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RESUMEN (Remoción, antropogénicos, Placket-Burman, 
purificación, fermentación). 

Especies fúngicas jamás descritas o útiles para el hombre son temas de investigación 

vigente en el área biotecnológica. Su realización tiene como finalidad la construcción 

de un acervo de especies fúngicas que transformen alimentos, que favorezcan el 

ciclo biogeoquímico, que produzcan metabolitos bioactivos o que mitiguen la 

toxicidad de compuestos antropogénicos.  Es en este último aspecto en el que se 

plantea esta investigación. Fusarium es una especie ubicua, compleja, originaria de 

suelo, proveniente de aislados saprófitos y patógenos. Las formas fitopatógenas de 

Fusarium se conocen por su capacidad para producir enzimas celuloliticas. 

Asimismo, en otras investigaciones se describió con capacidad para producir óxido-

reductasas. Una de estas son las Lacasas (E.C. 1.10.3.2). Las cuales se conocen 

por su capacidad para catalizar una amplia variedad de sustratos fenólicos y no 

fenólicos. Los cuales son estructuras de diferentes compuestos antropogénicos. En 

la investigación se establecieron las condiciones de fermentación de dos cepas de 

Fusarium oxysporum para la producción de Lacasas. Con un modelo Placket-Burman 

se identificaron factores de interés en su producción tal como fuente de carbono y 

temperatura. Para continuar el estudio se purificaron parcialmente las Lacasas de F. 

oxysporum species complex 33 NRRL38515. Mediante precipitación con membranas 

de ultrafiltración y cromatografía de exclusión molecular se obtuvieron Lacasas de un 

peso molecular entre 50 kDa y 100 kDa. Este extracto purificado se evaluó con 

diferentes colorantes y fármacos de estructuras fenólicas y observamos 

modificaciones estructurales en los productos de reacción. 
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ABSTRACT 

Fungal species never described or useful to man are current research topics in the 

biotechnological area. Its purpose is to build a collection of fungal species that 

transform food, that favor the biogeochemical cycle, that produce bioactive 

metabolites or that mitigate the toxicity of anthropogenic compounds. It is in this last 

aspect that this research is based. Fusarium is a ubiquitous, complex species, native 

to the soil, originating from isolated saprophytes and pathogens. Phytopathogenic 

forms of Fusarium are known for their ability to produce cellulolytic enzymes. Likewise, 

in other investigations it was described with the capacity to produce oxide-reductases. 

One of these is the Laccases (E.C. 1.10.3.2). Which are known for their ability to 

catalyze a wide variety of phenolic and non-phenolic substrates. Which are structures 

of different anthropogenic compounds. In the investigation, the fermentation 

conditions of two strains of Fusarium oxysporum for the production of Laccases can 

be produced. With a Placket-Burman model, factors of interest in its production were 

identified, such as carbon source and temperature. To continue the study, the 

Laccases of F. oxysporum species complex 33 NRRL38515 were partially purified. 

By means of precipitation with ultrafiltration membranes and molecular exclusion 

chromatography, Laccases with a molecular weight between 50 kDa and 100 kDa 

were purchased. This purified extract was evaluated with different dyes and drugs 

with phenolic structures and we observed structural modifications in the reaction 

products. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Hoy en día la cantidad de contaminantes antropogénicos en el ambiente es de interés 

para todas las sociedades mediante sus agencias gubernamentales (Y. Wang et al., 

2021). Debido a que el nivel de contaminación que ocasionan algunos residuos 

farmacéuticos, alimentarios, agrícolas, ganaderos, textiles y plásticos alcanzan 

concentraciones de ng/L a mg/L. Los cuales son detectables en cuerpos de agua, 

suelos y aire. El crecimiento de la población, el uso industrializado y la incapacidad 

de los organismos vivos para metabolizar perfectamente estos compuestos conduce 

a una mayor bioacumulación en el ecosistema (Polyethylenimine y Rysov, 2020). Los 

contaminantes antropogénicos que generan un problema de toxicidad son los 

productos farmacéuticos tales como el diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno, 

carbamazepina, los derivados de la industria alimentaria tal como el bisfenol, los 

productos de cuidado personal como el triclosán, los productos agrícolas, pesticidas 

y narcóticos, de los cuales muchos son disruptores endocrinos (ATSDR, 2016; Zhu 

et al., 2016; Polyethylenimine y Rysov, 2020). Los disruptores endocrinos se asocian 

con enfermedades hepáticas, pulmonares, cancerosas, problemas reproductivos y 

alteraciones endocrinas (Al Sharabati et al., 2021). 

Diversas organizaciones en diferentes países establecen restricciones y límites 

legales promedio de estos compuestos. En la tabla 1 se muestran las 

concentraciones máximas de contaminantes antropogénicos que se encuentran en 

diferentes ambientes acuáticos.  
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1.1. CONTAMINANTES ANTROPOGÉNICOS  

Tabla 1.  Concentraciones máximas de contaminantes 
antropogénicos que se encuentran en diferentes ambientes, 
modificado de López Pacheco et al., 2019. 

