
sustratos que contienen lignina y compuestos fenólicos 

[4,9,21]. Entre las enzimas más ampliamente estudiadas se 

encuentra la lacasa (EC 1.10.3.2), la cual  ha mostrado 

participar activamente en la descomposición de la 

lignocelulosa, así como en la detoxificación del sustrato [3,5-

7,13]. Esta enzima está asociada con una rápida adaptación 

del hongo a un nuevo sustrato, así como en la producción de 

metabolitos que impiden y/o disminuyen la competencia de 

mohos antagonistas [14,22]. La secreción de lacasa se ha visto 

incrementada en los cultivos contaminados con el moho 

Trichoderma, formando una línea oscura donde ocurre una 

Introducción 

Al género Pleurotus se adscriben diversas especies 

comestibles de hongos. El interés en cultivarlas en residuos 

agroindustriales se basa, no sólo en sus propiedades 

organolépticas y nutrimentales, sino además, en su 

reconocida capacidad biodegradativa  [13,17,22]. Las 

especies de Pleurotus tienen capacidad de secretar diversas 

oxidasas y fenoloxidasas lo que les permiten crecer en 

Effect on laccase and biomass production by Pleurotus spp. cultures in 
the presence of soluble lignin and phenols derivatives

Abstract. Biomass mycelial rate and laccase activity by thirty Pleurotus strains were 

evaluated during two successive cultures on three culture media: malt extract agar 

(AEM), yeast and malt extract agar with induline (AEML-DSL) and coffee pulp agar (APC). 

The strains presented variable results, although in general they increased biomass rate 

on AEML-DSL, while the APC medium favoured laccase activity, in comparison with AEM 

cultures. The strains of P. ostreatus and P. pulmonarius presented more biomass rate 

than the strains of P. djamor, but the latter reached more laccase activity, therefore this 

species has a high potential capacity  through  substrate biodegradation.

Key words: Pleurotus djamor, Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius, lacasse, 

biomass rate,  culture media.

Resumen. Se cuantificó la variabilidad en la producción de biomasa y lacasa de 30 

cepas de Pleurotus, durante dos cultivos sucesivos en tres medios cultivo: agar con 

extracto de malta (AEM), agar con pulpa de café (APC) y agar con extracto de malta, 

levadura e indulina (AEML-DSL). Las cepas presentaron variabilidad en los resultados, 

aunque en general los cultivos en AEML-DSL incrementaron los valores en ambos 

parámetros, mientras que en APC sólo se incrementó la actividad de la enzima, en 

comparación con los cultivos en AEM. Las cepas de P. ostreatus y P. pulmonarius 

presentaron mayor biomasa que las cepas de P. djamor, pero éstas tuvieron mayor 

actividad de lacasa, lo que indica la potencialidad de esta especie en el proceso 

biodegradativo del  sustrato.

Palabras clave: Pleurotus djamor, Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius, lacasas, 

biomasa micelial, medio de cultivo.
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mayor actividad de la enzima, y consecuentemente, se logra 

inhibir el crecimiento del contaminante [2,20]. Por lo tanto, se 

considera que la inducción de la lacasa favorece una más 

rápida adaptación a un nuevo sustrato y una mejor 

competitividad a otros microorganismos. 

En otras especies cultivadas de hongos comestibles 

como Lentinula edodes, la habilidad de producir lacasa se ha 

relacionado con la presencia de derivados solubles de lignina 

en el medio de cultivo, lo que ha permitido realizar selección 

de cepas basándose en esta característica [12]. Es por ello que 

en este trabajo se estudió el comportamiento de diversas cepas 

de Pleurotus en medios suplementados con derivados 

solubles de lignina y extractos solubles de pulpa de café, este 

último un sustrato altamente recomendado para el cultivo del 

hongo [8,10,21], con la finalidad de comparar la capacidad de 

producción de biomasa y la secreción de la enzima bajo las 

diferentes condiciones evaluadas y proponer un método de 

selección de cepas en el laboratorio, basándose en 

características de adaptación fisiológica del hongo. 

