7. Estudio de produccion de lacasa con un hongo
del género Ganoderma

OswaLDO GuzMAN Lopez *
STEPHANIE HERNANDEZ GONZALEZ **
GuILLERMO MENDOZA CERVANTES **¥
CitLALY ANELY MARTINEZ PEREZ ****

DOI: https://doi.org/10.52501/cc.425.07

Resumen

Las enzimas lacasas obtenidas de hongos ligninocelulésicos tienen potencial
en diversos procesos industriales y biotecnoldgicos. La cepa Ganoderma sp.
GV8]1, perteneciente al grupo de hongos de pudricién blanca, es produc-
tor de lacasas, sin embargo, su rendimiento requiere ser optimizado para
producciones a mayor escala. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la
actividad lacasa de la cepa GV81len cultivo solido y liquido, determinando
cualitativamente la actividad enzimatica y cuantificando su produccion,
estableciendo las condiciones de cultivo 6ptimas de pH, sustrato e inductor.
Se realizaron ensayos cualitativos en medio ABTSs, calculando el Indice de
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Potencia (1p). La producciéon enzimatica se cuantificé a través de ensayos
espectrofotométricos en fermentacion liquida. La optimizacidn se llevo a
cabo mediante un disefio experimental Box-Behnken, evaluando pH (3,
5, 7), sustrato (glucosa, paja de trigo y cereal) y concentraciones de Cu**
(0.5, 1, 1.5 mM). Se detecto actividad lacasa cualitativamente con un 1p
maximo de 0.60. En fermentacion liquida, la actividad méxima se alcanzd
alos 12 dias (161.60 U/L). El andlisis estadistico identific al sustrato como
el factor mas significativo. La combinacién 6ptima para el sustrato cereal
fue pH 7y 0.5 mM de Cu™, incrementando la produccion enzimatica en un
71 % respecto a la combinacidn estdandar. La cepa GV81 demostrd un alto
potencial para la produccion de lacasa. La optimizacion estadistica permitid
identificar condiciones de cultivo especificas que mejoran significativamente
el rendimiento enzimatico, sentando las bases para su posible aplicacion
biotecnoldgica.

Palabras clave: Enzimas, cultivos, sustratos, optimizacion

Introduccion

El género Ganoderma (Basidiomycota) es mundialmente reconocido por su
capacidad para producir un complejo enzimatico ligninolitico, que posee
la capacidad de degradar la lignocelulosa, rompiendo las estructuras
aromaticas, y sus enlaces a través de reacciones oxidativas. Dentro de
las enzimas que conforman este complejo destaca la lacasa (ec 1.10.3.2),
esta metaloenzima que utiliza oxigeno molecular para oxidar una am-
plia gama de sustratos fendlicos y no fendlicos, ha cobrado relevancia
en sectores de la industria textil, papelera, alimentaria, cosmética,
farmacéutica y en procesos de deslignificacién (Suryadi et al., 2022;
Anothai y Chairin, 2024). Es considerada esta enzima como un bio-
catalizador valioso, su capacidad para degradar diversos compuestos
organicos téxicos y contaminantes ha ocasionado interés en su uso
para mejorar la calidad del medio ambiente y promover el bienestar
humano. Esta versatilidad ha generado que los enfoques de su incor-
poracién a procesos industriales se hayan diversificado, sobre todo
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destinados a la biorremediacion (Fasim ef al., 2020). La produccién de la
enzima lacasa es un proceso complejo que requiere condiciones especifi-
cas de cultivo y nutrientes para que los organismos puedan producir
la enzima de manera eficiente. Pese a las ventajas que puede aportar, las
condiciones de cultivo actuales, como los hongos de pudricion blanca, no
son del todo eficientes y su costo de produccion ralentizan su aplicacion
a gran escala (Arvizu de Leon et al., 2023).

La produccion de lacasa a nivel industrial se ve limitada por la baja
produccién enzimatica y los altos costos de los medios de cultivo ba-
jo condiciones estandares. Por ello, la optimizacién de parametros de cultivo
mediante herramientas estadisticas, como la Metodologia de Superficie
de Respuesta (RsM), se ha convertido en una estrategia fundamental para
incrementar la productividad y viabilidad econémica de estos procesos
(Fasim et al., 2020; Balakrishnan et al., 2021).