Concentraciones 
(ng/L) 

Fármacos 
Principio 

activo 

Industria 
de la 

comida 

Productos 
de 

cuidado 
personal 

Agricultura 

Reservorios de 
agua potable 

10 28.3 683 50 - 

Plantas de 
tratamiento de 

aguas industriales 
1673000 1721 7630 - 78 

Fuente de agua 276000 490 24961 - 25900 

Océanos 129 - 7708 - - 

Aguas 
subterráneas 

339 - 50.9 - 9.28 

Los fenoles son la mayor parte de los contaminantes ambientales. Los cuales se 

definen como hidroxiderivados del benceno y sus núcleos condensados. Ellos están 

presentes en las aguas residuales domésticas e industriales, en las aguas naturales 

y en los suministros de agua potable (NMX-AA-050-SCFI-2001). Debido a su 

toxicidad, recalcitrancia y a sus propiedades bioacumulativas, diversas 

organizaciones establecen medidas para su eliminación y límites de concentraciones 

en diferentes ambientes (Rani y Shanker, 2018). 

El Registro Estatal de Emisiones y Fuentes Contaminantes (PRTR) en España 

establece que las concentraciones de fenoles deben ser inferiores a 1 µg/L. la 

Administración de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) establece que la 

exposición de por vida a concentraciones mayores a los 2 mg/L en agua potable 

podría generar daños a la salud humana. Asimismo, la FDA determinó que la 
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concentración de fenoles en aguas embotelladas no debe exceder los µg/L. Por otro 

lado, la OSHA estableció límites legales promedio de 5 parte por millón (ppm) de 

fenoles en el aire. En nuestro país la NMX-AA-050-SCFI-2001 establece el método 

para la determinación de fenoles en aguas naturales, residuales y residuales con 

tratamiento. Sin embargo, la información respecto a concentraciones límites en otros 

ambientes es escasa. 

Los métodos de tratamiento para la eliminación de contaminantes tóxicos en aguas 

involucran tres etapas. Estas incluyen tratamientos primarios, secundarios y 

terciarios. La etapa de tratamiento primario es una etapa de cribado preliminar que 

depende del tamaño de los componentes para filtrarlos y separarlos. Luego sigue una 

etapa de tratamiento secundario para eliminar los sólidos en suspensión por 

descomposición microbiana. Finalmente, la etapa de tratamiento terciario tiene lugar 

para mejorar la calidad del agua antes de ser descargada en ambientes marinos o 

reciclada para ser utilizada para muchos propósitos, como riego de cultivos y jardines, 

lavandería, lavado de autos y en muchas otras industrias (Al Sharabati et al., 2021; 

Singh, 2021).   

Debido a que los fenoles y sus metabolitos son omnipresentes en el ambiente. Su 

eliminación efectiva consiste en técnicas basadas en baja energía. Las cuales son 

económicas y respetuosas con el ambiente. Sin embargo, la remoción de estos 

compuestos es un reto, ya que las tecnologías convencionales solo realizan 

remociones parciales (Rani y Shanker, 2018). Asimismo, la cantidad y diversidad de 

moléculas contaminantes es abundante. Por tanto, la investigación biotecnológica 

encuentra un área de oportunidad en la búsqueda de alternativas de eliminación de 

fenoles mediante organismos biológicos.  

Una alternativa de tratamiento para eliminación de fenoles es el uso de enzimas 

fúngicas 

Los hongos son omnipresentes y los principales responsables de la descomposición 

de materia orgánica, la liberación de fósforo, nitrógeno y carbono en la atmósfera y 

el suelo. Estos secretan una amplia variedad de enzimas y metabolitos secundarios 
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bioactivos. Algunas especies despiertan principal interés por su capacidad para 

adaptarse a condiciones extremas de la Tierra. Ya que, para su sobrevivencia a esta 

combinación de restricciones ambientales, tuvieron que desarrollar múltiples 

mecanismos de tolerancia al estrés (Zucconi et al., 2020). 

Un ejemplo son los hongos de pudrición blanca que degradan la lignina, estos se 

utilizan para transformar productos farmacéuticos como ibuprofeno, ketoprofeno, 

ácido clofíbrico, atenolol, propranolol, diclofenaco y ácido mefenámico (Hata et al., 

2010; Cruz-Morato et al., 2013; Haroune et al., 2014). Mediante enzimas oxidativas y 

extracelulares, tales como, la Lacasa (EC 1.10.3.2), lignina peroxidasa (EC1.11.1.14) 

y manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13) los transforman. Un tópico relevante y 

novedoso para remover fármacos en ambientes contaminados (Rodarte-Morales et 

al., 2011). 

Por otro lado, los hongos filamentosos son uno de los organismos capaces de 

producir enzimas con utilidad, esto debido a la practicidad de la elaboración del cultivo 

y su producción de enzimas extracelulares con potencial aplicación industrial 

(Guimarães et al., 2006).  
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Figura 1. Fuente de contaminates y su biorremediación con Lacasas fúngicas. Los 
contaminantes emergentes como los antibióticos, los disruptores endocrinos, los 
contaminantes a base de colorantes y los medicamentos farmacéuticos a menudo se liberan 
en el medio ambiente, causan impactos dañinos y problemas de salud para los humanos y 
otros animales, el tratamiento del agua con Lacasas y sus enfoques biotecnológicos generan 
productos menos tóxicos, inertes o compuestos totalmente degradados. Modificado de 
Arregui et al., 2019. 

