observaron diferencias considerables en cuanto a la respuesta, ya que 
en este los inductores a la menor concentración fueron los que lograron un mayor 
incremento en la actividad, caso contrario al SMM, en el cual a mayor concentración 
mayor actividad. Así mismo, la actividad específica fue considerablemente mayor en el 
medio de harina de soya, aun a pesar de la gran cantidad de proteína presente en el medio 
de cultivo.  

Diversos ensayos posteriores fueron hechos en uno y otro medio, dado el 
comportamiento observado en los inductores.  
 

7.5.- DETERMINACIÓN DE pH y TEMPERATURA ÓPTIMA 
Se determinó el pH óptimo de los extractos crudos de RVAN2 y RVAN12, así 

como el comportamiento frente a la temperatura. Los resultados fueron interesantes como 
se observará posteriormente. 
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7.5.1.- pH ÓPTIMO 
7.5.1.1.- Lacasa y LiP 
El pH óptimo se determinó tanto en la actividad de Lacasa como de LiP, a partir 

de pH 2. En el caso de Lacasa, las dos cepas mostraron comportamientos muy diferentes.  
Los ensayos llegaron hasta pH 8. Se partió de una actividad enzimática de 3.7 y 2 U/mL 
de Lacasa para RVAN12 y RVAN2, respectivamente.  

Como se observó, la actividad de Lacasa se incrementó considerablemente en 
ambos extractos a pH 2; a este valor de pH, se alcanzó el máximo de actividad, con 3.8 y 
7.5 U/mL, tanto para RVAN2 como para RVAN12, respectivamente. La actividad se vio 
afectada a pH superiores al valor al cual fueron realizados los ensayos enzimáticos 
previamente descritos. Por otro lado, en cuanto a la LiP, a pH inferiores y superiores a 5 
se observa una disminución en los valores, indicando que el mejor valor fue este (Figura 
7.46). 

 

 
Figura 7.46.- Efecto del pH sobre la Actividad Enzimática de los Extractos Crudos de 
RVAN2 y RVAN12 en SMM. Extractos btenidos al día de máxima actividad y ajustados 
a una concentración inicial de 3.7 y 2.0 U/mL. La desviación estándar fue menor al 
5%., Lacasa RVAN2; , Lacasa RVAN12; ●, LiP RVAN2; ○, LiP RVAN12. Los 
símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos 
totalmente independientes. 
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7.5.2.- ESTABILIDAD AL pH 
Para evaluar la estabilidad de los extractos a diversos valores de pH, se hizo el 

ensayo tanto a una hora como a 24. 
 

7.5.2.1.- RVAN2 
Para medir la estabilidad a estos extractos, al igual que en el caso anterior, se 

usaron diferentes buffer, dependiendo del rango a evaluar. Los resultados obtenidos 
muestran un comportamiento a 1 y 24 hasta el pH de 7, a partir de ahí, las actividades 
aumentaron o decrecieron. El máximo valor se alcanzo a pH 9, después de 1 hora de 
incubación, llegando arriba del 100 % de actividad remanente. Caso contrario sucedió a 
las 24 horas, en las cuales el máximo de actividad remanente fue a pH 8, aunque esta 
también estuvo arriba del 100% de actividad. A pH 10 aun se conservaban el 88 y 97.6% 
de la actividad, a 1 y 24 horas, respectivamente (Figura 7.47).  

 
Figura 7.47.- Estabilidad de Lacasa al pH de los extractos de RVAN2. Los extractos 
fueron incubados por espacio de 1 y 24 h. Cultivos realizados en SMM, obtenidos al día 
de máxima actividad. La desviación estándar fue menor al 5%.────, 1h de 
incubación; ---□---, 24 h de incubación. Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
 

En cuanto a la actividad de la LiP, se observo que a pH 3, la actividad remanente 
fue solamente del 15%, incrementándose a partir de este pH hasta lograr el máximo a 7, 
con una actividad de 118 y 111 % tanto a 1 como 24 h de incubación, respectivamente. 
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Por otro lado, a pH 10 los extractos conservaron alrededor del 79% de actividad (Figura 
7.48). 

Con respecto a MnP, no fueron realizados los ensayos debido a la baja actividad 
enzimática que mostraron los extractos en el ensayo enzimático.  
 

 
Figura 7.48.- Estabilidad de LiP al pH de los extractos de RVAN2. Los extractos fueron 
incubados por espacio de 1 y 24 h. Cultivos realizados en SMM, obtenidos al día de 
máxima actividad. La desviación estándar fue menor al 5%.────, 1h de incubación;   
---□---, 24 h de incubación. Los símbolos representan el promedio ± la desviación 
estándar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
 
 

7.5.2.2.- RVAN12 
La actividad de Lacasa mostró ser más estable por espacio de 1 h; a pH 4 

disminuyo la actividad, sin embargo a partir de este valor comenzó a incrementar hasta 
lograr el máximo a 8 con una actividad remanente superior al 100% (128%), quedó con 
un 87.6% a pH 10. Algo muy diferente sucedió después de ser incubado por 24 h, la 
máxima se alcanzó a pH 6 con el 120%; sin embargo a partir de este valor decreció 
considerablemente, siendo más evidente a pH 9, en el cual se conservaba alrededor del 
10% de la actividad (Figura 7.49). 
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Figura 7.49.- Estabilidad de Lacasa al pH de extractos de RVAN12. Los extractos fueron 
incubados por espacio de 1 y 24 h. Cultivos realizados en SMM, obtenidos al día de 
máxima actividad. La desviación estándar fue menor al 5%.────, 1h de incubación; -
--□---, 24 h de incubación. Los símbolos representan el promedio ± la desviación 
estándar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 

 
Algo similar ocurrió en el caso de LiP, en la cual se observa como a pH 3 presenta 

alrededor del 32% de la actividad, sin embargo conforme se va incrementando el pH, la 
actividad también, llegando al máximo (100%) a pH 7, para posteriormente disminuir 
hasta llegar a un 76%. Por otro lado, cuando el extracto crudo fue incubado por 24 h, a 
partir de pH 4 se incremento el valor, hasta alcanzar el 96% de la actividad. 
Posteriormente, disminuyó a partir de pH 8 hasta llegar a un 10% de actividad remanente 
cuando se incubo a pH 10 (Figura 7.50). 
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Figura 7.50.- Estabilidad de LiP al pH de los extractos de RVAN12. Cultivos realizados 
en SMM, obtenidos al día de máxima actividad. La desviación estándar fue menor al 
5%.────, 1h de incubación; ---□---, 24 h de incubación. Los símbolos representan el 
promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 

 
 

7.5.3.- TEMPERATURA ÓPTIMA 
7.5.3.1.- RVAN2 
Todos los ensayos previos fueron llevados a temperatura ambiente, alrededor de 

25 ºC, sin embargo con el fin de saber la respuesta de los extractos crudos a esta 
condición, estos fueron sometidos s diferentes temperaturas, en un rango de 20 a 80 ºC, 
con incrementos de 5 ºC.  

Tanto la Lacasa como la LiP respondieron de forma muy similar, conforme se 
incrementaba la temperatura, la actividad aumentó, hasta alcanzar un óptimo a los 65 
para posteriormente disminuir de forma gradual. Siendo más notorio en la LiP, en la cual 
a partir de 75 ºC se vio un decremento importante (Figura 7.51). 
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Figura 7.51.- Temperatura Óptima de los extractos de RVAN2. La actividad enzimática 
fue determinada al pH en el cual mostraron su óptimo valor. Cultivos realizados en 
SMM, obtenidos al día de máxima actividad. La desviación estándar fue menor al 
5%.────, Lacasa; ---□---, LiP. Los símbolos representan el promedio ± la desviación 
estándar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
 

7.5.3.2.- RVAN12 
En el caso de RVAN12, la actividad enzimática inicial fue ajustada a una 

concentración de 1 y 8.5 U/mL, para LiP y Lacasa, respectivamente. Se observó que la 
actividad de Lacasa decreció a 20 ºC, sin embargo conforme se incrementó la 
temperatura la actividad también, llegó al máximo valor a los 70 ºC con una actividad de 
15.2 U/mL, a partir de esa temperatura, disminuyó. Sin embargo, siguió por arriba de la 
concentración inicial. En cuanto a LiP, esta presentó un comportamiento muy similar, 
conforme se incrementó la temperatura la actividad lo hizo gradualmente y alcanzó la 
máxima entre los 45-50 ºC. A partir de ese momento, comenzó el declive, a pesar de ello 
la actividad fue superior al valor inicial (Figura 7.52). 
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Figura 7.52.- Temperatura Óptima de los extractos de RVAN12. La actividad enzimática 
fue determinada al pH en el cual mostraron su óptimo valor. La desviación estándar fue 
menor al 5%.────, Lacasa; ---□---, LiP. Los símbolos representan el promedio ± la 
desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
 

7.6.- ESTABILIDAD DE LOS EXTRACTOS CRUDOS 
Se llevaron a cabo estudios de estabilidad de los extractos crudos, en los cuales se 

busco concentrarlos mediante el uso de una membrana de 10 kDa. Esto con la finalidad 
de ver su respuesta a condiciones tales como temperatura de 50 ºC y pH 5. Los extractos 
probados fueron aquellos obtenidos con el medio de harina de soya. Se obtuvo la vida 
media de cada uno de ellos. Lo anterior se hizo utilizando la aplicación de Solver de 
Excel. Se aplicaron diversos modelos matemáticos para explicar el comportamiento de 
los datos obtenidos. 

Los extractos crudos probados fueron aquellos obtenidos con y sin inductor, tanto 
concentrados como sin concentrar, para observar si la concentración afectaba el 
comportamiento y mostraba diferencias de uno con respecto al otro, así mismo, observar 
si el inductor en cuestión, sulfato de cobre, brindaba mayor estabilidad al extracto que 
aquel sin la adición de tal compuesto.  

 
7.6.1.- RVAN2 
7.6.1.1.- Extractos crudos sin CuSO4 500 µM  
Los resultados obtenidos fueron muy interesantes, ya que el extracto crudo de 

RVAN2 se concentró hasta obtener una actividad de Lacasa de 19 U/mL, mientras que el 
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extracto crudo sin concentrar mostró una actividad de 5.2 U/mL. A pesar de ello y como 
pudo observarse, fue más estable este último a las condiciones probadas. Se determinó 
que a las 2.5 h, el extracto concentrado había perdido el 50% de su actividad, 
conservando al final del ensayo solamente el 1% de dicha actividad inicial. Por otro lado, 
el extracto sin concentrar demostró una mayor estabilidad al pH y temperatura probada, 
el cual conservó el 50% de su actividad inicial a las 24 horas de comenzada la prueba 
(Figura 7.53). Los tiempos de vida media fueron de 2.75 y 32.2 h, para los extractos 
concentrados y sin concentrar, respectivamente. 

 

 
Figura 7.53.- Estabilidad y tiempo de vida media del extracto de RVAN2. , Extracto 
concentrado; , Extracto sin concentrar; —, Datos ajustados al modelo. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 
 
 

7.6.1.2.- Extractos crudos con CuSO4 500 µM 
Como se observó en los resultados previos, la actividad de Lacasa se vio 

favorecida por la adición de cobre a la concentración mencionada, por tal razón, los 
ensayos de estabilidad se hicieron con los extractos crudos al día de máxima actividad de 
dichos cultivos. Con este tipo de extractos no fueron obtenidos resultados concluyentes.  

En general, se determinó que existe una diferencia considerable en el 
comportamiento de los diferentes extractos. La finalidad del proceso de concentración fue 
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la de incrementar por un lado la actividad enzimática y por otro, disminuir la presencia de 
proteasas que pudieran estar pesentes y como consecuencia de ello, afectar la estabilidad 
de los extractos.  
 

7.6.2.- RVAN12 
7.6.2.1.- Extractos crudos sin CuSO4 1000 M 
Los extractos provenientes de la cepa con mayor actividad (13.4 U/mL), se 

llevaron a una concentración final de 29 U/mL. A pesar de esto, mostraron una pérdida 
de actividad considerable a partir de las 12 h de incubación. 

La disminución de la actividad fue muy similar en ambos extractos, a las 2.5 h y 6 
h, en promedio, habían perdido el 50 % de su actividad, aunque fue más notorio en los 
extractos crudos sin concentrar (Figura 7.54). Por otro lado, los tiempos de vida media 
fueron de 2.5 y 5.9 h, al final del ensayo habían perdido más del 90% de la actividad 
inicial. 

Estos extractos resultaron ser menos estables que el obtenido para el extracto sin 
concentrar de RVAN2, en el cual el tiempo de vida media fue de 32 h aproximadamente, 
mientras que el concentrado mostró un comportamiento similar a los obtenidos del 
cultivo de RVAN12. 
 

 
Figura 7.54.- Estabilidad y tiempo de vida media del extracto de RVAN12. , Extracto 
concentrado; , Extracto sin concentrar; —, Datos ajustados al modelo. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 
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7.6.2.2.- Extractos con CuSO4 1000 µM 
Los extractos crudos concentrados y sin concentrar obtenidos de los cultivos 

adicionados con sulfato de cobre a 1000 µM, mostraron un comportamiento muy similar 
a aquellos carentes de inductor. En ambos, las actividades decrecen rápidamente; al final 
del ensayo pierden más del 95% de su actividad inicial a pesar de que estos mostraron 
una actividad elevada durante los ensayos realizados en el medio de harina de soya 
(descrito previamente). 

Los tiempos de vida media para cada uno de ellos fueron de 4.8 y 2.6 h, para el 
extracto sin concentrar y el concentrado, respectivamente (Figura 7.55). 