La cepa Ganoderma sp. GV81, aislada y conservada en el Centro de
Investigacion en Micologia Aplicada (cima) de la Universidad Veracruzana,
representa un recurso valioso para la exploracion de su potencial enzimatico.
Por lo anterior, este estudio se plante6 evaluar la actividad lacasa de la cepa
GV8I1 en caja de Petriy en fermentacion liquida. Los objetivos especificos
fueron: 1) Determinar la actividad lacasa mediante ensayos cualitativos por
halos de oxidacidn, 2) Cuantificar la actividad enzimatica en fermentacion
liquida, y 3) Encontrar las condiciones éptimas (pH, inductor y sustrato)
para mejorar el rendimiento enzimatico. Se parti6 de la hipotesis de que
la cepa GV81 presentaria actividad lacasa en ambos sistemas de cultivo y
que seria posible optimizar las condiciones para maximizar su produccion.

Materiales y métodos

Material bioldgico y reactivacion

La cepa Ganoderma sp. GV81 fue proporcionada por la coleccion del cima.
Para su reactivacion, se resembro en cajas de Petri con Agar Papa Dextrosa

(PDA) y se incubd a 27 £ 1 °C durante 7 dias en oscuridad (Nguyen et al.,
2023).
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Medio de cultivo

Se utiliz6 un medio basal (Chan-Cupul et al., 2016) suplementado se-
gun el ensayo. Para los ensayos cualitativos en sélido, se afadié glucosa
(10 g/L), agar (20 g/L) y aBTs (0.2 g/L). Para la fermentacidn liquida, se
suplement6 con extracto de levadura (0.5 g/L) y se emplearon distintos
sustratos de optimizacién: glucosa, paja de trigo o cereal comercial (20
g/L cada uno). Todos los medios se esterilizaron en autoclave a 121 °Cy
1.5 atm durante 15 min.

Determinacion cualitativa de la actividad lacasa

Se inocularon discos de micelio (5 mm) en el medio sélido con ABTS y
se incubaron a 27 + 1 °C. La formacion de halos verde-azulados se consi-
der6 positiva para la actividad lacasa (Cupul et al., 2016). Durante 5 dias se
midi6 el crecimiento micelial y el didmetro del halo, calculando el Indice
de Potencia (Hernandez-Gonzélez et al., 2025).

Diametro del halo observado
IP = — — .
Diametro micelial de crecimiento

Fermentacidn liquida y cuantificaciéon enzimatica

Los ensayos se realizaron por triplicado en matraces de 250 mL con 100
mL de medio. Se inocularon con 3 discos de micelio y se incubaron a 27
+ 1 °C con agitacion a 140 rpm durante 12 dias. Diariamente, se tomd
el sobrenadante como extracto enzimatico crudo. La actividad lacasa se
cuantifico espectrofotométricamente a 405 nm usando ABTS 3 mM como
sustrato en buffer acetato de sodio (pH 4.5). Una unidad de actividad (U) se
definié como la cantidad de enzima que oxida 1 umol de ABTS por minuto
(Shrestha et al., 2016).
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Diseno experimental para la optimizacién

Se empled un disefio Box-Behnken con tres factores en tres niveles: pH (3,
5,7), sustrato (paja de trigo, glucosa, cereal) y concentracién de Cu®* (0.5,
1, 1.5 mM), generando 13 ensayos (tabla 7.1) con 3 repeticiones cada uno
(45 experimentos totales). El analisis estadistico (ANOvA) y la generacion
del modelo se realizaron con Minitab® v.2025.