 

1.2. Las enzimas extracelulares, su medio de adaptación y uso en sectores 

industriales 

Las enzimas extracelulares que son producidas por hongos son atractivas y de 

importancia para su aplicación en diferentes industrias tales como las relacionados 

con los textiles, cuero, confitería, bebidas, alimentos, agricultura y la salud humana, 

esto por su estabilidad en condiciones extremas de temperatura y pH (Shubha J y 

Srinivas C, 2017). Guimarães et al., 2006 estudiaron la producción de xilanasas, 

Remoción de colorantes 
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glucosa-oxidasa, fosfatasa alcalina, fosfatasa ácida, fitasa, pectinasa y amilasa, las 

cuales se extrajeron de Aspergillus caespitosus, A. phoenicis, Rhizopus stolonifer, A. 

versicolor, Mucor rouxii, Paecilomyces variotii, A. phoenicis y Rhizopus microsporus 

var. rhizopodiformis. Martínez-Pacheco et al., 2020 describieron la capacidad de 

Fusarium solani para producir xilanasas extracelulares.  

El método de cultivo es una de las etapas críticas en la producción de enzimas 

extracelulares. Asimismo, varios parámetros lo son, tales como, el tiempo de cultivo, 

temperatura, nivel de inoculación, humedad, pH aireación, agitación (velocidad y 

duración de la mezcla) y tamaño de partícula. Sin embargo, uno de los factores con 

mayor importancia es la elección del sustrato ya que la elección de uno u otro sustrato 

induce la producción específica de una enzima (Steudler et al., 2019). 

Hoy en día, las enzimas se utilizan en más de 40 sectores industriales para fabricar 

más de 700 productos comerciales. En 2017, el mercado mundial de enzimas 

industriales fue de $ 6 mil millones. La predicción es que el mercado crezca hasta un 

6% en los próximos años (Arnau et al., 2020). En paralelo con la creciente relevancia 

de las enzimas en la industria e investigación, así como en el costo-efecto y la 

presencia de nuevas o novedosas enzimas (Yazici et al., 2020). 

En todos los casos se demuestra la capacidad de los hongos para la producción de 

enzimas extracelulares. Asimismo, la variabilidad que existe entre cada especie o 

cepa fúngica. Lo cual sugiere un escrutinio a detalle de las condiciones óptimas de 

producción enzimática. En tal campo, las perspectivas son prometedoras ya que un 

número que asciende a 100 000 organismos es un universo de estudio amplio por 

explorar en los próximos años. En ello, el uso de enzimas óxido reductoras como 

Lacasas se propone para el tratamiento de los compuestos de desecho debido a que 

retienen o transforman estas moléculas en otras menos dañinas (Arregui et al., 2019). 

1.3. Lacasas 

Las Lacasas (E.C. 1.10.3.2) son enzimas oxidativas que tienen un anillo trinuclear de 

cobre. Ellas destacan por sus propiedades para catalizar una amplia gama de 

sustratos fenólicos y no fenólicos (como materiales aromáticos, cancerígenos, 
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compuestos organofosforados y organometálicos) y la reducción de dioxígeno para 

producir agua sin cofactores ni subproductos tóxicos (Y. Wang et al., 2021). La 

primera se descubrió en el árbol de la laca japonés Rhus vernicifera, hace más de 

cien años (Soden y Dobson, 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura tridimensional de la Lacasa de Melanocarpus albomyces. Las esferas de 
color naranja representan los atómos de cobre en el sitio activo de la Lacasa.  

 

Durante la reacción, en el sitio T1 se produce la oxidación del sustrato y el oxígeno 

molecular se reduce a dos moléculas de agua en el grupo trinuclear T2 y T3 (Novoa 

et al., 2019), tal como se muestra en la figura 2 y 3. 
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Figura 3. Representación general de la reacción de catálisis de Lacasas con 2,6- Dimetoxifenol 
(2,6-DMP) como sustrato. 

 

Están relacionadas estructural y evolutivamente con el gran grupo de proteínas de 

cobre azul, que incluyen a las ascorbato oxidasas vegetales y a la proteína plasmática 

de mamíferos, la ceruloplasmina. Las Lacasas dependen de los cuatro iones de 

cobre, que se localizan entre tres sitios de unión diferentes, ampliamente 

conservados. Los cuales desempeñan una función importante en su actividad 

catalítica (Bhamare et al., 2018). 