 
Figura 7.55.- Estabilidad y tiempo de vida media del extracto de RVAN12 adicionado de 
sulfato cúprico 1000 µM. , Extracto concentrado; , Extracto sin concentrar; —, Datos 
ajustados al modelo. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del 
duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
 

Estos resultados fueron interesantes, puesto que a pesar de mostrar una alta 
actividad enzimática de Lacasa, la misma no toleró las condiciones probadas de 
temperatura y pH, siendo más estables aquellos obtenidos de los cultivos de RVAN2. 

Los resultados anteriores nos llevo a implementar una serie de ensayos, por un 
lado los extractos crudos a diferentes valores de pH y temperatura, así como la 
inoculación de las cepas (RVAN2 y RVAN12), en un medio menos complejo como el 
GMM, con el fin de evaluar la capacidad que presentan para la biotransformación de 
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diversos compuestos. Sin embargo, previo a ello, fue necesario probar tal capacidad en 
medio sólido. 

 
7.7.- COLORANTES 
En total se evaluó en medio sólido tres colorantes, el cristal violeta (CV), el 

naranja de metilo (NM) y el Azul Reactivo de Remazol Brillante (RBBR). Todos ellos 
con características propias, que los ubican en diversas categorías, los cuales guardan en 
común la presencia de anillos aromáticos. Estos ensayos se llevaron a cabo en medio 
sólido, medio líquido para el caso del GMM y con extractos crudos obtenidos a partir de 
SMM. La concentración manejada de cada uno de ellos fue de 200 ppm, adicionada al 
medio de cultivo posterior a la esterilización.  

 
7.7.1.- DEGRADACIÓN EN MEDIO SÓLIDO 
Los resultados obtenidos en medio sólido indicaron que las cepas nativas RVAN2 

y RVAN12 fueron capaces de una total decoloración (Figura 7.56), incluso superior a los 
hongos utilizados como referencia (Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium y 
Bjerkandera adusta). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.56.- Biotransformación de los diversos colorantes utilizados en el ensayo por las 
cepas RVAN2 y RVAN12. 
 

El Naranja de Metilo fue transformado a los cinco días, seguido del RBBR a los 
nueve días y finalmente, el Cristal Violeta con una decoloración cercada al 90 %, a los 16 
(Figura 7.57).  

     NM            RBBR             CV 

 
Sin inóculo 
 
 
 
RVAN2 
200ppm 
 
 
RVAN12 
200ppm 
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Figura 7.57.- Tiempo Máximo de Biotransformación por las dos cepas nativas, RVAN2 y 
RVAN12, en medio sólido. 
 

7.7.2.- DECOLORACIÓN POR EXTRACTOS CRUDOS 
Se realizaron diversos ensayos con los extractos crudos obtenidos a partir de los 

cultivos de RVAN2 y RVAN12 en SMM, al día de máxima actividad. Estos ensayos se 
llevaron a cabo a diferentes valores de pH, en un rango de 3-7; así como a 4 temperaturas 
diferentes: 30, 40, 50 y 60º C, con el fin de observar si existía algún efecto del mismo en 
el colorante.  
 

7.7.2.1.- RVAN2 
El ensayo se llevo a cabo por 2 horas con el fin de determinar la cantidad de 

colorante remanente, debido a la acción del extracto crudo de RVAN2. En ausencia del 
extracto crudo, el pH y la temperatura no afectaron las propiedades físicas del colorante. 
Al ser añadido el extracto al colorante, tanto a pH de 4 y de 5 y una temperatura de 40 °C, 
se observó el mayor efecto, al ser transformado el 80 % del RBBR. Por otro lado, a 50 y 
60 °C y pH 3, 6 y 7, se presentó la menor biotransformación (Figura 7.58). 
 

7.7.2.2.- RVAN12 
El extracto crudo de RVAN12, a los pH’s de 4 y 5, mostraron la mejor 

biotransformación cuando esta fue llevada a cabo a 30 y 40 °C. Por otro lado, a 50 y 60 
°C, se observó una menor biotransformación de RBBR (Figura 7.59). 
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Figura 7.58.- Biotransformación de RBBR a diferentes valores de pH y Temperatura por 
el Extracto Crudo de RVAN2. ■, 30 °C; ■, 40 °C; ■, 50 °C; ■, 60 °C. Los ensayos 
representan el promedio de dos determinaciones. La desviación estándar es menor al 1%. 
 

 
Figura 7.59.- Biotransformación de RBBR a diferentes valores de pH y Temperatura por 
el Extracto Crudo de RVAN12. ■, 30 °C; ■, 40 °C; ■, 50 °C; ■, 60 °C. Los ensayos 
representan el promedio de dos determinaciones. La desviación estándar es menor al 1%. 
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En general, la mejor biotransformación del colorante fue llevada a cabo por 
RVAN12 en un rango de pH de 4-5 tanto a 30 como a 40º C, con una transformación 
cercana al 90%. En el caso de RVAN2, solo a 40º C y pH de 3 y 4 se alcanzó una 
transformación del 80%.  
 

7.7.3.- BIOTRANSFORMACIÓN EN MEDIO LÍQUIDO  
En base a los resultados previamente descritos y con el fin de evaluar si un medio 

pobre como lo es GMM permitía una rápida decoloración, se estudio dicha capacidad en 
las cepas seleccionadas.  

La concentración inicial del colorante fue de 33.36 mg (200 ppm). Se corrió en 
paralelo un control el cual presentaba la misma concentración pero sin inoculo con el fin 
de evaluar si existía un cambio ocasionado por factores abióticos.  

RVAN2 fue capaz de decolorar más rápidamente que la cepa RVAN12, a pesar 
que la segunda dio una mayor actividad enzimática. Así mismo, los medios 
suplementados con cobre fueron ligeramente más rápidos en conseguir la decoloración, 
siendo más evidente en RVAN12. Al día 2, casi el 90% del colorante había sido 
transformado por RVAN2, mientras que la misma proporción fue alcanzada por 
RVAN12 hasta el día 4 y 6, con y sin cobre, respectivamente. El comportamiento anterior 
se obtuvo antes de alcanzar el día de máxima actividad, al menos en el caso de los medios 
suplementados con cobre (Figura 7.60). 

Ambas cepas respondieron de forma diferente a las condiciones probadas, tanto 
de adición de colorante como de este último, más el sulfato de cobre. Sin embargo, a 
pesar de ser RVAN12 mejor productor de Lacasa, RVAN2 transformó de forma más 
eficiente el colorante estudiado (RBBR).  

De forma conjunta, se determinó la actividad de Lacasa y poder definir si la 
presencia de colorante presentaba un efecto sobre dicha actividad. Así mismo, se 
determinó la cantidad de proteína en el medio y el consumo de la fuente de carbono 
(glucosa), en base a la técnica previamente descrita en material y métodos. 
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Figura 7.60.- Biotransformación del colorante RBBR por RVAN2 y RVAN12 en GMM. 
, RVAN2 + RBBR 200 ppm; ◊; RVAN2 + Sulfato de cobre 500 µM + RBBR 200 ppm;  
●, RVAN12 + RBBR 200 ppm; ○, RVAN12 + Sulfato de cobre 500 µM + RBBR 200 
ppm. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres 
ensayos totalmente independientes. 

 
 
7.7.3.1.- Aspectos Cinéticos de RVAN2 
7.7.3.1.1.- Lacasa 
La concentración de colorante que se manejo fue de 200 ppm (especificado en 

material y métodos), lo que da una concentración final en 150 mL de medio de 30 mg. Al 
comparar el control con los medios adicionados de cobre y/o colorante, se pudo observar 
una enorme diferencia en cuanto a la producción de Lacasa; se obtuvo una actividad de 
0.047 U/mL, mientras en el medio adicionado con colorante esta fue de 0.377 U/mL, 
seguido del cultivo más cobre con 2.94 U/mL. Finalmente, se obtuvo la mayor actividad 
en aquel adicionado con RBBR y cobre, con 4.79 U/mL (Figura 7.61). 
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Figura 7.61.- Actividad Enzimática de Lacasa en el sobrenadante de RVAN2 en GMM, 
bajo diferentes condiciones de cultivo. , Control; ▲, Sulfato de cobre 500 µM; ●, 
Colorante, RBBR 200 ppm; ■, Cobre 500 µM + RBBR 200 ppm. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 
 

7.7.3.1.2.- Consumo de la Fuente de Carbono 
Por otro lado, el consumo de azúcares bajo las diferentes condiciones provocó 

respuestas muy diversas, aún para el mismo hongo. El consumo más rápido se presentó 
en el medio adicionado con cobre, siendo el día dos cuando se agotó alrededor del 90% 
de la fuente de carbono. Algo diferente a lo presentado por el control, el cual alcanzó tal 
consumo hasta el día ocho; mientras que en el medio con colorante esto se logró hasta el 
día seis. Finalmente, el medio adicionado de colorante y cobre, presentó el consumo de 
azúcares más lento, hasta el día 10 (Figura 7.62). 

 
7.7.3.1.3.- Proteína 
El contenido de proteína observado en el control y en el medio adicionado con 

cobre, presentó algunas similitudes. Sin embargo, a partir del día 16, el contenido de la 
misma tuvo un decaimiento marcado en el control, mientras que el  medio con cobre, fue 
un poco más constante. Por otro lado, la proteína presente en el medio con colorante fue 
un poco más constante a partir de alcanzar su máximo valor. Finalmente, el medio con 
sulfato y colorante, mostró un incremento gradual, el cual disminuyó a partir del día 14 
hasta 0.025 mg/mL (Figura 7.63). 
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Figura 7.62.- Azúcares Residuales en el sobrenadante de RVAN2 en GMM, bajo 
diferentes condiciones de cultivo. , Control; ▲, Sulfato de cobre 500 µM; ●, Colorante, 
RBBR 200 ppm; ■, Cobre 500 µM + RBBR 200 ppm. Los símbolos representan el 
promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 

 
Figura 7.63.- Contenido de Proteína (mg/mL) en el sobrenadante de RVAN2 en GMM, 
bajo diferentes condiciones de cultivo. , Control; ▲, Sulfato de cobre 500 µM; ●, 
Colorante, RBBR 200 ppm; ■, Cobre 500 µM + RBBR 200 ppm. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 
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7.7.3.1.4.- Actividad Específica 
En cuanto a la actividad específica fue más perceptible la diferencia mostrada en 

cada una de las diferentes condiciones manejadas. El control, medio sin adición de 
colorante y/o cobre, mostró una actividad específica de 8.6 U/mg de proteína, mientras el 
medio con cobre produjo 63 U/mg de proteína. Los medios adicionados con cobre y 
cobre mas colorante, fueron los que reportaron una mayor actividad específica, cada uno 
con 288 y 187.8 U/mg de proteína, respectivamente (Figura 7.64). 

 
Figura 7.64.- Actividad Enzimática Específica en el sobrenadante de RVAN2 en GMM, 
bajo diferentes condiciones de cultvo. , Control; ▲, Sulfato de cobre 500 µM; ●, 
Colorante, RBBR 200 ppm; ■, Cobre 500 µM + RBBR 200 ppm. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 

 
 
7.7.3.2.- Aspectos Cinéticos de RVAN12 
7.7.3.2.1.- Lacasa 
La actividad de Lacasa producida en el medio adicionado con el colorante (200 

ppm), fue mayor que la presentada por el control (medio sin la adición de colorante y/o 
cobre), con una actividad de 0.357 U/mL y 0.091 U/mL, respectivamente. Sin embargo, 
el medio con cobre mostró una actividad de 6.87 U/mL, esto es un incremento 
considerable con respecto al control y al medio adicionado de colorante. Por otro lado, el 
medio que presentó tanto cobre como RBBR en su composición, mostró una actividad 
menor a la dada por el sulfato de cobre, de 4.8 U/mL (Figura 7.65). Aun así, la actividad 
fue superior a la presentada por el control y el medio con colorante. 
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Figura 7.65.- Actividad Enzimática de Lacasa en el sobrenadante de RVAN12 en GMM, 
bajo diferentes condiciones de cultivo. , Control; ▲, Sulfato de cobre 500 µM; ●, 
Colorante, RBBR 200 ppm; ■, Cobre 500 µM + RBBR 200 ppm. Los símbolos 
representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres ensayos totalmente 
independientes. 

 
 
7.7.3.2.2.- Consumo de la Fuente de Carbono 
El consumo de azúcares, al igual que la actividad enzimática fue muy variable 

para las diversas condiciones de medio de cultivo manejadas. Se observo que el hongo 
desarrollado en el medio adicionado de sulfato de cobre, consumió de forma muy rápida 
la fuente de carbono, asimiló más del 90% al día 2 de crecimiento, mientras que el 
control consumió la misma cantidad al sexto día del ensayo. Por otro lado, en los medios 
con colorante y colorante mas cobre, el consumo de la fuente de carbono fue más lento, 
se consumió el 95% al día 14 del ensayo y el 80 hasta el día 20, respectivamente (Figura 
7.66). 

7.7.3.2.3.- Proteína 
Los resultados obtenidos indicaron que en el control se incrementó 

paulatinamente la cantidad de proteína presente (0.0204 mg/mL), mientras que el medio 
adicionado con cobre se presentó una disminución inicial y posteriormente, se incremento 
la producción de la misma. Este comportamiento fue más notorio a partir del día 14 y 
llegó al 16 al máximo de proteína (0.031 mg/mL). En cuanto al medio con colorante, este 
presentó un incremento considerable de 0.08 mg/mL a 0.028 mg/mL. Posteriormente, 
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disminuyó y, finalmente, se mantuvo constante. Por último, el medio con sulfato de cobre 
y colorante, se mantuvo relativamente constante. Después de alcanzar el máximo 
contenido de proteína con 0.0228, disminuyó a 0.021 mg/mL (Figura 7.67). 

 
Figura 7.66.- Azúcares Residuales en el sobrenadante de RVAN12 en GMM. , Control; 
▲, Sulfato de cobre 500 µM; ●, Colorante, RBBR 200 ppm; ■, Cobre 500 µM + RBBR 
200 ppm. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado 
de tres ensayos totalmente independientes. 