Tabla 7.1. Ensayos disefiados mediante el método Box-Behnken considerando los factores

estudiados
Ensayo pH Cu*?*(mM) Sustrato (2g/L)

1 3 0.5 Glucosa

2 3 1.5 Glucosa

3 3 1 Paja de trigo
4 3 1 Cereal

5 5 0.5 Paja de trigo
6 5 1.5 Paja de trigo
7 5 0.5 Cereal

8 5 1.5 Cereal

9 5 1 Glucosa
10 7 0.5 Glucosa
1 7 1.5 Glucosa
12 7 1 Paja de trigo
13 7 1 Cereal

Fuente: Elaboracién propia

Resultados y discusion
Ensayos cualitativos y crecimiento micelial

La cepa GV81 mostro actividad lacasa cualitativa confirmada por la for-
macion de halos de oxidacién verde-azulados a partir del tercer dia de
incubacién. El Indice de Potencia (1p) aumenté progresivamente, alcanzando
un valor maximo de 0.60 al quinto dia (tabla 7.2). Este método, si bien es
eficiente para una preseleccion rapida, debe complementarse con ensayos
cuantitativos, ya que un 1p alto no siempre se correlaciona con una alta
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produccidn en sistemas de fermentacion liquida, como se ha observado
en otros estudios (Bustamante et al., 2017).

Tabla 7.2. Actividad enzimdtica de la lacasa de Ganoderma sp. GV81 en caja de Petri.

Dia Crecimiento micelial Halo P
(cm) (cm)
0 0.70 (+ 0.0) 0.00(+ 0) 0.00
1 0.85 (+ 0.05) 0.00 (£ 0) 0.00
2 1.50 (£ 0.08) 0.00 (£ 0) 0.00
3 2.13(x0.12) 1.15(x0.12) 0.53
4 2.70 (£ 0.16) 1.43 (£ 0.25) 0.54
5 3.25(+0.20) 1.95 (+ 0.45) 0.60

Fuente: Elaboracién propia

Optimizacion de la produccion de lacasa
en fermentacion liquida

La actividad enzimatica se detectd a partir del quinto dia, con el pico maximo
en el dia 12. Los ensayos que emplearon cereal como sustrato (ensayos 7, 8
y 13) mostraron las actividades mas sobresalientes, destacando el ensayo
12 con 161.60 U/L (tabla 7.3).

Tabla 7.3. Plan de muestreo y resultados de acuerdo con el disefio de Box-Behnken para la
optimizacién de la actividad enzimatica.

2 Actividad Actividad enzimdtica
. Cu Sustrato Lo .
Experimento pH (mM) (5a/L) enzimdtica predicha
g (L) (L)

1 3 0.5 Glucosa 11.35 4.898

2 7 0.5 Glucosa 12.25 19.955

3 3 1.5 Glucosa 11.15 9.293

4 7 1.5 Glucosa 3.05 7.199

2 3 1 Paja de trigo 3.60 8326

6 7 1 Paja de trigo 5.07 3.238
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7 3 1 Cereal 18.10 23916
8 7 1 Cereal 118.20 83.096
9 5 0.5 Paja de trigo 42.45 43.854
10 5 1.5 Paja de trigo 40.35 33.163
1 5 0.5 Cereal 140.35 155.373
12 5 1.5 Cereal 161.60 149.027
13 5 1 Glucosa 4.85

14 5 1 Glucosa 5.00 5.560
15 5 1 Glucosa 6.85 5.560
16 3 0.5 Glucosa 12.70 4.898
17 7 0.5 Glucosa 19.20 19.955
18 3 1.5 Glucosa 16.20 9.293
19 7 1.5 Glucosa 2.40 7.199
20 3 1 Paja de trigo 3.10 8.326
21 7 1 Paja de trigo 5.62 3.238
22 3 1 Cereal 16.23 23.916
23 7 1 Cereal 118.85 83.096
24 5 0.5 Paja de trigo 43.20 43.854
25 5 1.5 Paja de trigo 50.50 33.163
26 5 0.5 Cereal 123.20 155.373
27 5 1.5 Cereal 151.30 149.027
28 5 1 Glucosa 5.10 5.560
29 5 1 Glucosa 4.90 5.560
30 5 1 Glucosa 5.25 5.560
31 3 0.5 Glucosa 11.30 4.898
32 7 0.5 Glucosa 13.25 19.955
33 3 1.5 Glucosa 12.50 9.293
34 7 15 Glucosa 2.25 7.199
35 3 1 Paja de trigo 3.10 8.326
36 7 1 Paja de trigo 5.50 3.238
37 3 1 Cereal 17.85 23916
38 7 1 Cereal 131.70 83.096
39 5 0.5 Paja de trigo 42.95 43.854
40 5 15 Paja de trigo 41.25 33.163
41 5 0.5 Cereal 122.50 155.373
42 5 1.5 Cereal 141.75 149.027
43 5 1 Glucosa 6.10 5.560