Algunos reportes sugieren que la función de las Lacasas en los sistemas vivos es la 

protección contra factores ambientales adversos, incluido organismos competitivos o 

parásitos y compuestos tóxicos (Pawlik et al., 2021). Fernández-Fueyo et al., 2014 

demostraron que las peroxidasas y las Lacasas fúngicas se regulan diferencialmente 

por el pH, la temperatura y por diferentes componentes del medio en Pleurotus 

ostreatus. Asimismo, Pawlik et al., 2021, sugierieron que la síntesis de la Lacasa en 

Cerrena unicolor está regulada en las etapas transcripcional, traduccional y 

postranscripcional. 

Por tanto, el establecimiento de las condiciones de producción de Lacasas 

específicas para cada especie fúngica es interesante para la mejora en la producción 

de la enzima detectada por su actividad específica. 

1.4. El proceso de fermentación como método de producción de enzimas 

fúngicas  

La fermentación es un método popular para la producción de proteínas, enzimas o 

de metabolitos con interés biotecnológico. En la realización y control de un proceso 

de fermentación es esencialmente importante la presencia de cultivos iniciadores. 

Diferentes microorganismos se emplean como cultivos iniciadores durante el proceso 

fermentativo. Además de bacterias y levaduras, los hongos filamentosos son 

organismos que se emplean como iniciadores de estos procesos (Sugiharto, 2019). 
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En los procesos fermentativos diversas condiciones influyen para la obtención de los 

productos de interés, tales como, las diferencias entre especies fúngicas, la 

naturaleza de los sustratos y las condiciones del cultivo.  

1.5. Herramientas para la comprensión de procesos complejos como la 

fermentación microbiana de compuestos antropogénicos. 

La fermentación microbiana es un proceso complejo en el que intervienen muchas 

variables a la vez. Donde se debe tener un control adecuado en la producción de 

algún producto deseado. Sin duda, la naturaleza biológica de este proceso implica 

que incidan sobre su desarrollo una gran cantidad de variables. Cuyos efectos 

combinados resultan de difícil interpretación. Las técnicas de análisis multivariante 

permiten obtener una mejor comprensión de procesos complejos. El análisis 

multivariado reúne métodos estadísticos que se enfocan en la observación y 

procesamiento simultáneo de diferentes variables estadísticas para obtener 

información relevante. Las dos categorías principales de métodos de análisis 

estadísticos multivariantes son los denominados métodos descriptivos y los métodos 

explicativos. Asimismo, el procesamiento y la representación gráfica fueron 

diseñados para proporcionar la descripción general precisa de todos los datos 

analizados y al mismo tiempo, minimizar la pérdida de información.  

De tal manera que, la aplicación del análisis multivariado es variable con relación a 

lo que queremos conseguir con él en sus diferentes escenarios en los que se aplican. 

Por ejemplo, de gran ayuda son para optimizar los datos o simplificar la estructura 

sin sacrificar información valiosa y sirve para facilitar la explicación de datos. 

También, para ordenar y agrupar: cuando tengamos múltiples variables, se creará 

un conjunto de objetos o variables "similares" en función de las características 

medidas para ordenar y agrupar los datos. El análisis multivariado servirá para saber 

si todas las variables son independientes o dependientes entre sí.  En el 

establecimiento de relaciones predictivas entre variables es de gran ayuda: Deben 

determinarse para predecir el valor de una o más variables a partir de observaciones 

de otras variables. O bien, auxilian en la construcción y prueba de hipótesis: 

hipótesis estadísticas específicas se prueban y expresan en parámetros 
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poblacionales multivariados: esto se hace en la aprobación de hipótesis o 

reafirmación de hipótesis previas.  

Por último, el objetivo de su uso en mi investigación es para conocer la influencia o 

la relación de dependencia entre variables nutrimentales y ambientales. Para la 

identificación de los factores que contribuyan a incrementar los rendimientos de las 

Lacasas de Fusarium oxysporum.  

 

1.6. El desafío que representa la eliminación de contaminantes del agua  

El desarrollo socioeconómico mundial genera una corriente de sustancias (algunas 

de ellas nuevas), que se producen casi inmediatamente en el medio ambiente. La 

estimación en la industria química es que se generan más de 70, 000 productos 

químicos diferentes, con un valor de ventas mundial estimado de $ 5000 mil millones 

(Asthana 2014).  

Los contaminantes tales como productos farmacéuticos, de cuidado personal, 

productos químicos industriales y pesticidas son omnipresentes. Por tal motivo es un 

desafío eliminarlos con eficiencia en las plantas de tratamiento de aguas residuales 

(EDAR) debido a su estabilidad y resistencia a la degradación fisicoquímica (Zdarta 

et al., 2022). 

Los colorantes son sustancias naturales o artificiales que aportan color a las 

diferentes fibras que se utilizan en las industrias textil, farmacéutica, alimentaria, 

cosmética, plástica, fotográfica y del papel. Los colorantes que más se utilizan a 

escala industrial son el azo, la antraquinona, el índigo, el xanteno y el triarilmetano. 

La mayoría de los tintes sintéticos se utilizan en las industrias textil y de curtidos para 

teñir una amplia variedad de productos. Asimismo, otras industrias, como la 

cosmética, papelera, alimenticia, farmacéutica y proveedores de servicios, utilizan 

colorantes sintéticos (Ardila-Leal et al., 2021). 
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Tabla 2. Clasificación y estructura de los colorantes de acuerdo a su 
grupo cromóforo (Ardila-Leal et al., 2021). 