Materiales y métodos

Cepas y medios de cultivo

En el estudio se emplearon 30 cepas de Pleurotus de 

procedencia diversa. Ocho de las cepas corresponden a la 

especie P.  ostreatus, de las cuales dos provienen de Europa, 

una de China, una de Japón, y cuatro fueron seleccionadas de 

programas de entrecruzamiento genético desarrollados 

previamente en nuestro laboratorio. Once cepas corresponden 

a P. pulmonarius, cinco de las cuales provienen de Europa, 

dos de  E.U.A., una de Japón y tres del laboratorio. Las once 

cepas restantes están identificadas como P. djamor, dos de 

ellas provienen de Cuba, una de Japón, dos de México y seis 

del laboratorio. Todas las cepas están depositadas en el 

Cepario de Hongos Comestibles del Instituto de Ecología 

(Xalapa, México). Para llevar a cabo el estudio, las cepas 

Resultados

Los resultados de producción de biomasa se presentan en la 

Tabla 1. Las cepas de Pleurotus djamor cultivadas en el  

medio AEM presentaron entre 21.2 a 41.1 mg/ml de biomasa 

micelial en los cultivos C1, con un promedio de 30.5 mg/ml, 

mientras que en la resiembra C2 los valores fluctuaron entre 

19.6 a 41.2 mg/ml, con un promedio de 34.3 mg/ml. Cuando 

las cepas se desarrollaron en AEML-DSL, los intervalos de 

biomasa micelial fluctuaron entre 40 a 62.5 mg/ml en C1, y de 

50.9 a 62.5 mg/ml en C2, con promedios de 49.7 y de 62.7 

mg/ml, respectivamente; mientras que en APC se 

cuantificaron entre 3.9 a 16.7 mg/ml de biomasa en C1 y de 3 a 

18.7 mg/ml en C2, con promedios de 7.9 y de 11.2 mg/ml.  El 

análisis de varianza de los promedios de todas las cepas de P. 

djamor  por medio de cultivo y resiembra, mostró diferencias 

significativas entre las condiciones estudiadas, apreciándose 

de manera general que los cultivos desarrollados en AEML-

DSL , así como los correspondientes a la resiembra C2,  

favorecieron el  incremento de producción de biomasa 

micelial. En las cepas de P. ostreatus,  la biomasa cuantificada 

en los cultivos de AEM varió entre 29.5 a 48 mg/ml en C1, con 

promedio de 38.4 mg/ml, y de 37.9 a 45.8 mg/ml  en C2, con 

promedio de 42.5 mg/ml. En la condición de AEML-DSL, la 

biomasa cuantificada en la resiembra C1 pesó entre 51.3 a 

90.4 mg/ml, alcanzando un promedio de 74.7 mg/ml, 

mientras que en la resiembra C2 fue entre 59.1 a 83.9 mg/ml, 

alcanzando un promedio de 73.3 mg/ml. En el medio APC,  la 

biomasa desarrollada en los cultivos C1 pesó entre  9.6 a 19.2 

mg/ml,  y en C2 entre 15.7 a 22.5 mg/ml, con promedios de 

15.5 y 19.9 mg/ml, respectivamente.  El análisis estadístico 

aplicado a los resultados obtenidos por todas las cepas de P. 

ostreatus para cada tratamiento indicaron que los cultivos en 

AEML-DSL incrementaron significativamente la biomasa de 

las cepas, siendo estadísticamente diferentes a los otros 

medios evaluados; mientras que la utilización de resiembras 

sucesivas sólo favoreció el incremento significativo de la 

fueron mantenidas en agar con extracto de malta (Bioxon)  a  

28°C.  

Preparación de los medios de cultivo

El medio de agar con extracto de malta y levadura, 

suplementado con los derivados solubles de lignina (AEM-

DSL), se preparó siguiendo la técnica de Mata et al. [12], 

utilizando indulina alcalina AT (Sigma Chemical Co.). Tres g 

de indulina fueron disueltos en 800 ml de agua destilada, 

calentándose con agitación constante hasta lograr  la 

ebullición. La suspensión fue filtrada a través de papel filtro 

Whatman No. 1, y al filtrado obtenido se le determinó la 

concentración de fenoles, utilizando el reactivo de Folin  

Ciocalteu. Conocida la concentración de fenoles, la solución 

fue ajustada a 2 nM/l de fenoles y entonces, fueron disueltos el 

extracto de levadura (0.2%), el extracto de malta (2 %)y el 

agar bacteriológico (1.5 %). El agar con derivados solubles de 

pulpa de café (APC) fue preparado a partir de una solución de 

pulpa de café molida disuelta en agua destilada (2%). La 

suspensión obtenida fue ajustada a un concentración de 2 

nM/l de fenoles hidrosolubles y posteriormente se le adicionó 

agar bacteriológico (1.5%). El agar con extracto de malta o 

medio de cultivo testigo, fue preparado disolviendo en agua 

destilada extracto de malta (1%) y  agar bacteriológico 

(1.5%). 