 
Figura 7.67.- Contenido de Proteína (mg/mL) de RVAN12 en GMM. , Control; ▲, 
Sulfato de cobre 500 µM; ●, Colorante, RBBR 200 ppm; ■, Cobre 500 µM + RBBR 200 
ppm. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar del duplicado de tres 
ensayos totalmente independientes. 
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7.7.3.2.4.- Actividad Específica 
En a la actividad específica, se observó que a pesar de las diferencias observadas 

tanto en la actividad enzimática (unidades arbitrarias), como en la cantidad de proteína 
presente en el sobrenadante, tanto el medio suplementado con cobre y el de cobre más 
colorante, fueron muy similares, con 227.7 y 224 U/mg de proteína, respectivamente. 
Aunque el día en el cual se alcanzó dicho valor fue diferente (Figura 7.68). 

 
Figura 7.68.- Actividad Específica de Lacasa en el sobrenadante de RVAN12 en GMM. 
, Control; ▲, Sulfato de cobre 500 µM; ●, Colorante, RBBR 200 ppm; ■, Cobre 500 
µM + RBBR 200 ppm. Los símbolos representan el promedio ± la desviación estándar 
del duplicado de tres ensayos totalmente independientes. 
  
 

7.8.- ZIMOGRAMAS 
Se realizaron geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes, a una 

concentración del 10%. Lo anterior con la finalidad de observar el perfil enzimático en 
cada uno de los ensayos y si en un momento dado las condiciones del medio de cultivo 
influyeron en el patrón de bandas. 

 
7.8.1.- EXTRACTOS DE GMM 
Una técnica muy común para la comparación del patrón de isoenzimas, es el uso 

de zimogramas. Se utilizó el ABTS como substrato para teñir los zimogramas de la 
Lacasa de cada una de las cepas. Los geles fueron realizados a todas las cepas, sin 
embargo, no en todos fue posible la visualización de las bandas. Esto debido a la baja 
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actividad presente y al posible efecto de la congelación en el extracto Esto ocurrió tanto 
en la cepa RVAN2 como en la RVAN12. 

 
7.8.1.1.- Fuente de Carbono 
Las muestras fueron ajustadas a 15 µL de extracto crudo y 5 µL de buffer de 

muestra, debido a la baja cantidad de proteína presente, como se pudo observar en los 
resultados previos. Sin embargo, solamente fue posible visualizar algunas bandas en los 
extractos provenientes de RVAN2 cuya fuente de carbono fue el acetato, esto a pesar de 
ser el segundo con mejor actividad enzimática. Lo mismo sucedió con el control, en el 
cual no se visualizaron las bandas. Por otro lado, se observaron bandas en todos los 
carriles, aunque fue más evidente lo anterior al final, en el correspondiente al día 12, 
cuando se alcanzó la máxima actividad (Figura 7.69).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.69.- Perfil enzimático de los extractos crudos de RVAN2, en medio con acetato 
de sodio como fuente de carbono. Los carriles del 1 al 6 representan las muestras tomadas 
los días 2, 4, 6, 8, 10 y 12 del ensayo. La muestra fue ajustada a un volumen total de 20 
µL (15 de extracto y 5 de buffer de muestra).  

 
7.8.1.2.- Inductores 
Los zimogramas realizados a los extractos crudos provenientes de los cultivos 

adicionados con sulfato de cobre, permitieron la visualización de diversas bandas con 
respecto al tiempo. Estos zimogramas se realizaron con los extractos crudos tomados 
durante todo el transcurso de la cinética enzimática. 
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7.8.1.2.1.- Sulfato de Cobre 
RVAN2 
La adición de sulfato de cobre, como pudo observarse en los resultados 

previamente mostrados, lograron incrementar la actividad enzimática. El perfil 
enzimático de RVAN2 mostrado en el zimograma, indicó la presencia de al menos dos 
bandas nítidas, esto a partir del día 12, aunque pudo detectarse actividad desde el día dos.  
Por otro lado, en el día ocho, pueden observar tres bandas. Siendo más característico a 
partir del día 16 hasta el 20 (Figura 7.70). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.70.- Perfil Enzimático de RVAN2 adicionado de CuSO4 500 µM en GMM. 
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se colocaron 20 µL de muestra (15 de extracto y 5 de 
buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a 
intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.  

 
 

En cuanto a una concentración de 1000 µM, la intensidad en cuanto a las bandas 
mostradas fue menor, lo cual corresponde a lo obtenido en las cinéticas enzimáticas. Se 
observaron tres bandas, dos muy tenues a partir del día 10 y hasta el 18. Se observó como 
conforme transcurre el tiempo, algunas bandas aparecen mientras que otras van 
disminuyendo en intensidad. Las dos bandas superiores se encuentran muy cerca, 
mientras que la inferior se encontró muy separada. Al día 20, el total de bandas es tan 
claro que no es posible detectarla al fotografiar el gel (Figura 7.71). 
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Figura 7.71.- Perfil Enzimático de RVAN2 adicionado de CuSO4 1000 µM en GMM. 
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se colocaron 20 µL de muestra (15 de extracto y 5 de 
buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a 
intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C hasta su uso.  
 

RVAN12 
El perfil enzimático de esta cepa fue muy diferente al observado en RVAN2, pues 

solamente a partir del 10 (línea 5), es que fueron evidentes las bandas. Se observó una por 
carril, sin embargo fueron más intensas a partir del día 16 (carril 8), que correspondió al 
día en el cual alcanzó la máxima actividad enzimática, aunque al día 18, esta fue 
ligeramente inferior, por lo cual la banda generada en el carril 9 es muy similar. No se 
observo la presencia de otras bandas (Figura 7.72). 

En cuanto a CuSO4 1000 µM, no se detectaron bandas en el zimograma, esto a 
pesar de haber obtenido actividad enzimática durante los ensayos.  

 
7.8.1.2.2.- Sulfato Manganoso 
Tanto en RVAN2 como RVAN12, no se observo banda alguna en los geles 

nativos realizados a los extractos crudos obtenidos de los cultivos adicionados con sulfato 
manganoso a 11 mg/L. Por otro lado, a 40 mg/L, se detecto una banda muy tenue al final 
del ensayo, día 20 (carril 10), en el caso de RVAN2 (Figura 7.73); no así para RVAN12, 
puesto que las actividades enzimáticas fueron bajas y la cantidad de proteína más, lo cual 
impidió hacer los ajustes pertinentes en cuanto a la misma, por lo cual se colocaron 20 µL 
de muestra.  
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Figura 7.72.- Perfil Enzimático de RVAN12 adicionado de CuSO4 500 µM en GMM. 
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se colocaron 20 µL de muestra (15 de extracto y 5 de 
buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a 
intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C hasta su uso.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.73.- Perfil Enzimático de RVAN2 adicionado de MnSO4 40 mg/L en GMM. 
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se colocaron 20 µL de muestra (15 de extracto y 5 de 
buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a 
intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.  
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7.8.1.2.3.-  Etanol 
Tanto para RVAN2 como para RVAN12, el etanol a ambas concentraciones (30 y 

35 g/L), no mostraron bandas perceptibles en los zimogramas, correspondiendo a la baja 
actividad observada durante los ensayos enzimáticos. 

 
7.8.1.2.4.- Siringaldazina 
RVAN2  
A 0.116 µM, el perfil enzimático no mostró banda alguna en los geles realizados, 

al igual que en el caso anterior, debido posiblemente a la baja actividad obtenida durante 
los 20 días en los cuales se llevó a cabo la determinación. Por otro lado, a 1.16 µM, se 
detectó una banda a partir del día 12 (carril 6). Puesto que la cantidad de proteína no fue 
ajustado dado que era muy poca la presentada en los sobrenadantes, el ajuste, al igual que 
en los casos anteriores fue hecho en base a volumen. En este caso, a diferencia del sulfato 
de cobre, no se detectaron las bandas superiores observadas en tal inductor (Figura 7.74). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.74.- Perfil Enzimático de RVAN2 adicionado de Siringaldazina 1.16 µM en 
GMM. PAGE al 10% de poliacrilamida. Se colocaron 20 µL de muestra (15 de extracto y 
5 de buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 
20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C hasta su uso.  
 
 

7.8.2.- EXTRACTOS DE SMM 
En el medio de harina de soya (SMM), mostró favorecer en mayor proporción la 

actividad enzimática, comparado con el medio GMM. Se obtuvieron actividades 
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enzimáticas superiores a las 2 U/mL (RVAN2), llegando en algunos casos hasta las 63 
U/mL, dependiendo del tipo de inductor utilizado. 
 

7.8.2.1.- Control 
7.8.2.1.1.- RVAN2 
El perfil enzimático en el control (SMM), a diferencia del medio GMM, muestra 

dos bandas, las cuales son perceptibles a partir del día cuatro (carril 2), aunque la banda 
superior, más tenue, tiende a desaparecer a partir del día 16. Por otro lado, a partir de este 
día, se notan dos bandas muy cercanas entre sí, incrementándose una (banda superior) 
(Figura 7.75). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.75.- Perfil Enzimático de RVAN2 en SMM sin adición de Inductor. PAGE al 
10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan 
las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
 

7.8.2.1.2.- RVAN12 
El control, medio sin adición de inductor, de RVAN12, mostró el patrón de 

bandas muy diferente al dado tanto por RVAN2, como por aquel obtenido en el medio 
GMM, en el cual no se detectaron bandas, debido a un posible efecto de la temperatura a 
la cual se encontraba almacenado el extracto.  

A partir del día seis (carril 3), se observa una banda muy tenue, incrementando su 
intensidad conforme avanza el tiempo, lo que correspondió a lo obtenido en la cinética 
enzimática. Se logran observar tres bandas, dos superiores, más intensas y una inferior 
tenue. Conforme el tiempo avanzó, las bandas superiores se tiñen más, lo que impide 
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visualizar a detalle la separación de las mismas. De igual forma, la banda inferior 
incrementó su intensidad, hasta unirse con el resto, lo que produjo una sola banda al día 
18 (carril 9), cuando alcanza la máxima actividad (Figura 7.76). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.76.- Perfil Enzimático de RVAN12 en SMM sin adición de Inductor. PAGE al 
10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan 
las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
 

7.8.2.2.- Inductores 
7.8.2.2.1.- Sulfato de Cobre 
RVAN2 
La actividad enzimática alcanzada por este microorganismo bajo el efecto de la 

adición del sulfato de cobre 500 µM fue ligeramente menor a la reportada por el control. 
A partir del día dos es posible visualizar solamente una banda, detectadas tres a partir del 
día ocho (carril 4), aunque más tenues que aquellas presentadas en el control. Aunque 
esta tiende a disminuir conforme transcurre la cinética, similar a lo obtenido en el ensayo 
(Figura 7.77).  
 

El perfil enzimático obtenido del zimograma, indicó la presencia de dos bandas 
(isoenzimas), se hizo evidente la banda inferior a partir del día cuatro (carril 2), mientras 
la banda superior, lo fue a partir del día ocho e incrementó la intensidad al día 10 (carril 
5), lo que correspondió a lo obtenido en las cinéticas enzimáticas (Figura 7.78). 
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Figura 7.77.- Perfil Enzimático de RVAN2 en SMM con CuSO4 500 µM. PAGE al 10% 
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan las 
alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.78.- Perfil Enzimático de RVAN2 en SMM con CuSO4 1000 µM. PAGE al 10% 
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan las 
alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
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RVAN12 
Debido a la alta actividad presentada por esta cepa bajo la influencia del CuSO4, 

la banda obtenida en cada uno de los carriles, correspondiente a cada día de actividad 
determinado (cada 48 h), fue muy intensa. Esta se detectó a partir del día ocho y fue más 
evidente al día 16 (carril 8), lo cual correspondió al día de máxima actividad. Por otro 
lado y a diferencia del control, solamente fue posible visualizar una banda debido a la 
intensidad, lo anterior dificultó deducir su existen otras o por el contrario, solamente es 
una la que se produjo (Figura 7.79). 

Caso contrario al resultado anterior, el perfil enzimático obtenido de los extractos 
adicionados con CuSO4 1000 µM, se lograron observar tres bandas a partir del día 6 
(carril 3), en el cual las tres bandas se encuentran muy tenues, dos poco separas y una 
tercera un poco más. Conforme transcurre el ensayo, las bandas se intensificaron, lo cual 
complicó la diferenciación de las mismas. Por otro lado, la máxima intensidad se obtuvo 
cuando se alcanzó la actividad más alta (día 14, carril 7) (Figura 7.80). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.79.- Perfil Enzimático de RVAN12 en SMM con CuSO4 500 µM. PAGE al 10% 
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan las 
alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
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Figura 7.80.- Perfil Enzimático de RVAN12 en SMM con CuSO4 1000 µM. PAGE al 
10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan 
las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
 

7.8.2.2.2.- Sulfato Manganoso 
RVAN2 
El perfil enzimático obtenido de los extractos crudos de RVAN2 adicionados con 

sulfato manganoso a una concentración final de 11 mg/L, dieron como resultado la 
presencia de tres bandas, aunque no tan intensas como en el sulfato de cobre. La banda 
más intensa fue detectada a partir del día cuatro (carril 2), la cual se incrementó hasta 
disminuir a partir del día 18 (carril 9). A partir de este dia se detectó la presencia de dos 
bandas unidas, las que podrían no haberse detectado anteriormente debido a la actividad 
presentada en los días previos. Por otro lado, la banda que apareció al día ocho, es mucho 
más tenue que la generada en el medio suplementado con sulfato de cobre (Figura 7.81). 