Tipos de 

colorantes 

químicos 

Estructura del 

grupo cromóforo 
Ejemplos de colorantes Características 

Azo 

 

Naranja de metilo Estos 

colorantes 

tienen un grupo 

funcional (-

N=N-) que une 

dos radicales 

alquilo o arilo, 

simétricos y/o 

asimétricos, 

idénticos o no 

azoicos. 

Rojo Congo 

Naranja G 

Antraquinona 

 

Azul brillante de remazol 

R 

Los colorantes 

de antraquinona 

son de los más 

utilizados por su 

bajo precio, 

accesibilidad y 

rendimiento en 

el proceso de 

teñido. Tienen 

dos grupos 

carbonilo unido 

a cada lado de 

Azul brillante 

Rojo Alizarina S 



UMSNH                                         Biología Experimental IIQB 
 

Katia Lizbeth Alonso Hurtado 14 

 

un anillo de 

benceno. 

 

 

Índigo 

 

Carmín de índigo El índigo 

sintético es el 

que más se 

utiliza en la 

industria textil a 

nivel mundial. 

Es resistente a 

la luz y a altas 

temperaturas. 

Azul Ciba 2B 

Xanteno 

 

Rodamina 6G Los xantenos se 

utilizan en 

alimentos, 

cosméticos, 

papel y tinta. 

Las 

industrias 

manufactureras 

los utilizan 

debido a sus 

propiedades 

superiores de 

teñido y 

coloración, pero 

son poco 

biodegradables 

y algunos de 

Rodamina 123 

Fluoresceína 
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Un número significativo de estos compuestos está fuera de control debido a que las 

regulaciones son escasas. Desde el año 2000, la Unión Europea estableció una 

estrategia para definir las sustancias tóxicas y sus intermediarios en las aguas 

residuales. En 2015, la Comisión Europea publicó una lista de compuestos prioritarios 

de alto riesgo, que incluyen hormonas, productos farmacéuticos, productos de 

cuidado personal y aditivos alimentarios, que deben observarse y neutralizarse en un 

futuro próximo (Barbosa et al., 2016; Rogowska et al., 2020;Zdarta et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ellos son 

tóxicos. 



UMSNH                                         Biología Experimental IIQB 
 

Katia Lizbeth Alonso Hurtado 16 

 

 

 

 

Tabla 3. Las concentraciones de compuestos que se identificaron con 
frecuencia en los efluentes de las EDAR (Rogowska et al., 2020). 

Tipo de fármacos Principio activo 
Concentración 

(µg/L) 
Referencias 

Antidepresivos Citalopram 840 
Cunha et al., 

2019 

Antiepilépticos 

Gabapentina 79.86 
Oliveira et al., 

2015 

Carbamazepina 3.58 Evgenidou et 

al., 2015 

Analgésicos/antiinflamatorios 

Ibuprofeno 9.20 
Gros et al., 

2017 

Diclofenaco 23.50 Madikizela y 

Chimuka., 

2017 
Naproxeno 14.40 

Paracetamol 11.73 
Petrie et al., 

2015 

Antibióticos 

Cefalexina 5.07 Deb et al., 

2017 Trimetoprima 2.40 

Sulfametoxazol 3.25 
Oliveira et al., 

2015 

 

1.7. La producción de medicamentos en México 

En 2015, la producción global del sector farmacéutico ascendió a 1,228 mmd y se 

espera que para el periodo 2015-2020 crezca un 8.3%. Los principales países 

productores por orden de importancia son: China, Estados Unidos, Suiza, Japón y 
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Reino Unido. En dicho estudio aseguran que el consumo de medicamentos crece 

cada vez más, en los países en desarrollo (PROFECO, 2017). 

El sector farmacéutico mexicano ocupa el lugar 11 entre los 15 mercados más 

importantes del mundo y el segundo en América Latina, de acuerdo con la Comisión 

Federal para la Protección contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS). 

En nuestro país este sector es una de las actividades económicas más significativas 

por su aportación a la producción bruta de las industrias manufactureras. Además, 

en 2014 generó más de 83 mil empleos, según información de la Cámara Nacional 

de la Industria Farmacéutica (CANIFARMA, 2014). 

1.8. Las afecciones que causan los compuestos fenólicos en el medio ambiente  

La creciente cantidad de  compuestos fenólicos en los ambientes acuáticos han 

atraído la atención de instituciones científicas y de protección ambiental debido a su 

potencial toxicidad en relación con sus propiedades carcinogénicas, teratogénicas y 

mutagénicas que generan efectos adversos en la salud humana (M. Zhou et al., 

2017). Los compuestos fenólicos que se encuentran inmersos en el agua entran en 

el organismo humano a través del agua potable y los que sedimentan ingresan a 

través de las cadenas alimentarias. Asimismo, en los organismos acuáticos a través 

de la cadena alimentaria. Debido a sus características persistentes y no 

biodegradables, estos se acumulan en el agua y los sedimentos. En donde, los 

organismos acuáticos cazan, se alimentan, lo cual representa una amenaza para los 

ecosistemas acuáticos. Este tipo de compuestos envenenan organismos acuáticos, 

contaminan productos agrícolas y afectan las funciones del sistema nervioso, urinario 

y digestivo humano (S. Wu et al., 2020). 