Fuente: Elaboracion propia
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El aANova del modelo de superficie de respuesta reveld que el modelo
cuadratico fue altamente significativo (p < 0.000) y explicé el 92.14% de la
variabilidad en la actividad enzimdtica (R*> = 0.9214). El factor mas influ-
yente fue el sustrato (p = 0.000), seguido de sus efectos cuadraticos y las
interacciones con el pH (tabla 7.4).

Tabla 7.4. ANOVA de la metodologia de superficie de respuesta para la produccién de lacasa.

Fuente GL ci‘;’;;gzs Cl::gg;;os Valor F Valor P
Modelo 9 438153 4.8684 45.60 0.000
Lineal 3 14.0996 4.6999 44.03 0.000
pH 1 0.7038 0.7038 6.59 0015
Cu 1 0.1332 0.1332 125 0272
Sustrato 1 13.2625 13.2625 124.24 0.000
Cuadrado 3 27.0701 9.0234 84.53 0.000
pH*pH 1 2.8842 2.8842 27.02 0.000
Cu*Cu 1 6.8672 6.8672 64.33 0.000
Sustrato* 1 16.9275 16.9275 15857 0.000
'”t;;zzﬂ)?zsde 3 26456 0.8819 8.26 0.000
pH*Cu 1 0.7009 0.7009 6.57 0015
pH*Sustrato 1 1.9180 1.9180 17.97 0.000
Cu*Sustrato 1 0.0267 0.0267 025 0620
Error 35 3.7363 0.1068
F;;Eastie 3 35339 1.1780 186.27 0.000
Error puro 32 0.2024 0.0063
Total 44 475516

Fuente: Elaboracién propia

El andlisis predijo puntos 6ptimos diferentes para cada sustrato (Tabla
7.5). Sin embargo, los resultados experimentales demostraron que la com-
binacién que generd la maxima actividad (161.60 U/L) fue el cereal en
condiciones de pH 7.0 y 0.5 mM de Cu*?. Esta combinacion optimizada
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permitio un incremento del 71% en la produccién enzimatica respecto al
cultivo en condiciones estandar (94.39 U/L).

Tabla 7.5. Puntos dptimos generados por el modelo estadistico de acuerdo con el factor sustrato.

Sustrato pH Cu*? (mM) (mM)
Glucosa 5 1.5
Paja de trigo 5 1.5
Cereal 7 0.5

Fuente: Elaboracion propia

Estos resultados se observan en las graficas de superficie y de con-
torno que detallan el comportamiento de los factores y sus interacciones
(figura 7.1).

Figura 7.1. Grdfico de superficie (A) y de contorno (D), para la actividad enzimdtica de la lacasa en
funcion de los factores nivel de Cu*2 (mM) y pH, manteniendo el tercer factor (sustrato) fijo en el
nivel 0. Grdfico de superficie (B) y de contorno (E), para la actividad enzimdtica de la lacasa en
funcién de los factores sustrato y pH, manteniendo el factor nivel de Cu*2 (mM) en el nivel 1. Grdfico
de superficie (C) y de contorno (F), para la actividad enzimdtica de la lacasa en funcién de los
factores sustrato y Cu*?(mM), manteniendo el factor nivel de pH en el nivel 5.