En cuanto a los extractos con sulfato de manganeso a 40 mg/L, el comportamiento 
fue diferente al mostrado en el perfil enzimático determinado. En este caso se observan 
tres bandas. Pero dos de ellas en la parte superior, es decir, aquellas que tuvieron un 
corrimiento electroforético menor que la banda más intensa. Por otro lado, estas dos 
bandas se detectaron a partir del día 10 (carril 5), mientras que la banda cuyo corrimiento 
fue mayor, apareció igual que en el caso anterior, a partir del día cuatro (carril 2) (Figura 
7.82). 
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Figura 7.81.- Perfil Enzimático de RVAN2 en SMM con MnSO4 11 mg/L. PAGE al 10% 
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan las 
alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.82.- Perfil Enzimático de RVAN2 en SMM con MnSO4 40 mg/L. PAGE al 10% 
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan las 
alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
 

RVAN12 
Con respecto a RVAN12, el perfil enzimático, mostró tres bandas, dos de ellas 

poco separas y una tercera un poco más. Todas ellas se detectaron a partir del día ocho 
(carril 4), a pesar de ser detectada la actividad enzimática de Lacasa a partir del día seis, 
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sin embargo, al ser esta muy baja, 30 U/L, no fue detectada en el zimograma. Las 
isoenzimas incrementaron su intensidad con respecto al tiempo, fue más evidente a partir 
del día 12 y hasta el 18 (carril 6 al 9). Finalmente, al día 20 (carril 10), se detectaron dos 
de las tres isoenzimas (Figura 7.83). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.83.- Perfil Enzimático de RVAN12 en SMM con MnSO4 11 mg/L. PAGE al 
10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan 
las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
 
 

A 40 mg/L de sulfato manganoso, el comportamiento fue muy similar al 
presentado a la menor concentración añadida el medio de cultivo. Se distinguieron tres 
isoenzimas, dos de ellas con un perfil electroforético muy similar y la tercera, separada 
un poco más del las otras. Por otro lado, la intensidad de las bandas se incrementó, lo cual 
es consistente con lo obtenido en la cinética enzimática y se distinguió una banda al día 
18 (carril 9); sin embargo y debido a la actividad alcanzada los días 16 al 18, quizá se 
enmascaró el resto (Figura 7.84). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 



150 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.84.- Perfil Enzimático de RVAN12 en SMM con MnSO4 40 mg/L. PAGE al 
10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan 
las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  

 
 

7.8.2.2.3.- Siringaldazina 
RVAN2 
Las muestras tomadas durante el transcurso del ensayo enzimático, cada 48 h, 

mostraron una banda a partir del día cuatro (carril 2) y se incrementó la intensidad. A 
partir del día 10, se observaron dos isoenzimas; diferente a lo que se observó con los 
inductores pasados, en los cuales era posible detectar tres. A partir del día 18, por el 
contrario, la isoenzima con menor intensidad desapareció, mientras la otra disminuyó 
ligeramente en su intensidad (Figura 7.85). 

La actividad fue detectada a partir del día cuatro (carril 2), sin embargo esta es tan 
baja que no pudo ser observada del todo (Figura 7.84). Por otro lado, la isoenzima 
superior detectada en la mayoría de las condiciones ensayadas, no fue observada. A partir 
del día 18 (carril 9), se detectó la presencia de una segunda isoenzima, ligeramente más 
tenue a aquella presentada desde el día cuatro, más evidente al día 20 (carril 10), último 
día de la cinética (Figura 7.86). 
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Figura 7.85.- Perfil Enzimático de RVAN2 en SMM con Siringaldazina 0.116 µM. 
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, 
representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se 
almacenaron a 4° C hasta su uso.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.86.- Perfil Enzimático de RVAN2 en SMM con Siringaldazina 1.16 µM. PAGE 
al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan 
las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
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RVAN12 
El perfil enzimático de RVAN12 mostró tres isoenzimas, las cuales fueron más 

evidentes al día ocho (carril 4). Se observa una banda muy teñida, seguida de una que 
está muy junta a ella y una menos intensa, la que tuvo una migración electroforética 
mayor. Conforme pasó el tiempo, la superior desapareció; sin embargo, las otras 
incrementaron su intensidad. Por otro lado, los días 14 y 16 son los que mostraron la 
mayor actividad lo que correspondió a lo observado en el zimograma realizado (Figura 
7.87). 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figura 7.87.- Perfil Enzimático de RVAN12 en SMM con Siringaldazina 0.116 µM. 
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, 
representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se 
almacenaron a 4° C hasta su uso.  
 
 

Por otro lado, el perfil enzimático presentado por los extractos crudos 
provenientes del medio de cultivo adicionado con siringaldazina, a una concentración de 
1.16 µM, fue similar a lo encontrado a una menor concentración. Aunque las bandas 
fueron detectadas a partir del día ocho (carril 4), más intensas al día 18 (Figura 7.88).  
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Figura 7.88.- Perfil Enzimático de RVAN12 en SMM con Siringaldazina 1.116 µM. 
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, 
representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se 
almacenaron a 4° C hasta su uso. 
 
 

7.8.2.2.4.- Etanol 
RVAN2 
El zimograma mostró un perfil enzimático diferente al observado con los 

inductores anteriores. A partir del día seis (carril 3) se detectó una de las isoenzimas. La 
actividad de las bandas se incremento considerablemente a partir del día ocho (carril 4) y 
alcanzó la máxima al día 16 (carril 8). Por otro lado, a partir de este mismo día se 
detectaron dos isoenzimas, la superior muy tenue, la cual desapareció casi en su totalidad 
al final del ensayo (carril 10) (Figura 7.89). 

En cuanto a la concentración a 35 g/L, el perfil enzimático obtenido en el 
zimograma, indico la presencia de una banda a partir del día 4 de la cinética enzimática 
(carril 2) e incrementó la intensidad de la misma conforme el tiempo transcurría. Se 
alcanzó a observar de forma muy tenue, una banda al final del ensayo. Esto fue muy 
diferente a los perfiles enzimáticos anteriores, en los cuales eran visibles de dos a tres 
isoenzimas, en base al inductor y concentración empleado. Por otro lado, se observó una 
gran diferencia al final (carriles 9 y 10), similar a lo reportado en los ensayos enzimáticos 
(Figura 7.90). 
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Figura 7.89.- Perfil Enzimático de RVAN2 en SMM con Etanol 30 g/L. PAGE al 10% de 
poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan las 
alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.90.- Perfil Enzimático de RVAN2 en SMM con Etanol 35 g/L. PAGE al 10% de 
poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan las 
alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso.  
 

RVAN12 
El etanol, a diferencia de los otros compuestos añadidos al medio de cultivo, 

presentó un efecto negativo en la actividad enzimática, como se observó en la cinética 
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enzimática. La actividad fue detectada a partir del día 14 (carriles 7), lo que correspondió 
a la máxima actividad. Por otro lado, solamente se pudo observar una isoenzima (Figura 
7.91). 

Por otro lado, a 35 g/L de etanol, el perfil enzimático fue muy similar al 
presentado a 30 g/L, para la misma cepa, sin embargo esto fue ligeramente diferente a lo 
obtenido en la cinética enzimática, en la cual se detectó actividad hasta el día 16, lo que 
corresponde al carril ocho; mientras que el zimograma indicó la presencia de una banda a 
partir del día 14 (carril 7). Así mismo, no fue detectada otra isoenzima (Figura 7.92). 

 
Todos y cada uno de los compuestos probados para la inducción y/o incremento 

de la actividad enzimática mostraron diversos comportamientos, en los cuales se 
determinó que algunos de ellos incrementan la misma. Por otro lado, más que inducir la 
presencia de isoenzimas, son inhibidas, tal fue el caso del etanol. En algunos era posible 
observar la presencia de dos o más isoenzimas tanto en RVAN2 como en RVAN12, 
mientras que algunos compuestos solamente era detectada una de ellas.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.91.- Perfil Enzimático de RVAN12 en SMM con Etanol 30 g/L. PAGE al 10% 
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan las 
alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h. Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso. 
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Figura 7.92.- Perfil Enzimático de RVAN12 en SMM con Etanol 35 g/L. PAGE al 10% 
de poliacrilamida. Se hizo ajuste de proteína a 2.5µg/mL. Carril 1-10, representan las 
alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C 
hasta su uso. 
 
 

7.8.3.- RBBR 
Como se observó en los resultados previamente mostrados de decoloración, el 

RBBR presentó un efecto positivo en cuanto al incremento en la actividad enzimática con 
respecto al medio control. Por tal razón, se procedió a realizar los zimogramas para 
evaluar el perfil enzimático y si existía alguna diferencia con respecto a los diferentes 
tratamientos estudiados y entre cada una de las cepas. 

 
7.8.3.1- RVAN2 
El perfil enzimático de los extractos crudos tomados a lo largo de la cinética 

enzimática mostró una sola banda a partir del día dos y hasta el día 10 (carril 1 al 5).  
Mientras que a partir del día 12, la actividad enzimática fue muy baja, lo cual se reflejo 
en el zimograma, ya que no se detectó ninguna banda a partir de ese día (Figura 7.93). 

En cuanto al medio adicionado con sulfato de cobre, se presentó un incremento 
considerable en la actividad enzimática, tanto con respecto al control como aquel 
adicionado solamente con el colorante (resultados previamente mostrados). El perfil 
enzimático mostró tres isoenzimas, similares a las encontradas en el medio de cultivo 
adicionado solamente con sulfato de cobre. Entre los días dos a ocho (carriles 1 a 4), 
solamente se visualizó una isoenzima; a partir del día 10 se detectaron las otras dos, las 
cuales se encuentran poco separadas una de la otra. Así mismo, entre el día 10 al 14, es 
cuando se detecta la mayor actividad, bandas más intensas obtenidas (Figura 7.94). 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 



157 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.93.- Perfil Enzimático de RVAN2 en GMM + RBBR 200 ppm. PAGE al 10% 
de poliacrilamida. Se hizo ajuste a 20 µL (15 µL de extracto + 5 µL de buffer de 
muestra). Carril 1-10, representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a 
intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4° C hasta su uso. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.94.- Perfil Enzimático de RVAN2 en GMM + CuSO4 + RBBR 200 ppm. PAGE 
al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste a 20 µL (15 µL de extracto + 5 µL de buffer de 
muestra). Carril 1-10, representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a 
intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C hasta su uso. 
 

7.8.3.2.- RVAN12 
Al igual que en el caso de RVAN2, el perfil enzimático mostró la presencia de 

bandas a partir del día seis (carril 3), muy similares durante el resto de la fermentación. 
Se observan dos bandas aunque al estar muy cercanas tienden a confundirse (Figura 
7.95). Este perfil corresponde a lo encontrado en las determinaciones enzimáticas, 
previamente mostrado (Figura 7.64). 
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Por otro lado, cuando el medio de cultivo fue adicionado con sulfato de cobre y 
colorante, el perfil enzimático fue diferente al obtenido en el medio de cultivo más 
colorante. En el zimograma se observaron bandas a partir del día dos (carril 1) tenues. Se 
incremento la intensidad conforme avanzaba el tiempo, siendo a partir del día 10 y hasta 
el 16 (bandas 5 al 8), cuando se observó la mayor intensidad de las mismas (Figura 7.96).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.95.- Perfil Enzimático de RVAN12 en GMM + RBBR 200 ppm. PAGE al 10% 
de poliacrilamida. Se hizo ajuste a 20 µL (15 µL de extracto + 5 µL de buffer de 
muestra). Carril 1-10, representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a 
intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C hasta su uso. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.96.- Perfil Enzimático de RVAN12 en GMM + CuSO4 + RBBR 200 ppm. 
PAGE al 10% de poliacrilamida. Se hizo ajuste a 20 µL (15 µL de extracto + 5 µL de 
buffer de muestra). Carril 1-10, representan las alícuotas de cada uno de los días 2 al 20, a 
intervalos de 48 h.  Se almacenaron a 4°C hasta su uso. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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7.9.- IDENTIFICACIÓN MOLECULAR DE RVAN2 Y RVAN12 
La identificación de los microorganismos requiere técnicas más específicas pues 

no solo las características morfológicas permiten tal acción. Debido a lo anterior, se 
utilizaron cebadores específicos para amplificar las regiones ITS1 e ITS4, ya que al 
presentar polimorfismo, defieren en tamaño en base a las cepas analizadas. El PCR fue 
realizado a partir de ADN cromosomal, extraído de micelio vegetativo.   

Los resultados obtenidos indicaron que el ADN genómico fue extraído de forma 
satisfactoria, tanto para la cepa RVAN2 como para la RVAN12 (Figura 7.97). Lo anterior 
permitió llevar a cabo la amplificación de las regiones de interés (ITS1 e ITS4) (Figura 
7.98), a partir de las regiones altamente conservadas presentes en los genes ribosomales, 
al utilizar cebadores o primers [(5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) y (5’ 
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’)]. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.97.- ADN genómico de las cepas RVAN2 y RVAN12. El DNA se visualizo en 
un gel de agarosa al 1.5%, con buffer TBE 0.5X (0.1 M Tris, 0.09M acido bórico, 1mM 
EDTA) a 80 volts  por 1.2 h. 
 

Obtenido el ADN genómico, se procedió a realizar la secuenciación de la región 
ITS1, ITS2 del gen ribosomal 5.8S, tanto de la cepa RVAN2 y RVAN12.  

 
 
 
 

1           2         3        4 

Carril 1 y 2 DNA genómico hongo M2 
Carril 3 y 4 DNA genómico hongo M12. 
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Figura 7.98.- Gel de agarosa al 1.5% de la región ITS. Visualización de los segmentos 
amplificados, con buffer TBE 0.5X (0.1 M Tris, 0.09M acido bórico, 1mM EDTA) a 80 
volts  por 1.2 h con marcador de 100 pb).  
 