Resiembra de las cepas

Se preparó un pre-inóculo de cada cepa en el medio AEM. 

Después de 7 días de incubación, discos de micelio ( 7 mm de 

Ø) del pre-inóculo fueron colocados en la parte central de 

cada caja de Petri conteniendo los diferentes medios de 

cultivo, estos cultivos fueron identificados como C1. Una 

semana después, discos de micelio de los cultivos C1 fueron 

utilizados para la inoculación de los cultivos C2, que se 

incubaron por 7 días más. En todos los casos, las muestras se 

incubaron a 28°C, en la oscuridad. 

Cuantificación de biomasa micelial

Para esta prueba, los tres medios de cultivo fueron preparados 

sin agar bacteriológico. La siembra fue a partir de discos de 

micelio colocados en frascos conteniendo 6 ml de cada medio 

de cultivo líquido estéril. Después de 7 días de incubación, la 

biomasa se determinó  pesando el micelio retenido en papel 

filtro, secado a peso constante. El contenido micelial 

alcanzado se expresó en mg de micelio por ml de medio de 

cultivo utilizado.

Medición de la actividad de lacasa 

Se siguió la metodología de Niku-Paavola et al. [16] 

modificada por Mata et al. [12], y consistió en tomar un disco 

de micelio (7 mm de Ø) de la periferia de la caja de Petri de 

cada cepa y colocarlo en un tubo conteniendo 1.5 ml de ácido 

2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina6-sulfónico (ABTS) al 

2%, disuelto en buffer de acetato de sodio 0.1 M, pH 5. Las 

muestras se incubaron 15 min a 30°C. La concentración de la 

solución recuperada de ABTS fue leída a una longitud de onda 

de 436 nm. Una unidad de actividad de lacasa fue expresada 

como 1 µmol de ABTS oxidado por min por disco de micelio 

y fue calculado utilizando el valor de absorbancia molar de  = 

-1 -129300 M cm

Análisis estadístico

Para cada una de las condiciones, resiembras y medios de 

cultivo evaluados, se hicieron 10 réplicas por cepa. A los datos 

obtenidos se aplicó el análisis de varianza con un diseño 

completamente al azar y posteriormente se aplicó la prueba de 

comparación de rangos múltiples de Tukey (p<0.05). Además 

se realizó un análisis de correlación entre la producción de 

biomasa y lacasa alcanzada en cada resiembra,  entre las 

cepas de cada especie de Pleurotus estudiada.
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biomasa cuando las cepas se desarrollaron en los medios 

AEM y APC. Las cepas de P. pulmonarius cultivadas en AEM 

presentaron biomasas entre 25.1 a 43.7 mg/ml en C1, y de 

29.1 a 41.3 mg/ml en C2, con promedios de 34.1 y de 34.9  

mg/ml. En el medio AEML-DSL  se alcanzaron pesos entre 

57.5 a 80.4 mg/ml en C1, y de 60.7 a 86.6 mg/ml en C2, con 

promedios de 64.1 y de 69.8 mg/ml; y en APC de 6.4 a 19.5 

mg/ml en C1, con media de 12.5 mg/ml, y de 10.9 a 20.9, con 

promedio de 17.3 mg/ml, en C2.  El análisis del promedio de 

todas las cepas de P. pulmonarius en cada tratamiento mostró 

diferencias, siendo significativas entre los diferentes medios 

de cultivo y la resiembras en los medios AEML-DSL y APC. 

Al igual que P. djamor y P. ostreatus, P. pulmonarius 

incrementó significativamente su biomasa cuando se 

desarrolló en el medio AEML-DSL (Tabla1).