Grifica de superficie de AE vs. Cu, pH Grifica de contorno de AE vs. Cu, pH
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-
Grifica de superficie de AE vs. Sustrato, Cu Grifica de contorno de AE vs. Sustrato, Cu
Vakores fjoe

EEGBessn

Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo con el modelo estadistico desarrollado, el factor que generd
mayor influencia sobre la produccién enzimatica de la lacasa, es el sustrato.
De los tres distintos sustratos incorporados en el experimento (paja de trigo,
glucosa y cereal), se obtuvieron distintas respuestas en sus interacciones con
los demas factores. A lo largo de la ejecucion del procedimiento experimental,
el cereal demostro ser el sustrato mas eficiente y con mejor rendimiento para
la optimizacién de la produccidn enzimatica, alcanzando los niveles mas
altos durante sus ensayos, siendo su respuesta mas alta de 161.6 U/L alos 12
dias (ensayo 8), 146.6 U/L alos 11 dias (ensayo 7) y de 144.85 U/L el dia 10
(ensayo 13). Dentro de los sustratos lignoceluldsicos disponibles, el cereal
(salvado de trigo) destaca como una opcién ampliamente documentada por
su perfil nutricional equilibrado. Este residuo agricola posee una elevada
proporcion de celulosa, hemicelulosa, proteinas y lignina, ademas de ser rico
en factores de crecimiento y vitaminas (Revankar et al., 2007).

La induccién enzimatica sobresaliente del cereal como sustrato concuer-
da con la literatura, ya que su compleja composicién de lignina, celulosa,
hemicelulosa y nutrientes actiia como un inductor eficaz de las enzimas lig-
ninoliticas (Revankar et al., 2007; Fang et al., 2015). El pH 6ptimo de 7.0,
aunque ligeramente superior al rango acido tipico (4.0 - 5.0) para lacasas
fungicas, se ha mencionado en estudios que reportan una produccion elevada
en condiciones neutras a ligeramente alcalinas para ciertas cepas (Si et al.,
2021). La baja concentracion 6ptima de Cu®* (0.5 mM) sugiere que, si bien
este i6n es un cofactor esencial, concentraciones mas altas pueden tener un
efecto inhibitorio, activando posiblemente mecanismos de defensa fingicos
(Bagewadi et al., 2017).
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Estudios previos han demostrado la eficacia del salvado de trigo para indu-
cir la sintesis de lacasa en distintas especies fungicas. Por ejemplo, Revankar
et al. (2007) observaron resultados similares con cepas de Ganoderma sp.
en fermentacion solida. Asimismo, Ganoderma lucidum 77002 fue capaz de
producir tres isoenzimas de lacasa con una actividad total de 141.1 U/L en
tan solo seis dias en fermentacion liquida, utilizando una combinacién de
salvado de trigo y polvo de mani como fuente energética (Fang et al., 2015).
La funcionalidad del salvado de trigo como sustrato no se limita a cultivos a
pequena escala, Songulashvili et al. (2015) reportaron una actividad de 416.4
U/mL de lacasa en una escala piloto de 120 L mediante fermentacion liquida
utilizando Cerrena unicolor, lo que evidencia la viabilidad del salvado de trigo
para aplicaciones industriales en biotecnologia fiingica.

La produccién enzimatica a gran escala mediante el uso de residuos
agricolas se ha consolidado como una estrategia eficiente y sostenible. Esta
modalidad ofrece multiples ventajas técnicas y econdmicas, tales como un
mayor crecimiento fingico sobre sustratos lignocelulésicos en condiciones de
humedad controlada, elevadas concentraciones de biomasa y producto, menor
consumo energético, bajo requerimiento de inversion, escasa generacion de
residuos, simplicidad en el disefio de equipos y una recuperacion eficiente del
producto (Bagewadi et al., 2017).

Conclusion

Este estudio demuestra que la cepa Ganoderma sp. GV81 es una productora
eficiente de la enzima lacasa. Se logré detectar y cuantificar su actividad en
ambos tipos de cultivo. La aplicacion de la metodologia de superficie de
respuesta permiti6 identificar con precision las condiciones de cultivo que
maximizan su produccion. El uso de cereal (salvado de trigo) como sustrato,
en combinacién con un pH de 7.0 y una concentracién de 0.5 mM de Cu*?,
incrementa significativamente el rendimiento enzimatico. Estos resultados
no solo validan la hipétesis planteada, sino que también posiciona a la cepa
GV81 como un microorganismo prometedor para futuras aplicaciones bio-
tecnoldgicas.
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