 

Obtenido el ADN plasmídico, este fue amplificado en base al protocolo 
previamente descrito en material y métodos. En base a los protocolos, se realizó 
exitosamente la secuenciación en las clonas transformadas (Figura 7.99). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.99.- Gel de agarosa 0.8% de las diferentes clonas transformadas. Carriles 2, 3, 4, 
5 y 6, clonas transformadas. Carriles 7, 8, 9, 10 y 11, clonas no transformadas.  
 

7.9.1 RVAN2 
Confirmada la transformación de las clonas en base a la amplificación de los 

segmentos de interés, se llevo a cabo la secuenciación. Dió como resultado la secuencia 
parcial de ITS1, secuencia completa del gen ribosomal 5.8S, secuencia completa del ITS2 

Gel amplificación de regiones ITS 

                                   
    M        M2       M12    Control               

500 pb 

 1    2   3   4   5   6   7   8   9   10 11 
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y la secuencia parcial del gen ribosomal 2.8S. En total fueron secuenciadas 617 pares de 
bases para la cepa RVAN2 (Figura 7.100).  
 

GCCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTTATAAAAGTTGTCCTA 
ATGGACGGTTAGAAGCTCGCCAAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAA 
TTATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGA 
GGAGCCGACCGTTACGGCCAGCAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGATCA 
CAAGGATTTATGAGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCT 
CGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGA 
ATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATG 
CGAGAGCCAACAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGATGCGTTAGACG 
CGTTTACATTCTGATACTTTAAGAGTTTGTAGTGTACATAGGCCGGCAGA 
ATGCTCCCAACCCCCAGGCTAGAAACCCACGCCACGTACACTACAATAAG 
TGCACAGGATGTAAGAGTAGGAATGAGCAGGACGTGGCACAATGCGTACT 
CCGGCAGCAGCCAACCGCTTACACACCCCCTCTAGGAAACATTTCTCATT 
TTTTGTTCCTTCCCCCC 

 
Figura 7.100.- Secuencia de las regiones ITS1-5.8s-ITS2 de la cepa RVAN2, dando como 
resultado 617 bases.   
 

La secuencia anterior fue comparada en la base de datos de NCBI, en el 
GeneBank, dando una identidad del 96% con Trametes hirsuta y con un basidiomiceto no 
identificado (Figura 7.101). Las zonas rojas indican la diferencia presentada con respecto 
a las secuencias reportadas. Se observan inserciones de una a tres bases.  
 
 
CGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTTATAAAAGTTGTCCTAAT  RVAN2 
CGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTTAT-AAAGTTGTCCTAAT  Trametes hirsuta 
CGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTTATAAAA-TTGTCCTAAT  No identificado 
CGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTTATAAAAGTTGTCCTAAT  RVAN2 
 
GGACGGTTAGAAGCTCGCCAAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAATT  RVAN2 
GGACGGTTAGAAGCTTGCCAAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAATT  Trametes hirsuta 
GGACGGTTAGAAGCTTGCCAAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAATT  No identificado 
GGACGGTTAGAAGCTCGCCAAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAATT  RVAN2 
 
ATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAGG  RVAN2 
ATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAGG  Trametes hirsuta 
ATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAGG  No identificado 
ATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAGG  RVAN2 
 
AGCCGACCGTTACGGCCAGCAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGATCACA  RVAN2 
AGCCGACCGCTAGGGCCAGCAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGATCACA  Trametes hirsuta 
AGCCGACCGCTAGGGCCAGCAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGATCACA  No identificado 
AGCCGACCGTTACGGCCAGCAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGATCACA  RVAN2 
 
AGGATTTATGAGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCG  RVAN2 
AGGATTTATGGGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCG  Trametes hirsuta 
AGGATTTATGGGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCG  No identificado 
AGGATTTATGAGTTGAGAATTTCATGACACTCAAACAGGCATGCTCCTCG  RVAN2 
 
GAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT  RVAN2 
GAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT  Trametes hirsuta 
GAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT  No identificado 
GAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT  RVAN2 
 
TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG  RVAN2 
TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG  Trametes hirsuta 
TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG  No identificado 
TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCG  RVAN2 
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AGAGCCAACAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGATGCGTTAGACGCG  RVAN2 
AGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGATGCGTTAGACGCG  Trametes hirsuta 
AGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGATGCGTTAGACGCG  No identificado 
AGAGCCAACAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATTAAGATGCGTTAGACGCG  RVAN2 
 
TTTACATTCTGATACTTTAAGAGTTTGTAGTGTACATAGGCCGGCAGAAT  RVAN2 
TTTACATTCTGATACTTTAAGAGTTTGTAGTGTACATAGGCCGGCAGAAT  Trametes hirsuta 
TTTACATTCTGATACTTTAAGAGTTTGTAGTGTACATAGGCCGGCAGAAT  No identificado 
TTTACATTCTGATACTTTAAGAGTTTGTAGTGTACATAGGCCGGCAGAAT  RVAN2 
 
GCTCCCAACCCCCAGGCTAGAAACCCACGCCACGTACACTACAATAAGTG  RVAN2 
GCTTCCAACCCGGAGGCTAGAAACCCACGCCA---AC-CTACAGTAAGTG  Trametes hirsuta 
GCTTCCAACCCGGAGGCTAGAAACCCACGCCA---AC-CTACAGTAAGTG  No identificado 
GCTCCCAACCCCCAGGCTAGAAACCCACGCCACGTACACTACAATAAGTG  RVAN2 
 
CACAGGATGTAAGAGTAGGAATGAGCAGGACGTGGCACAATGC   RVAN2 
CACAGG-TGTA-GAGT-GGA-TGAGCAGGGCGTG-CACA-TGC   Trametes hirsuta 
CACAGG-TGTA-GAGT-GGA-TGAGCAGGGCGTG-CACA-TGC   No identificado 
CACAGGATGTAAGAGTAGGAATGAGCAGGACGTGGCACAATGC   RVAN2 

 
Figura 7.101.- Comparación de la secuencia de las regiones ITS1-5.8S-ITS2 con 
Trametes hirsuta y un basidiomiceto no identificado. Las bases diferentes así como las 
inserciones están resaltadas en rojo.  

 
7.9.2 RVAN12 
Por otro lado, con respecto a RVAN12, fueron secuenciadas 526 bases (Figura 

7.102). 
 

GCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTCAAAGTATTGTCCCATA 
AGGACGGTTTAGAAGCTCGCCAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAAT 
TATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAG 
GAGCCGACTGACTAGAGCCGGCAAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGACC 
ACAAGGATTTATGGGTTGAGAATTCCATGACACTCAAACAGGCATGCTCC 
TCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG 
AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT 
GCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATAAAGATGCGTTAGCA 
CGCGTTTACATTCTGTTACTTTTAGTTTGTAGTATACATAGGCCGGCAGA 
ATGCTTCAAACCCGAAGGCCCAAAGCCCACGCCACCCGCACAGGGTAGGG 
GGATGGGCAAGGTGCACATGCCCCTC 

 

Figura 7.102.- Secuencia de las regiones ITS1-5.8S-ITS2 de la cepa RVAN12, dando 
como resultado 526 bases.   
 

 

Dicha secuencia fue comparada con la base de datos del GeneBank. En base a 
estos resultados se determinó que existe una homología del 99% con Trametes hirsuta y 
Trametes maxima (Figura 7.104). La secuencia presentó tres inserciones de una base y la 
diferencia en otra. Debido a la similitud alcanzada con ambas cepas, se comparo la 
secuencia con las reportadas en la base de datos europea EMBL (Tabla 7.19). 
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GCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTCAAAGTATTGTCCCATA RVAN12 

GCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTCAAAG-ATTGTCCCATA      Trametes maxima 

GCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAGATGTCAAAG-ATTGTCCCATA Trametes hirsuta 

 
AGGACGGTTTAGAAGCTCGCCAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAAT RVAN12 

AGGACGG-TTAGAAGCTCGCCAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAAT      Trametes maxima 

AGGACGG-TTAGAAGCTCGCCAAACGCTTCACGGTCACAGCGTAGACAAT Trametes hirsuta 

 
TATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAG RVAN12 

TATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAG      Trametes maxima 

TATCACACTGAGAGCCGATCCGCACGGAATCAAGCTAATGCATTCAAGAG Trametes hirsuta 

 
GAGCCGACTGACTAGAGCCGGCAAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGACC RVAN12 

GAGCCGACTGACTAGAGCCGGCAAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGACC     Trametes maxima 

GAGCCGACTGACTAGAGCCGGCAAAGCCTCCAAATCCAAGCCCATAGACC Trametes hirsuta 

 
ACAAGGATTTATGGGTTGAGAATTCCATGACACTCAAACAGGCATGCTCC RVAN12 

ACAAGGATTTATGGGTTGAGAATTCCATGACACTCAAACAGGCATGCTCC Trametes maxima 

ACAAGGATTTATGGGTTGAGAATTCCATGACACTCAAACAGGCATGCTCC Trametes hirsuta 

 
TCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG RVAN12 

TCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG Trametes maxima 

TCGGAATACCAAGGAGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTG Trametes hirsuta 

 
AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT RVAN12 

AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT      Trametes maxima 

AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGAT Trametes hirsuta 

 
GCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATAAAGATGCGTTAGCA RVAN12 

GCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATAAAGATGCGTTAG-A      Trametes maxima 

GCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGCTGAAAGTTGTATAAAGATGCGTTAG-A Trametes hirsuta 

 
CGCGTTTACATTCTGTTACTTTTAGTTTGTAGTATACATAGGCCGGCAGA RVAN12 

CGCGTTTACATTCTGTTACTTTGAGTTTGTAGTATACATAGGCCGGCAGA      Trametes maxima 

CGCGTTTACATTCTGTTACTTTGAGTTTGTAGTATACATAGGCCGGCAGA Trametes hirsuta 

 
ATGCTTCAAACCCGAAGGCCCAAAGCCCACGCCA   RVAN12 

ATGCTTCAAACCCGAAGGCCCAAAGCCCACGCCA        Trametes maxima 

ATGCTTCAAACCCGAAGGCCCAAAGCCCACGCCA   Trametes hirsuta 

 
Figura 7.103.- Comparación de la secuencia de las regiones ITS1-5.8S-ITS2 con 
Trametes hirsuta y Trametes maxima. Las bases diferentes así como las inserciones están 
resaltadas en rojo. 
 

 

 

 



164 
 

Tabla 7.19.- Resultados de la comparación con la base de datos EMBL.  

DB:ID Source Length Identity% Similar% Overlap E() 

EM_FUN:AB158313  Trametes hirsuta 
genes for  1205  96.104  96.104  539  1.6e-78  

EM_FUN:AB158315  Trametes maxima 
genes for 1  1185  96.104  96.104  539  1.6e-78  

EM_FUN:AF461413  Basidiomycete isolate 
wb436  653  91.128  91.128  541  1e-68  

EM_FUN:AY840566  Trametes sp. MGGDL 
18S ribo  628  91.128  91.128  541  1.1e-68  

 

Los resultados indicaron que existe un 96% de similitud tanto con Trametes hirsuta 
como con Trametes maxima. 
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8. DISCUSIÓN 

 

 

 

Existe un enorme interés en el estudio de enzimas lignolíticas debido a la 
creciente demanda de productos que pueden ser perjudiciales para el ambiente y al 
mismo tiempo, una mayor conciencia con respecto a un menor daño al mismo. Esta 
búsqueda no solo está encaminada a encontrar cepas que puedan producir tales enzimas, 
sino al hecho de que sean eficientes en la degradación de compuestos altamente 
recalcitrantes y, por otro lado, sean capaces de producir enzimas en cantidad suficiente 
para ser aplicadas en otros procesos biotecnológicos que requieran cantidades elevadas. 

Las cepas aisladas durante el desarrollo del presente trabajo corresponden a 
basidiomicetos, pues una de las características primarias de tales microorganismos en la 
presencia de fíbulas o “clamp connection” (Hood, 2006). Aunado a ello, debe ser 
determinada la capacidad de los hongos aislados, de producir enzimas lignolíticas. Este 
tipo de enzimas son producidas en su mayor parte de forma extracelular, aunque existen 
diversos trabajos que indican que pueden estar localizadas intracelularmente, en especial 
la Lacasa (Schlosser, et al., 1997; Arora y Gill, 2005). En cuanto a la producción 
extracelular, son diversos los métodos y substratos utilizados para tal efecto, ya sea el uso 
de lignina Kraft, hasta el uso de ciertos compuestos cromógenos tales como el ABTS, el 
guaiacol, la O-anisidina e incluso colorantes como el Poly R-478 (Dhouib, et al., 2005), 
todas estas pruebas son utilizadas como un mecanismo de selección primaria (Dhouib et 
al., 2005; Osma, et al., 2007).  Algunos de los cuales fueron utlizados en el presente 
trabajo, lo que permitió una selección primaria de las cepas a probar en los dos medios 
bajo las diferentes condiciones de cultivo. Tales pruebas son realizadas tanto a cepas 
nativas como aquellas cepas provenientes de colecciones reconocidas internacionalmente. 
Todos y cada uno de los estudios realizados previamente por los diversos investigadores 
(Saparrat, et al., 2002; Levin, et al., 2004; Osma, et al., 2007), han encontrado 
esencialmente actividad de Lacasa así como actividad celulolítica, sin descartar la enorme 
variabilidad existente entre cepas del mismo género aisladas del mismo lugar (De Koker, 
et al., 1998). 
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Por otro lado, P. chrysosporium, B. adusta y P. ostreatus son cepas que se han 
estudiado ampliamente, no solo por su capacidad para producir enzimas lignolíticas sino 
también por la capacidad que presentan para la degradación de un sinnúmero de 
compuestos altamente tóxicos. Sin embargo, no todas ellas son capaces de producir 
Lacasa, LiP y/o MnP bajo diferentes condiciones de medio de cultivo. Por muchos años 
se creyó que P. chrysosporium era incapaz de producir Lacasa por lo que la oxidación del 
ABTS puede atribuirse más a la producción de MnP, ya que solo en celulosa como fuente 
de carbono y/o condiciones represoras, así como en condiciones de cultivo semi-sólido, 
se ha determinado que es capaz de producirla (Rodríguez, et al., 1997). Sin embargo, 
estudios recientes han determinado que bajo el efecto de una serie de inductores es 
sintetizada por P. chrysosporium (Gnanamani, et al., 2006), de ahí que se continúe la 
búsqueda de cepas sobreproductoras. 