Con respecto a la producción de lacasa (Tabla 1), las 

actividades de las cepas de P. djamor cultivadas en AEM 

variaron de 1.7 a 9.1 U/disco en C1, y de 1.9 a 9.5 U/disco en 

C2, con promedios de 4.5  y de 3.5 U/disco. En el medio de  

AEML-DSL, los valores fluctuaron entre 1.9 a 15.4 U/disco 

en C1, y de 1.5 a 17.6 U/disco en C2, con medias de 7.2 y 5.8; 

mientras que en APC variaron de 0.5 a 6.5 U/disco en C1, y de 

1.1 a 3.7 U/disco en C2, con promedios de 3.2  y 2.5  U/disco, 

respectivamente.  El análisis de varianza del promedio de 

todas las cepas de P. djamor  en los diferentes tratamientos 

evaluados indicó diferencias, siendo significativas entre los 

medios de cultivo y entre las resiembras, correspondiendo a 

los cultivos de AEML-DSL y de C1 los valores más altos. 

Referente a la especie P. ostreatus,  las cepas presentaron 

actividades en AEM entre 0.06 a 1.12 U/disco en C1, y de 0.2 

a 0.8 U/disco en C2, con promedios de 0.5  y de 0.4 U/disco; 

cuando se las cepas se cultivaron en AEML-DSL alcanzaron 

entre 1.1 a 5.3 U/disco en C1, y de 0.7 a 2.8 U/disco en C2, con 

promedios de  1.8 y 1.3 U/disco. En el medio APC los valores 

fluctuaron entre 1.1 a 2.1 U/disco en C1 y de 0.2 a 1.6 U/disco, 

con promedios de 1.6  y 0.9 U/disco, respectivamente. El 

análisis de varianza realizado con los promedios de todas las 

de laboratorio con otras especies comerciales de Pleurotus. 

Con los resultados obtenidos en el presente estudio, P. djamor  

se muestra como un hongo con alto potencial para su 

aprovechamiento en  procesos de delignificación de 

sustratos, aunque se requieren más estudios para purificar y 

caracterizar la lacasa  que produce esta especie.

Por otra parte, la mayoría de las cepas incrementaron 

sus valores de biomasa micelial en la resiembra C2, lo que 

mostró que para este parámetro de evaluación, el uso de dos 

cultivos sucesivos favoreció la capacidad del hongo a la 

formación de un mayor número de células fúngicas. En 

contraposición, la producción de lacasa no se vió 

incrementada durante la segunda resiembra, por lo que se 

considera que la capacidad adaptativa de cada cepa fue 

variable y mayoritariamente expresada de manera temprana.  

Con respecto al análisis estadístico de correlación (Tabla 2), 

todas las condiciones produjeron correlaciones positivas, 

cepas indicó diferencias entre los medios de cultivo y las 

resiembras. Bajo las condiciones estudiadas, las cepas de P. 

ostreatus presentaron valores similares de actividad 

enzimática en AEML-DSL y APC, diferenciándose 

significativamente de los valores alcanzados en AEM. En 

general, la mayor actividad de la enzima correspondió a los 

cultivos de la resiembra C1 (Tabla 1). 

En las cepas de P. pulmonarius,  la actividad 

enzimática en AEM varió de 0.6 a 2.9 U/disco en C1, y de 0.5 a 

2.1 en C2, con promedios de 1.3 y 1.1  U/disco; mientras que 

en AEML-DSL fueron de 1 a 3 U/disco en C1 y de 1.1 a 2.5, 

con medias de 1.9 y 1.6 U/disco. Para los cultivos  en APC, los 

valores de alcanzados fueron de 0.6 a 2 U/disco en C1 y de 0.3 

a 2.1 U/disco en C2, con promedios de 1.3 U/disco para ambas 

condiciones. El análisis de varianza del promedio de todas las 

cepas indicó diferencias entre los medios de cultivo y las 

resiembras cuantificadas en los medios AEM y AEML-DSL. 

Como en los resultados de las especies anteriores, las mayores 

actividades enzimáticas se presentaron en la resiembra C1 y 

los cultivos del medio AEML-DSL (Tabla 1).

Discusión

En general las cepas tuvieron la capacidad de aprovechar las 

fuentes energéticas para la producción de biomasa, 

especialmente cuando el medio de cultivo fue suplementado 

con indulina. En cuanto a los derivados fenólicos de la pulpa 

de café, se considera que el hongo fue capaz de utilizar los 

nutrientes presentes en el medio, pero inicialmente debió 

neutralizar los efectos tóxicos de algunos monómeros 

presentes, lo que repercutió en una  baja formación de nuevas 

células fúngicas. Esta limitación en la producción de biomasa 

en extractos de pulpa de café, previamente había sido 

observada por Nieto López y Sánchez Vázquez [15] quienes 

obtuvieron bajos valores en comparación con un medio 

sintético de glucosa. También  Fan et al. [4] citan baja 

producción de biomasa de Pleurotus en medios de cultivo 

elaborados con residuos de granos de café, comparativamente 

similares a los alcanzados en el presente estudio.