De las ramas tecnológicas en las que está involucrado el uso de compuestos 

fenólicos son: en la ingeniería petroquímica, la impresión, el teñido, el procesamiento 

de alimentos y la producción química. Cuando estos se desechan en el ambiente se 

convierten en extremadamente tóxicos con escasa biodegradabilidad. 

Con el desarrollo industrial global y el crecimiento de la población se generó un 

incremento en la contaminación del ambiente. En ello, los tintes industriales son de 
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los agentes contaminantes más peligroso. Estos se utilizan en diversas industrias 

como la pulpa, papel, fotográfica, farmacéutica, pintura y cosmética. 

 

1.9. Herramientas computacionales, repositorios y otros aspectos 

bioinformáticos en el estudio de las Lacasas fúngicas. 

Sin duda alguna, la civilización ha generado una enorme cantidad de información y 

las ciencias químico-biológicas no son la excepción. Cada vez la comprensión de la 

complejidad biológica es mayor y ampliamente aceptada. En donde los estudios a 

nivel de tubo de ensaye son técnicamente insuficientes. Entonces, para analizar la 

enorme información de los sistemas biológicos se introducen herramientas 

computacionales que permitan plantear modelos y predecir comportamientos y 

funciones biológicas de interés. Por lo que disciplinas como la bioinformática; un área 

multidisciplinar relativamente nueva. Es una interface entre la biología y la informática 

que permite la aplicación de herramientas tecnológicas para responder a problemas 

biológicos y plantear soluciones. Un campo del trabajo científico con enorme 

potencial en un mundo en el que surge la necesidad de almacenar y procesar grandes 

cantidades de datos cada vez más complejos. En diferentes áreas como la genética, 

la biología celular y molecular, la genética evolutiva y la bioquímica de hongos que 

son disciplinas y ciencias en las que ayuda a satisfacer la necesidad de procesar 

grandes cantidades de datos. El contexto de este marco teórico en la obtención de 

Lacasas fúngicas de Fusarium oxysporum, con el objetivo de obtener resultados, 

predicciones precisas y robustas en las diferentes áreas de aplicación y cada vez 

cercanas a la realidad. 

 

1.10. Fusarium 

Fusarium es uno de los grupos importantes de hongos fitopatógenos que se conocen 

para la agricultura y la horticultura, que causan una variedad de enfermedades en 

innumerables cultivos (Summerell, 2019). Las cepas patógenas de plantas causan 
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marchitez vascular devastadora y enfermedades de pudrición por almacenamiento 

en una amplia gama de huéspedes y se encuentran entre los patógenos de plantas 

del suelo económicamente importantes en el mundo. Este complejo de especies está 

emergiendo como agentes clínicamente importantes de micosis humanas y animales. 

La taxonomía de F. oxysporum se ha definido históricamente por la morfología de las 

estructuras reproductivas asexuales. La escasez y variabilidad de estos caracteres 

llevó a una definición amplia de F. oxysporum que no describe la variabilidad 

inherente dentro de este complejo de especies. 

Actualmente, hay más de 100 nombres válidos de especies de Fusarium. Los 

conflictos frecuentes y la inestabilidad en la sistemática de Fusarium han resultado 

en la ausencia de caracteres morfológicos claros para separar especies, asimismo, 

la existencia de la variación fenotípica entre los cultivos. 

El complejo de especies de Fusarium oxysporum (FOSC) comprende un grupo de 

hongos ascomicetos que se estudian intensamente debido a su capacidad para 

causar enfermedades tanto en plantas como en humanos (Laurence et al., 2014).  

Por otro lado, barreras de interesterilidad se detectaron en grupos pertenecientes a 

dicho género. Con ello, la identificación de especies sexuales de Fusarium. En este 

caso, especies para las que la reproducción sexual es difícil de inducir in vitro, el 

criterio de especie filogenética es informativo. El gen que más se utiliza para el 

reconocimiento de especies y el análisis filogenético en Fusarium es el gen del factor 

de elongación 1α (EF-1α). Otros loci útiles incluyen la región del espaciador transcrito 

interno (ITS) de la repetición del gen del ARNr y el gen de la β-tubulina (Cai et al., 

2011). 
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1.11. Análisis computacional del complejo enzima-sustrato 

Actualmente, herramientas informáticas como el análisis in silico se utilizan para la 

extracción de información oculta y predecible de grandes bases de datos para 

encontrar información que un experto no determina rápidamente por métodos 

experimentales.  