La producción de enzimas lignolíticas no solo ha sido determinada como sondeo 
primario en medio sólido, también existen reportes de fermentaciones en medio líquidos, 
y es este método el mas empleado. En este sentido, la diversidad de medios es extensa, 
los primeros que se probaron aquellos que presentaban baja concentración de carbono y 
nitrógeno. Esto, debido a que P. chrysosporium no es capaz de producir enzimas cuando 
las concentraciones de carbono y nitrógeno son elevadas. Sin embargo, conforme han 
pasado los años y se han probado nuevas cepas de basidiomicetos, este concepto ha 
variado considerablemente; en ese sentido, los medios de cultivo probados son tan 
diversos como microorganismos se han encontrado. Estos medios de cultivo no solo son 
aquellos basados en sales, sino también desechos de diversas industrias, los cuales tienen 
como única finalidad la alta producción de enzimas (Songulashvili, et al., 2006; 
Songulashvili, et al., 2007). Muchos de estos medios presentan en su composición un alto 
contenido de nitrógeno, otros por el contrario, llevan trazas de lignina e incluso se han 
probado desechos de diversas industrias, todo ello encaminado a la producción elevada 
de enzimas lignolíticas. Es necesario tener presente la cantidad y tipo o fuente de 
carbono, aunque no está demostrado que exista una relación entre ambas condiciones 
para garantizar la producción de las enzimas lignolíticas (Hatvani y Mécs, 2002). No solo 
los nutrientes presentes en el medio tienen un efecto en la síntesis de enzimas lignolíticas, 
incluso factores tales como el pH así como la temperatura de incubación presenta un 
efecto, pues diversos investigadores han determinado los hongos incubados entre 25 a 
30° C, era óptima para la producción de Lacasa (Arora y Gill, 2000; Pointing, et al., 
2000; Vasconcelos, et al., 2000), temperatura seleccionada para llevar a cabo los ensayos 
tanto en medio sólido como líquido, en el presente trabajo. Por otro lado, la reducción de 
la actividad enzimática al final de la fermentación podría atribuirse a la acumulación de 
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compuestos tóxicos que la inhiben y que son producidos durante el metabolismo de los 
hongos (Rodríguez, et al., 2003). 

Los datos obtenidos en el presente estudio, en el cual dos de las cepas nativas 
(RVAN2 y RVAN12), fueron capaces de producir Lacasa, LiP y MnP en SMM, indica la 
enorme variabilidad presentada entre las diferentes cepas probadas y ambos medios. Si 
bien es cierto que existen cepas que pueden alcanzar grandes niveles de actividad 
enzimática, también es cierto que es vital que estas cepas presenten la capacidad no solo 
de producir enzimas en cantidad suficiente de modo que sean atractivas; además, deber 
ser capaces de degradar compuestos altamente tóxicos que aún en la actualidad siguen 
vertiéndose al medio ambiente e incrementa los riesgos en la salud de la vegetación, la 
fauna y el ser humano. Además, las enzimas extracelulares Lacasa, LiP y MnP, son 
producidas por los hongos de pudrición blanca en diferentes combinaciones, siendo la 
más ampliamente distribuida entre este tipo de hongos la Lacasa y MnP, mientras que la 
LiP se encuentra presente en menor proporción, lo anterior es similar a lo reportado por 
otros investigadores, los cuales mencionan  que son pocos los hongos que pueden llegar a 
producir las tres enzimas mencionadas (Rothschild, et al., 2002); y similar a lo 
encontrado en el presente estudio, donde tanto RVAN2 como RVAN12, fueron capaces 
de producirla a diversos niveles. 

Además, los ensayos realizados con glucosa como fuente de carbono señalaron, 
que contrario a los reportes existentes, esta fuente de carbono no presentó efecto alguno e 
incluso a la mayor concentración fue cuando mayor actividad de Lacasa se encontró, esto 
al menos para una de las cepas (RVAN12). Sin embargo, algunos investigadores señalan 
que la lacasa se incrementa considerablemente cuando se manejan concentraciones de 
glucosa superiores a 10 g/L (Krishna Prasad, et al., 2005).   

Se encontró que la producción de las enzimas lignolíticas por las cepas nativas, 
aun tratándose del mismo género, responden de forma diferente a las condiciones de 
cultivo (medio, composición, etc), resultados similares a lo encontrado por otros 
investigadores. (Heinfling, et al., 1997; Kachlishvili,  et al., 2005; Mikiashvili, et al., 
2006). Lo que indica que el sistema enzimático presente en los hongos de pudrición 
blanca es muy diverso. Además, no solo son capaces de degradar a la lignina, también 
aquellos compuestos que presenten una estructura similar, debido al amplio rango de 
especificidad de substrato, lo que les permite atacar estas estrucutras.  

Seleccionada la concentración de glucosa, se decidió probar otras fuentes de 
carbono alternas para tratar de incrementar la actividad enzimática. Adicional a ello, se 
maneja que la producción se dispara cuando la fuente de carbono es consumida en su 
totalidad, esto indicó que las respuestas dependerán del microorganismo a ser probado, de 
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ahí la importancia del trabajo. Los resultados obtenidos en cuanto a fuente de carbono, 
mostraron que la mejor fuente fue tanto el acetato de sodio y la glucosa, contrario a lo 
reportado por Revankar y Lele (2007). Ellos definieron la mejor fuente al almidón, ya 
que este polímero no sólo incrementó la actividad enzimática, incluso aumento 
considerablemente la capacidad de degradación de colorantes sintéticos. Por otro lado, no 
solo la concentración de la fuente de carbono presenta efectos tanto benéficos como 
adversos, también el tipo del mismo favorecerá la síntesis de la Lacasa, pues se ha visto 
que fuentes orgánicas y su rápida asimilación pueden incrementar la cantidad de enzima 
producida, en este caso Lacasa (Galhaup, et al., 2002). Contrario a los hallazgos del 
investigador antes mencionado, la glucosa así como el acetato de sodio (orgánico e 
inorgánico, respectivamente), favorecieron la síntesis de Lacasa. 

Por ello, se decidió probar un medio lo suficientemente complejo que permitiera 
obtener altos valores en actividad enzimática, basándose en el hecho de que muchos 
basidiomicetos estudiados responden favorablemente a dicho condición (Songulashvili, 
et. al., 2006). Estos estudios permiten considerar a los hongos de pudrición blanca 
(basidiomicetos), una alternativa viable para la síntesis de oxidasas y peroxidasas bajo 
diferentes condiciones de cultivo. Lo anterior fue confirmado por los resultados obtenidos 
ya que para la misma especie la respuesta fue diferente en medio de harina de soya y en 
el medio de glucosa; hallazgos similares a los reportados otros investigadores, los cuales 
indican que un medio rico tanto en nitrógeno como en fuente de carbono favorece la 
síntesis de Lacasa (Elisashvili, et. al., 2008); otros, por el contrario, señalan que un bajo 
contenido de carbono y nitrógeno favorece dicha síntesis. Esto permitió de forma general, 
describir los requerimientos fisiológicos para la producción de Lacasa y otras enzimas 
lignolíticas (LiP y MnP), de las cepas nativas estudiadas, en las cuales fue posible tanto la 
detección de Lacasa como de LiP y MnP al menos en dos de tres cepas de Trametes, 
contrario a los resultados obtenidos por Jang, et al., (2002), quienes solo detectaron 
Lacasa como principal fenol oxidasa producida. Esto confirma nuevamente la enorme 
diversidad que existe con respecto a la producción de las enzimas y como los medios de 
cultivo utilizados para tal fin influyen considerablemente en la respuesta del 
microorganismo. Si bien es cierto que el trabajo realizado por Jang, et al., (2002), fue 
realizado bajo condiciones de alto contenido de nitrógeno, tartrato de amonio, 
principalmente; un medio de cultivo, que si bien es cierto diferente al utilizado en el 
presente trabajo, también fue a base de alto contenido de nitrógeno (harina de soya y 
peptona), la respuesta encontrada durante el transcurso de la fermentación fue diferente a 
lo reportado por los investigadores previamente señalados.  
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Además, la mayoría de los reportes señalan que la síntesis de las enzimas 
lignolíticas se disparan cuando la fuente de carbono empleada es consumida en su 
totalidad, especialmente LiP y MnP, por lo cual se pensó que dichas condiciones también 
aplicaban en el caso de la Lacasa, esto no está del todo claro, ya que diversos estudios 
han mostrado que se presenta un incremento en la producción de Lacasa (Arana-Cuenca, 
et al., 2004), siendo observado algo similar en el presente estudio. Además, la actividad 
de Lacasa solamente fue detectada en dos de tres cepas de Trametes cuando el medio de 
cultivo fue a base de minerales (GMM), lo anterior no es de sorprender pues es bien 
sabido que en diversos trabajos realizados por investigadores como Arana-Cuenca, et al., 
(2004), mostraron que las especies pertenecientes a la familia Polyporaceae no siempre 
muestran actividad oxidasa extracelular y que el medio de cultivo influye 
considerablemente para ello. Este comportamiento también fue observado con P. 
ostreatus, microorganismo capaz de producir Lacasa, LiP, MnP, principalmente (Muñoz, 
et al., 1997), sin embargo al igual que las cepas nativas estudiadas, el medio de cultivo 
fue un factor importante para detectar o no las enzimas mencionadas.  

En cuanto a P. ostreatus, la mayaría de los estudios realizados con este 
microorganismo indican que la producción de lacasa esta relacionada con la biomasa y 
por lo tanto, se considera que la naturaleza de la enzima es constitutiva (Scheel, et al., 
2000; Mansur, et al., 2003); sin embargo, contrario a lo anteior, los resultados obtenidos 
en el presente trabajo, el microorganismo bajo las condiciones ensayadas, se encontraba 
en la fase estacionaria del crecimiento. Aunado a ello, la fuente de carbono no fue 
consumida en su totalidad durante el transcurso de la fermentación. La producción de las 
enzimas lignolíticas en general están relacionadas a la fase estacionaria de crecimiento, 
esto puede suceder cuando la fuente de carbono y otros nutrientes han disminuido 
considerablemente (Cullen, 1997), por lo cual los resultados señalan que posiblemente 
otros fueron los mecanismos que gobernaron la síntesis de dicha enzima, al menos para el 
caso de P. ostreatus.  

Por otro lado, en SMM, medio con alto contenido en nitrógeno y carbono, 
favoreció considerablemente la síntesis de Lacasa tanto en RVAN2 como en RVAN12, 
presentando un incremento de 109.4 y 148.7 veces, respectivamente. Lo anterior 
confirma lo que encontraron Stajić, et al., (2006), quienes determinaron que la naturaleza 
del medio de cultivo empleado influyen considerablemente en la síntesis de las enzimas 
lignolíticas, principalmente Lacasa en P. ostreatus y P. pulmonarius, similar a lo 
encontrado por Kaal, et al., (1995) y Buswell, et al., (1995), en los cuales los medios 
adicionados con peptona y condiciones suficientes de nitrógeno incrementaban dicha 
enzima. Además, el SMM favoreció la síntesis de LiP y MnP, enzimas no detectadas en 
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el medio de glucosa (GMM). Incluso se ha visto que hongos desarrollados en medios 
complejos a base de jugo de tomate dan grandes cantidades de Lacasa en comparación al 
medio a base de azúcares sintéticos, utilizados generalmente para la producción de 
enzimas lignolíticas (Ullrich, et al., 2005). Algo similar se encontró en un medio formado 
a partir de semilla de uva, obteniéndose valores ligeramente superiores a los encontrados 
en el medio de harina de soya, aunque la actividad enzimática a partir del medio de 
cultivo adicionado con sulfato de cobre sobrepaso dichos valores (63 U/mL de 
RVAN12), mientras que la cepa de Trametes hirsuta probada por Moldes, et al., (2003) 
produjo 22 U/mL. 

No toda la atención ha sido centrada en la búsqueda de cepas nativas sobre-
productoras ni en medios de cultivo, también ha sido en el uso de compuestos que 
presenten un efecto inductor o favorecedor sobre la producción de las enzimas 
lignolíticas, debido a la enorme aplicabilidad que presentan los basidiomicetos. Tal 
incremento y/o inducción fue observado con el medio de harina de soya, aun así se 
probaron diversos compuestos tanto en GMM como en SMM. Se logró un incremento 
considerable en la actividad enzimática, el sulfato de cobre fue el compuesto que 
favoreció la producción enzimática de lacasa hasta 694.1 veces con respecto a GMM. Lo 
anterior esta soportado por las investigaciones realizadas por diversos investigadores, 
como Bourbonnais, et al., (1995) y Mansur, et al., (1998). Ellos encontraron que los 
hongos de pudrición blanca son influenciados por diversos factores fisiológicos, Enre 
ellos, la presencia de diversos compuestos entre ellos los metales, el cobre, cadmio, 
manganeso, zinc y otros, siendo a bajas concentraciones en donde se logra un incremento 
en la síntesis de diversas enzimas como la Lacasa, MnP y/o LiP (Baldrian, 2003). Este 
comportamiento se presentó en GMM, sin embargo, en SMM la mejor respuesta se 
obtuvo a la mayor concentración. Por otro lado, en el presente trabajo el efecto que 
presento el manganeso en la síntesis de Lacasa fue menor al obtenido con el sulfato de 
cobre en ambos medios de cultivo. Las investigaciones realizadas en tal sentido 
comenzaron con P. chrysosporium dado que era el microorganismo lignolítico por 
excelencia. Dichas investigaciones determinaron que los inductores juegan un papel 
significativo en el incremento de enzimas como la Lacasa, aunque en muchas ocasiones 
el pico máximo se retarda, alargando incluso la fase de crecimiento del microorganismo 
así como el día en el cual se alcanza la máxima actividad (Songulashvili, et al., 2006).  