Por otra parte y de acuerdo a estudios previos que 

demuestran el potencial que representa la secreción de lacasa 

para la colonización del sustrato [5,21], así como para la 

defensa del hongo [2,20], se esperaba que la suplementación 

de los medios favorecería las especies de Pleurotus  de uso 

comercial, que habían sido previamente seleccionadas por su 

alta capacidad de colonización producción de fructificaciones 

[11,18,19]. Aunque las cepas de P. ostreatus y P. pulmonarius  

si presentaron producción de la enzima en las condiciones 

evaluadas, especialmente en el medio de AEML-DSL, los 

valores alcanzados fueron marcadamente menores a los 

producidos por las cepas de P. djamor, De esta última especie 

se había citado la producción de la enzima durante su ciclo de 

cultivo [1,15], pero no se tenían estudios comparativos a nivel 
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Tabla 1. Efecto del medio de cultivo en los promedios de biomasa micelial y actividad de lacasa  obtenidos en los 
cultivos sucesivos de Pleurotus, agrupados por cada especie estudiada. 

*Letras diferentes en la misma columna de cada especie indican diferencias significativas entre los medios de cultivos, 
de acuerdo a la prueba de rangos múltiples de Tukey (p<0.05). 
**C1=resiembra 1, C2=resiembra 2. Las celdas sombreadas corresponden a las condiciones que no presentaron 
diferencias significativas entre las resiembras 

Especie                 Medio de cultivo                           Biomasa                                                 Lacasa 

              mg/ml                                µmol ABTSmg/ml 

                oxidado.disco micelio-1.min-1 

  C1 C2 C1 C2 

P. djamor AEM 30.5(7.2)b 34.3(7.8)b 4.5(2.4)b 3.9 (2.7)b 

 AEML-DSL 49.7(7.4)a 62.7(7.9)a 7.2(3.9)a 5.8(3.2)a 

 APC 7.9(5.1)c 11.2(6.5)c 3.2(1.8)c 2.5(0.8)c 

P. ostreatus AEM 38.4(7.4)b 42.5(6.1)b 0.5(0.3)b 0.4(0.2)c 

 AEML-DSL 74.7(13.1)a 73.3(10)a 1.8(1.4)a 1.3(0.4)a 

 APC 15.5(5.4)c 19.9(2.9)c 1.6(0.4)a 0.9(0.3)b 

P. pulmonarius AEM 34(6.4)b 34.9(7)b 1.3(0.8)b 1.1(0.4)b 

 AEML-DSL 64.1(10.7)a 69.8(9.5)a 1.9(0.9)a 1.6(0.7)a 

 APC 12.5(4.9)c 17.3(3.2)c 1.3(0.6)b 1.3(0.7)b 
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siendo significativas para P. pulmonarius en ambas 

resiembras, mientras que para P. ostreatus  y P. djamor sólo 

fueron significativas en la resiembra C2 y C1, 

respectivamente. Este análisis demostró, además de la 

interesante relación entre la producción de biomasa y lacasa, 

que las cepas de P. djamor  y P. pulmonarius  expresaron de 

manera temprana su capacidad adaptativa a los medios de 

cultivo evaluados.  

En general el medio de AEML-DSL favoreció la 

producción de biomasa y lacasa en las cepas de las especies 

estudiadas, por lo que podría considerarse un método 

adecuado para la selección de cepas de Pleurotus in vitro, 

mientras que los resultados obtenidos en APC, muestran la 

factibilidad de utilizar este medio de cultivo para determinar 

la variabilidad de capacidad de las cepas en degradar 

compuestos fenólicos, basándose en la acción de la lacasa 

producida. 
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Especie                  Resiembras 

 C1 C2 

P. djamor 0.45 0.11 

P. ostretatus 0.08 0.27 

P. pulmonarius 0.32 0.29 

Tabla 2.  Correlación entre la biomasa y lacasa producida por  las cepas de cada especie de Pleurotus, en 
cada resiembra estudiada. 
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