1.12. Acoplamiento molecular 

El acoplamiento molecular es un método para predecir la posición y la afinidad de un 

ligando o sustrato en un sitio de unión del receptor (macromolécula). El proceso de 

acoplamiento implica principalmente la coincidencia espacial y la coincidencia de 

energía entre el ligando y el receptor para una conformación óptima. Además, durante 

el proceso de unión del ligando al receptor, la estructura del sitio de unión cambia 

constantemente hasta que se establece con éxito un enlace estable. Solo entonces 

se puede determinar la distribución de carga y la configuración del sistema de unión 

(Tao et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Acoplamiento molecular de una enzima y su sustrato. 

 

 

 

 

Enzima - sustrato Interacción 

intermolecular en 

(kcal/mol) 

Sustrato 
Enzima 
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1.13. Dinámica molecular 

Las simulaciones de dinámica molecular proporcionan detalles sobre los movimientos 

de partículas individuales en función del tiempo. Con estas se  abordan preguntas 

específicas de las propiedades de un sistema modelo que no son fáciles de evaluar 

en un sistema real (Singh et al., 2010). Por ejemplo, ¿diferentes sustratos pueden 

interaccionar con la Lacasa?, ¿cómo pueden interaccionar?, ¿La interacción es 

estable?, ¿Son los aminoácidos del sitio activo los responsables de la interacción? 

Otro aspecto esencial es que las simulaciones son aproximaciones que deben 

corroborarse con datos experimentales, para tener una mejor precisión de los 

resultados y criterios metodológicos. 
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2. ANTECEDENTES 

El aumento de la población, la urbanización y la industrialización ahora son un grave 

problema antropogénico que genera contaminación ambiental e.g. daño a los 

ecosistemas. Debido a que en sus procesos liberan en el ambiente diversas 

moléculas, entre ellas las recalcitrantes. En ello, la investigación biotecnológica se 

convierte en un área de oportunidad ya que mediante ésta se desarrollan 

herramientas innovadoras y procesos no contaminantes para corregir el efecto de la 

contaminación. Sin embargo, esto es un desafío debido a la cantidad y diversidad de 

moléculas contaminantes. Todas son importantes de por sí, sin embargo, los 

derivados fenólicos llaman poderosamente la atención debido a su recalcitrancia y 

corrosividad. Para una mejor comprensión de la emisión directa de fenoles 

reconocibles y sobre todo de su posible remediación. Entonces, en un trabajo previo 

se obtuvieron los criterios de selección de un ascomiceto con producción del complejo 

enzimático óxido reductor extracelular, el cual se conforma por Lacasas, lignina y 

manganeso peroxidasas. Para ello se utilizaron herramientas computacionales con 

relación en la búsqueda de información en repositorios de acceso libre de genes, 

proteínas y modelado molecular, así como de metodologías experimentales. Con las 

cuales se determinó al asilado silvestre de Fusarium como un candidato interesante 

para la producción del complejo óxido reductor (Alonso-Hurtado, 2020). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En la actualidad, en el medio ambiente se acumula una gran cantidad de fenólicos. 

Su presencia provoca toxicidad de los seres vivos. Particularmente, los fenólicos 

disueltos en cuerpos de agua que el hombre utiliza para su comodidad. Este desecho 

es un problema severo y que apremia su solución. Más allá de la voluntad política, 

en la solución del problema se involucra la dependencia tecnológica, el proceso de 

remediación y sus costos. Una alternativa es el uso de las enzimas con propiedades 

óxido reductoras para el procesamiento de fenólicos, así como, los microorganismos 

productores y su proceso de obtención de estas enzimas. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

En la actualidad se genera y acumula una gran cantidad de fenólicos, este desecho 

es un problema severo y que apremia su solución. En donde las enzimas fúngicas 

con propiedades óxido reductoras tienen el potencial para el procesamiento de 

fenólicos. Por ello, las óxido reductasas (Lacasas, lignina peroxidasa y manganeso 

peroxidasa) son interesantes ya que llevan a cabo la degradación de compuestos de 

desecho de naturaleza química fenólica y no fenólica. En específico, las Lacasas se 

consideran capaces de oxidar una gran cantidad de compuestos debido a su baja 

especificidad de sustrato. El aislado silvestre Fusarium oxysporum es un candidato 

con potencial para la producción del complejo óxido reductor que contiene Lacasas, 

lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa. Por ello, las propiedades adecuadas de 

fermentación, la actividad específica y las características bioquímicas del complejo 

se necesitan estudiar. 
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5. HIPÓTESIS 

El establecimiento de las condiciones de fermentación de F. oxysporum genera 

Lacasas con potencial para la degradación de contaminantes fenólicos. 

 

 

6. OBJETIVO GENERAL 

Establecer las condiciones de fermentación de F. oxysporum para la producción de 

Lacasas con potencial en la degradación de contaminantes fenólicos. 

 

 

7. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Determinar molecularmente la cepa fúngica productora de la actividad lacásica 

2. Ensayar diferentes condiciones de fermentación de F. oxysporum tales como 

fuente de carbono, temperatura, pH, y tiempo para la producción de Lacasas. 