El cobre ha sido relacionado con la producción de melanina (Zhao y Kwan, 1999) 
y esta a su vez está supeditada a la presencia de la Lacasa en diversos hongos. Cuando a 
los cultivos de los hongos utilizados en el presente trabajo, se  les adicionó el cobre, estos 
desarrollaron un micelio café oscuro, a ambas concentraciones, similar a lo reportado por 
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Galhaup y Haltrich (2001). Otra razón por la cual se piensa que el cobre incrementa la 
actividad es al hecho de que este metal es un cofactor de la enzima, en la cual se 
encuentran cuatro iones asociados a una cadena sencilla de polipéptidos y que puede 
prsentar un efecto a nivel de expresión de genes, como se ha visto en muchos hongos 
lignolíticos.  

Finalmente, en hongos como Trametes pubescens se determinó que el cobre es 
necesario para la síntesis de Lacasa mas que para la activación de proteína existente 
(Collins y Dobs, 1997; Palmieri et al., 2000), lo anterior podría explicar lo sucedido tanto 
en SMM como en GMM, sin olvidar que en el primero la actividad de Lacasa fue mayor 
al presentado en el segundo medio mencionado, tanto en presencia como en ausencia de 
cobre. De igual forma, Cordi, et al. (2007), determinó que en cultivos líquidos de 
Trametes versicolor, la cantidad de enzima presente era despreciable en comparación a 
aquella producida en el medio adicionado con sulfato de cobre, similar a lo encontrado en 
el presente trabajo, cuando el medio de cultivo fue el GMM. Por otro lado, se ha 
determinado que la MnP también es favorecida por la presencia de diversos metales 
como el cadmio y el cobre, como se determinó en estudios de S. hirsutum y P. 
chrysosporium (Baldrian, et al., 1996; Mouso, et al., 2003) así como en Trametes trogii 
(Levin, et al., 2002), resultados similares a lo encontrado en el presente trabajo. Es 
necesario hacer constar que muchos de los ingredientes contenidos en el medio complejo 
(SMM), han sido evaluados por su capacidad para incrementar la actividad lignolítica, 
como el Tween. 

Las investigaciones no solo han determinado que el cobre presente un efecto 
inductor en la síntesis de enzimas, también compuestos del tipo aromático han sido 
estudiados, entre ellos el catecol, ácido gálico, guaiacol, entre otros (Ikehata, et al., 
2004), por ello se decidió probar la siringaldazina como un posible inductor de Lacasa y 
otras enzimas lignolíticas, al tratarse de un mediador específico de la enzima y de un p-
fenol. Los resultados obtenidos indicaron el efecto positivo en SMM, no así en GMM. Lo 
anterior puede deberse a la forma como los hongos responden a las condiciones de 
cultivo y como en el caso de los estudiados en el presente trabajo, necesitaban 
condiciones de crecimiento en medios complejos que permitieran la activación de la 
maquinaria lignolítica en conjunto con los inductores del tipo aromático. Sin embargo, en 
cepas como Trametes pubescens, se ha visto que los compuestos aromáticos no son 
necesarios para elevar la actividad de Lacasa como ocurre con otras cepas, e incluso 
afectan de forma negativa dicha producción haciendo que disminuya con respecto al 
control (Galhaup, et al., 2002). Se ha planteado que la inducción por este tipo de 
compuestos es debida a la toxicidad que presentan los mismos hacia los hongos, dado que 
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la Lacasa sirve como un mecanismo de protección polimerizándolos, actuando contra el 
estrés oxidativo (Xiao, et al., 2004). 

Existen diversos estudios señalando que solventes orgánicos, tales como el 
metanol o el etanol, presentaban la capacidad de incrementar substancialmente la 
actividad lignolítica en cultivos sumergidos. Los estudios realizados por Lomascolo, et 
al., (2003), con Pycnoporus cinnabarinus, indicaron que la adición de etanol al medio de 
cultivo, incrementaba considerablemente la producción de Lacasa, aunque inhibiendo de 
forma paralela el crecimiento del hongo, algo también encontrado por Lee, et al., (1999), 
el cual alcanzo una actividad de 1.9 U/L, comparado con el control. En el primero de los 
casos se observó un retardo en día de máxima producción de dicha enzima. En nuestro 
caso, se presentó la inhibición tanto del crecimiento como de la actividad enzimática. Si 
bien es cierto que no existe una correlación entre el incremento de micelio y la actividad 
enzimática, también es cierto que en ocasiones la inhibición de dicho crecimiento puede 
afectar la producción enzimática, lo cual posiblemente sucedió cuando este solvente fue 
adicionado a los cultivos. Algo similar sucedió en el caso de las otras enzimas 
lignolíticas.  

El manganeso es un metal que se encuentra presente de forma natural en la 
madera (Papinutti, et al., 2003), muchos de los hongos de pudrición blanca responden de 
forma favorable a dicha presencia, lo que provoca un incremento en la síntesis de 
Manganeso Peroxidasa e incluso produciendo varias isoformas (Muñoz, et al., 1997; 
Périé y Gold 1991; Pérez y Jeffries 1992; Bonnarme y Jeffries, 1990). Lo anterior ha 
motivado al uso de sulfato manganoso como fuente de tal metal en estudios a nivel de 
laboratorio. En investigaciones previas con Phanerochaete chrysosporium, se determinó 
que la inducción era llevada a cabo a nivel de transcripción. Las cepas nativas estudiadas 
respondieron favorablemente a la presencia del manganeso en el medio de cultivo; lo 
anterior fue más evidente en RVAN2 cultivado en SMM. Dichos resultados fueron 
similares a los encontrados en los estudios realizados con Trametes versicolor 
adicionados con sulfato manganoso aunque presentó un efecto negativo en la síntesis de 
Lacasa (Swamy y Ramsy, 1999).  

Los estudios de estabilidad enzimática fueron realizados por muchos años con 
enzimas purificadas, sin embargo debido a los altos costos generados en dicha operación, 
se ha planteado realizarlos con los extractos crudos, ya que está bien establecido que la 
degradación de diversos compuestos es un proceso multipaso en el cual están 
involucradas varias enzimas, esto puede favorecer substancialmente la degradación de 
compuestos altamente tóxicos y por lo tanto eficientizar dicho proceso.  
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Los extractos crudos responden de forma variable a los factores como temperatura 
y pH. Por otro lado, las enzimas provenientes de diferentes hongos presentan 
características muy particulares lo que permite utilizarlas en diversos procesos; incluso 
dichas diferencias en cuanto a la respuesta se ve para isoformas producidas por el mismo 
microorganismo (Farnet et. al., 2004). Niké-Paavola, et al., (2004), determinó que la 
Lacasa proveniente de Peniophora sp. presentó un tiempo de vida media de 15 min a 
70°C; contrario a estos reportes, en el caso de los extractos crudos de las cepas nativas 
estudiadas, estas presentaron un comportamiento diferente en ambas. Los tiempos de vida 
medía oscilaron de 2.5 a 98 h, dependiendo de las condiciones de cultivo a las cuales 
fueron sometidos los hongos. Esto los coloca muy por encima de aquellos obtenidos por 
el trabajo reportado por Niké-Paavola, et. al. (2004). Mientras que la Lacasa obtenida de 
cultivos de Marasmius quercophilus, fueron estables por más de una hora cuando fueron 
incubados tanto a 30 como a 40° C (Farnet, et al., 2004).  

Los inductores logran incrementar considerablemente la actividad enzimática, sin 
embargo ello no garantiza que la respuesta que presente a la temperatura sea igual o 
mejor a la presentada cuando los extractos provienen de cultivos no adicionados con 
dichos compuestos, lo cual se presentó en el presente trabajo. Por otro lado, debe tenerse 
presente que los procesos de concentración pueden afectar el comportamiento de los 
extractos disminuyendo la actividad enzimática de los mismos. 

El pH óptimo de la mayoría de las Lacasas producidas por hongos de pudrición 
blanca se encuentran en valores ácidos (Jordaan y Leukes, 2003; Wang y Ng, 2006) 
Dicha respuesta es dependiente del tipo de substrato utilizado, ya sea ABTS o 
siringaldazina. En el caso de este substrato, en Lacasas aisladas y purificadas de hongos 
pertenecientes a la familia Chaetomiaceae, el pH óptimo fue de 7, inactivándose a pH 5.5 
(Saito, et al., 2003). Mientras que en el caso de las cepas nativas estudiadas el pH óptimo 
estuvo alrededor de 2.0, un pH similar a lo reportado para cepas como Coprinus cinereus 
cuando el substrato utilizado fue ABTS (Schnaider, et al., 1999; Ullrich, et al., 2005). Se 
han hecho algunos estudios con el fin de determinar la diferencia que presentan diversos 
substratos con respecto al pH y al valor óptimo obtenido. Se determinó que el ABTS, un 
substrato no fenólico, al ser atacado por la Lacasa y como consecuencia de ello, la 
generación del radical catiónico no involucra un protón por lo cual es independiente del 
pH (Xu, et al., 1996). No todas las cepas de basidiomicetos responden de igual forma a 
este comportamiento, en el caso de las Lacasas producidas por Phellinus ribis y ABTS 
como substrato, el pH óptimo de las mismas presentó un valor de 5 (Min et al., 2001), 
mas alto comparado a lo obtenido con las cepas nativas estudiadas o con otras reportadas.  
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La estabilidad al pH resultó muy diferente al pH óptimo. La estabilidad de los 
extractos crudos se presentó a un valor cercano a la neutralidad. Lo anterior concuerda 
con diversos estudios realizados previamente (Jaouani, et al., 2005). Se encontró una 
respuesta similar con D. querquina (Baldrian, 2003) y con Pleurotus sajor-caju. Los 
efluentes derivados de la industria textil presentan valores de pH muy ácidos y debido a 
los resultados obtenidos, indican la posibilidad de usarlos en la detoxificación de esos 
efluentes.  

Al igual que el pH, la temperatura es otro factor importante a ser considerado 
cuando de enzimas se trata. Algunos investigadores determinaron que las Lacasas 
provenientes de Pycnoporus sanguineus presentaban una temperatura óptima de 50 ºC 
(Lu, et al., 2007) y 65 ºC (García, et al., 2006), con ABTS como substrato. Lo anterior 
fue ligeramente inferior a lo obtenido con los extractos crudos de RVAN2 (70 ºC) y 
RVAN12 (75 ºC). El incremento en la temperatura óptima de las Lacasas puede deberse 
al desdoblamiento de la estructura proteína (Van Der Merwe, 2002). Contrario a los 
resultados obtenidos así como a lo reportado, la Lacasa proveniente de Phanerochaete 
flavido-alba, conforme se incrementa la temperatura, la actividad comienza a disminuir 
considerablemente llegando a un 20% de la actividad a 70º C (Pérez, et al., 1996).  

Teniendo presente el gran problema o los dos principales problemas que 
presentan los efluentes textiles: remoción y degradación, es necesario buscar nuevas 
alternativas que permitan dichos procesos. En ese sentido y como se ha visto por diversos 
estudios realizados y los hallazgos del presente estudio, los hongos de pudrición blanca 
así como las enzimas producidas por ellos, representan una alternativa que puede ser 
utilizada. El uso de este tipo de hongos es muy amplia debido a la baja especificidad, es 
decir, al amplio espectro de compuestos que pueden llegar a degradar las enzimas 
producidas por los hongos de pudrición blanca (Kuhad, et al., 2004), entre este tipo de 
contaminantes se encuentran compuestos recalcitrantes. Los resultados obtenidos por 
Sedarati, et al., (2003), indicaron la capacidad que presentó Trametes versicolor para la 
degradación de clorofenoles.  

De la misma forma, Joauani, et al., (2005), utilizó Pycnoporus coccineus en el 
tratamiento de aguas residuales derivadas de las plantas de aceite de oliva. Con el fin de 
determinar si los hongos nativos pueden ser aplicados en diversos procesos industriales, 
se utilizó la decoloración de RBBR y otros colorantes en medio sólido (Machado, et al., 
2005). Tanto con Trametes hirsuta como con P. florida, se determinó la capacidad que 
presentaron para producir enzimas lígnolíticas bajo diferentes condiciones de cultivo 
aunado a la presencia de colorantes (Das, et al., 1999; Rodríguez-Couto, et al., 2006; 
Rosales, et al., 2007). Los primeros estudios de degradación de colorantes comenzaron 
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con P. chrysosporium (Dias, et al., 2003), sin embargo se ha visto que otras especies de 
hongos son mejores degradadores de colorantes sintéticos, tal como las especies de P. 
ostreatus y Trametes versicolor. Incluso los resultados obtenidos en el presente trabajo, 
indicaron que las cepas nativas fueron más eficientes en la decoloración de los diversos 
colorantes estudiados en placa a una concentración de 200 pmm (200 mg/L). Esta 
decoloración puede ser atribuida al complejo enzimático que es capaz de producir el 
microorganismo cuando está en presencia de este tipo de compuestos, tal como lo 
determinó previamente Moreira et al., ( 2004).  

Los estudios de degradación de colorantes se ha utilizado como un método de pre-
selección de cepas, en el cual los colorantes utilizados son principalmente poly R-478 y/o 
RBBR (Novotný, et al., 2001) y de esta forma plantear su uso en diversos procesos. 
Mostrando incluso la capacidad de dichos hongos en la degradación de colorantes en 
suelo (Novotný, et al., 2001). La diferencia en la decoloración, tiempo y capacidad es 
dependiente de la estructura del colorante, la especie de hongo y medios de cultivo 
utilizados. Estudios realizados por Sathiva Moorthi, et al., (2007), con Trametes hirsuta, 
indicaron que los colorantes reactivos fueron decolorados al día 10; mientras que en el 
presente trabajo, ambas cepas nativas (RVAN2 y RVAN12), mostraron una rápida 
transformación del RBBR y del naranja de metilo. Sin embargo, en el caso del cristal 
violeta, colorante del tipo trifenilmetano, en cuya estructura esta presente un grupo 
quinoide (grupo cromóforo) así como tres grupos dimetilo,  pudo originar el retrdo en la 
degradación y/o transformación de su estructura. Investigaciones previas mostraron que 
P. chrysosporium y su sistema lignolítico fue capaz de degradarlo más del 90% (Bumpus 
y Brock, 1990). 

Así como se han realizado estudios en medio sólido, también se han hecho 
utlizando la Lacasa purificada para degradar diversos colorantes. Se ha determinado que 
la transformación da como resultado compuestos no cromóforos (Schliephake, et al., 
2000). La evaluación de la capacidad de colorantes con extractos crudos han sido pocos; 
sin embargo, dado que estos hongos presentan la capacidad de degradar efluentes 
derivados de la industria textil (D’Souza, et al., 2006), residuos de la industria 
vitivinícola y del café (Rodríguez, et al., 2003) fotográfica y otras (Han, et al., 2004), se 
probó cada uno de los extractos provenientes de los cultivos de RVAN2 y RVAN12 del 
medio de harina de soya. Los resultados obtenidos concordaron con lo obtenido por 
Yesilada, et al., (1998), en los cuales los extractos crudos fueron capaces de transformar 
diversos colorantes. Tanto el pH como la temperatura son factores determinantes para 
lograr la mayor decoloración posible. No todos los extractos crudos son capaces de llevar 
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a cabo el proceso, posiblemente a que se requiere peróxido de hidrógeno o el sistema 
productor de dicho compuesto (Vyas y Molitoris, 1995).  

Con respecto a la degradación de colorantes en medio líquido, se han evaluado 
infinidad de especies de hongos desde Ganoderma spp (De Souza-Silva, et al., 2005), P. 
ostreatus (Zhao, et al., 2006), P. chrysosporium (Asgher, et al., 2006), e incluso 
deuteromicetos tales como Pestalotiopsis guepinii (Nazareno-Saparrat y Hammer, 2006), 
dicha degradación puede ser llevada a cabo por mecanismo oxidativos como por sistemas 
alternos, mediante el citocromo P-450. La velocidad en la degradación es variable, como 
ocurre en medio sólido y dependerá del tipo de microorganismo, las condiciones de 
cultivo y la naturaleza del colorante estudiado, como ha sido demostrado utilizando a 
Phanerochaete chrysosporium y Pleurotus sajor-caju, cuando investigaron la 
degradación de colorantes tipo azo (Pereira y Durrant, 2001). De igual forma, se ha 
determinado que la presencia  de colorantes activa la maquinaria de síntesis de enzimas 
lignolíticas, entre ellas Lacasa, como fue observado por D’Souza-Ticlo, et al., (2006), en 
diversos tipos de efluentes; aunque en los resultados encontrados por Shin (2004), 
señalan que tanto la Lacasa como la LiP no estaban relacionadas con la decoloración del 
efluente analizado. Lo anterior es contrario a lo encontrado en el presente trabajo, dado 
que hubo un incremento substancial en la actividad de Lacasa.  

Si bien es cierto que en el medio de harina de soya se obtuvieron las actividades 
enzimáticas más elevadas, el estudio realizado por Moreira, et al., (2004), encontró que 
ambos procesos, decoloración y actividad enzimática elevada derivada de un medio de 
cultivo con alto contenido en nitrógeno, no estarían relacionados. Lo anterior podría ser 
explicado porque la decoloración podría ser un evento que sucede en cultivos con 
limitante de substrato, típicamente asociado a la secreción de las enzimas ligninolíticas y 
que el incremento en la actividad en medios ricos en nitrógeno es debido a una mayor 
concentración de biomasa derivada de dichas condiciones, aunque como se ha visto en 
estudios ya mencionados, no existe tampoco una correlación entre la biomasa y la 
actividad enzimática. Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente trabajo se 
observó que hubo una mayor biomasa en SMM que en el medio de glucosa así como una 
actividad enzimática superior, esto podría corroborar lo expuesto por Moreira, et al., 
(2004). 

Por otro lado y como se observó en los resultados con extracto crudo, si bien es 
cierto que se obtuvo una remoción de colorante a 50 y 60º C, cercana al 95%, cuando se 
hicieron los ensayos en el medio de cultivo, la decoloración fue completa. Lo anterior 
puede indicar que es necesaria la presencia del microorganismo, ya que a pesar de ser alta 
la actividad tanto de MnP como Lacasa, la decoloración no fue completa; resultados 
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similares a lo encontrado por Swamy y Ramsay (1999). Sin embargo, existen otros 
hallazgos que señalan la relación entre los altos niveles de actividad enzimática y la 
decoloración (Rodríguez, et al., 1999), lo anterior nuevamente indica que la respuesta a la 
presencia de colorantes así como la dada por los extractos crudos, depende de la 
procedencia del mismo.    

Algunos investigadores han planteado la posibilidad de utilizar la presencia de 
isoenzimas para identificar hongos pertenecientes a diferentes grupos entre ellos a los 
basidiomicetos, pues se espera que especies muy relacionadas presenten el mismo perfil, 
tal como ha sido determinado por Zervakis, et al., (2001). Estos investigadores 
encontraron que existen diferencias entre individuos pertenecientes a la misma especie y 
esta diferencia es dependiente del huésped. De la misma forma, Arana-Cuenca, et al., 
(2004), al estudiar hongos pertenecientes a la familia Polyporaceae, específicamente del 
género Trametes, encontró diferencias, lo anterior indicaría que son necesarios estudios 
más detallados para ser identificadas las cepas. Sin embargo, debe tenerse presente que la 
presencia de isoenzimas de Lacasa es un evento común entre los hongos de pudrición 
blanca, detectadas generalmente cuando están en contacto con inductores (Farnet, et al., 
2000), tal como fue observado en los resultados obtenidos, en donde en GMM solo se 
detectó una banda en los extractos crudos de ambos hongos (RVAN2 y RVAN12), 
mientras que en SMM se detectaron de 2 a 3. Lo anterior es similar a lo reportado para 
Pycnoporus cinnabarinus a partir de un cultivo adicionado con ácido ferúlico (Otterbien, 
et al., 2000), en el cual se encontraron dos isoenzimas, mientras que en P. ostreatus, 
dependiendo del medio, como lo determino Muñoz et al., (1997); Mansur, et al., (2003) y 
Palmieri, et al., (1997), se presentaron de 2 a 4 isoenzimas. Similar a lo encontrado en el 
presente trabajo, cuando los medios se suplementaron con diversos compuestos 
(inductores o potenciadores), lo que permitió la síntesis de dos a tres isoenzimas. Lo 
anterior, fue dependiente de la cepa y del medio de cultivo.  

Finalmente, existen diversos métodos utilizados para la identificación de 
microorganismos. En el caso de los basidiomicetos, estos están basados en la morfología 
del cuerpo fructífero. Sin embargo, la identificación morfológica de los diferentes hongos 
aislados de la madera es difícil y tediosa, sin considerar que muchos hongos que crecen 
en dicho sustrato no son cultivables bajo las condiciones de laboratorio (Johannesson y 
Stenlid, 1999). Además, aquellos hongos de pudrición al ser cultivados en placa petri no 
producen cuerpos fructíferos que proporcionen las características críticas para la 
identificación de género, familia y especie (Nobles, 1948).  

Por tal razón, en los últimos años se ha optado por herramientas de biología 
molecular que permitan una identificación real del microorganismo. Las regiones ITS son 
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utilizadas como blanco para el análisis filogenético, donde la variación de las secuencias 
entre especies son detectadas, ya que pequeñas variaciones se presentan entre la misma 
especie (Mitchell, et al., 1992), lo cual permite una identificación certera de los 
microorganismos analizados. Incluso, diferencias presentadas en la región ITS1 ha sido 
suficiente para diferenciar entre Aspergillus y Penicillimun (Gaskell, et al., 1997). Dichas 
regiones están disponibles para la identificación debido a que organismos desconocidos 
pueden ser identificados a nivel de especie o grupo de especies comparando las 
secuencias obtenidas con aquellas depositadas en bases de datos electrónicas (Horton y 
Bruns, 2001).  
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 
 
 
 
1.- Se estandarizó la técnica de aislamiento de hongos de pudrición blanca, obteniéndose 

23 aislados nativos de diferentes regiones de Nuevo León. 
2.- Del total de cepas, dos presentaron la mejor oxidación de los substratos en medio 

sólido, utilizando ABTS, Guaiacol y O-Anisidina. 
3.- En el medio de glucosa, GMM las mejores cepas fueron RVAN2  y RVAN12, 

mientras que en el caso de RVAN19 (S. commune), no se detectó actividad alguna. 
4.- Las diferentes concentraciones de glucosa mostraron diferencias altamente 

significativas con el control, por lo cual se decidió trabajar con 10 g/L, en ambas 
cepas probadas. 

5.- La glucosa junto con el acetato, fueron las mejores fuentes de carbono. La síntesis de 
Lacasa con ambas fuentes de carbono fue similar. 

6.- El sulfato de cobre 0.5 mM favoreció considerablemente la síntesis de Lacasa, 
mientras que en el resto de inductores probados mostraron una baja actividad 
similar a la encontrada en el medio sin la adición de los mismos. 

7.- De los dos medios de cultivo probados, el medio de harina de soya favoreció 
considerablemente la síntesis de Lacasa, Ligino Peroxidasa y Manganeso 
Peroxidasa, siendo mayor en RVAN12 que en la cepa control. 

8.- A diferencia del medio con glucosa, el sulfato de cobre, incremento más de 4 veces la 
actividad enzimática de Lacasa en RVAN12, mientras que el sulfato manganoso 
favoreció a la Manganeso Peroxidasa en RVAN2. 

9.- La estabilidad de los extractos crudos se vio afectada por la presencia de inductores 
así como por el proceso de extracción, variando dicha estabilidad de 2 hasta 98 h. 

10.- El pH óptimo obtenido para la Lacasa tanto de RVAN2 como RVAN12 fue de 2, 
mientras que para LiP fue de 5, en ambas cepas.  

11.- Los extractos crudos de RVAN2 fueron más estables a valores superiores a pH 6 
después de 24 h de incubación. Mientras que los provenientes de RVAN12, 
perdieron más del 90% de la actividad después de 24 h a partir de pH 9, tanto para 
la Lacasa como para la LiP. 
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12.- El incremento de la temperatura provocó un aumento considerable en la actividad de 
Lacasa y LiP, siendo el óptimo a 60 C para Lacasa y 80 C para LiP, en RVAN2. 
En el caso de RVAN12, fueron de 70 y de 40-50 C, respectivamente. 

13.- Ambas cepas, RVAN2 y RVAN12, fueron capaces de degradar colorantes de 
diferente naturaleza, reactivos, antraquinónicos y tipo azo, en medio sólido, similar 
a lo reportado para otras cepas. 

14.- Los extractos crudos obtenidos a partir del medio de harina de soya de ambas cepas, 
fueron capaces de decolorar el RBBR a pH 3, 6 y 7 y a temperaturas de 50-60 C, 
de un 85 a 95 %. 

15.- En los ensayos de decoloración en medio líquido se determinó que el sulfato de 
cobre no influyo en una mayor velocidad de transformación de colorante, 
alcanzándose la máxima al día 8. Sin embargo, la presencia del colorante 
incremento la actividad enzimática con respecto al medio adicionado de inductor, 
en ambas cepas. 

16.- En el medio de glucosa se detectaron dos isoenzimas en RVAN2 y una sola banda en 
RVAN12. 

17.- La adición de sulfato de cobre, permitió detectar tres isoenzimas, en ambas cepas 
nativas, tanto en GMM como en SMM. 

18.- La presencia de RBBR no favoreció la síntesis de isoenzimas en los extractos crudos 
de RVAN2; sin embargo, la combinación de RBBR y sulfato de cobre, favoreció la 
síntesis de 3 isoformas. Será necesario determinar si estas son diferentes a las 
presentadas en el medio solo con sulfato de cobre. 

19.- La combinación de RBBR y sulfato de cobre, por el contrario, indujeron la síntesis 
de dos isoenzimas en RVAN12. 

20.- La secuencia obtenida en el caso de RVAN2 es diferente a las reportadas en el 
genebanck, presentando una homología del 96%, considerando que se trata de una 
nueva especie. 

21.- RVAN12 fue identificada como hasta género (Trametes), debido a la alta homología 
que presentó tanto con Tramtes hirsuta y Trametes maxima (99%). 

 
 
 En base a las conclusiones anteriores, se plantean las siguientes recomendaciones: 
 
1.- Purificar los extractos crudos obtenidos a partir de los cultivos de ambas cepas, de 

forma que permitan caracterizar a las enzimas: Lacasa, LiP y MnP. 
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2.- Optimizar la producción de las enzimas mediante el uso de otros compuestos y su 
combinación, así como otros susbtratos que permitan hacer mas atractivos a los 
hongos de pudrición nativos, aislados en Nuevo León. 

3.- Utilizar tanto los cultivos como en la degradación de efluentes textiles y otros 
contaminantes no menos importantes e implementar una estrategia viable que 
permita disminuir sus efectos al ambiente. 

4.- Diseñar el proceso mas indicado para la aplicación de los hongos y/o sus extractos 
crudos a nivel planta piloto. 
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