3. Caracterización bioquímica de las Lacasas de F. oxysporum. 

4. Determinar la capacidad de las Lacasas del proteoma extracelular de F. 

oxysporum en la degradación de lignina, ABTS, RBBR, acetaminofén y 

carbamazepina. 
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modelado in silico de la interacción molecular 

entre Lacasas y diferentes sustratos (lignina 

de la cáscara y semilla de aguacate Persea 

americana Mill cv. Hass, ABTS, RBBR, 

acetaminofén y carbamazepina)    

Obtención de las condiciones óptimas 

de fermentación para la producción de 

Lacasas 

Caracterización bioquímica de las Lacasas 

Identificación molecular de las cepas con producción de 

Lacasas 

Determinación de la actividad de 

Lacasas con sustratos en interacción  

Selección de la cepa con mayor 

actividad de Lacasas 
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9. MATERIALES Y MÉTODOS 

9.1. Microorganismos y condiciones de crecimiento 

Las cepas fúngicas E6FO y E6F13 se aislaron y caracterizaron de plantas de frijol 

con signos de decaimiento del vigor, los cuales se colectaron del esatdo de 

Zacatecas, México. Los aislados se mantuvieron en agar papa dextrosa (APD) y se 

incubaron a 25 ºC durante siete días para los procedimientos posteriores. 

9.2. Identificación molecular de las cepas E6FO y E13FO mediante el Factor de 

Elongación 1α (TEF-1α). 

Los aislados fúngicos se inocularon en agar papa dextrosa (APD) y se incubaron 

durante siete días a 25 °C. La extracción de ADN se realizó de acuerdo a una 

modificación del protocolo que reportó Orozco-Mosqueda et al. (2015). Para el 

ensayo, 100 mg de micelio de cada cepa se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 ml 

y se adicionaron perlas de vidrio. Después, en el tubo se agregaron 200 µl de búfer 

de lisis y 200 µl de la solución fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1). Al 

término, la disolución se agitó al máximo de velocidad en un vortex (VM-300) durante 

6 min. Posteriormente, 300 µl de la solución fenol:cloroformo:alcohol 

isoamílico(25:24:1) y 300 µl de búfer de lisis se adicionaron y por último, se agitaron 

en un  vortex (VM-300) por 30 segundos. Las muestras se centrifugaron a 14,000 

rpm durante 30 s. Finalmente, la extracción de la primera fase se realizó y se 

agregaron 300 µl de la solución cloroformo: alcohol isoamílico (24:1), se agitaron en 

el vortex y se centrifugaron a 14 000 rpm durante 30 s. Finalmente, las fases acuosas 

de ambas muestras se tomaron y se colocaron en 2.5 volúmenes de isopropanol frío 

a - 20 °C, las mezclas se incubaron 30 min a -20 °C, se centrifugaron a 14 000 rpm 

por 5 min. El sobrenadante se retiró y el sedimento se lavó con 500 µl de etanol al 70 

%, la solución se agitó en un vortex hasta despegar el sedimento de DNA que se 

formó y posteriormente se centrifugó a 14 000 rpm durante 3 min. El sedimento se 

secó y se suspendió en 20 µl de agua desionizada estéril. Al final, al residuo de DNA 

se le agregó 1 µl RNAasa para eliminar el contenido de RNA y se agitó en vortex 15 
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min a temperatura ambiente. El DNA que se extrajo de cada cepa se cuantificó 

mediante las lecturas de absorbencia en un NanoDrop (Thermo Scientific), y la 

pureza de cada muestra se determinó con las relaciones 260/280 y 260/230 de 

absorbencias. Posteriormente, la amplificación de TEF-1α se realizó con los 

iniciadores EF688 Y EF1251. Los productos de PCR se secuenciaron en la compañía 

Psomagen, USA. Las secuencias consenso se obtuvieron con el programa 

Chromas.Pro, Asimismo, las secuencias con mayor similitud se obtuvieron del Centro 

Nacional para la Información Biotecnológica (NCBI) y se alinearon mediante Clustal 

W con el programa MEGA-X. El árbol filogenético se construyó con el algoritmo del 

vecino más cercano. 

9.3. Cuso temporal de crecimiento en medio mínimo 

El cultivo fúngico se realizó en medio mínimo líquido (Bartnicki- García y Nickerson, 

1962), con la siguiente composición (g/L): dextrosa 20, fosfato potásico monobásico 

(K2HPO4) 3,0, sulfato de magnesio (MgSO4·7 H2O) 0,5; nitrato de amonio (NH4NO3) 

0,5, sulfato de zinc (ZnSO4·7 H2O) 1,8 x 10-3, sulfato ferroso (FeSO4) 1 x 10-3, tiamina 

1 x 10-3; ácido nicotínico 1 x 10-3, sulfato cúprico (CuSO4·5 H2O) 4 x 10 -4, sulfato de 

magnesio (MnSO4· H2O) 3 x 10 -4. La inoculación se realizó con propágulos de 25 

mm2 por cada 10 ml de medio. Los medios se filtraron y se recuperaron alícuotas del 

filtrado, las cuales se utilizaron para la determinación del contenido de proteína y la 

actividad específica durante 12 días a 25 ºC a 120 rpm. 

9.4. Establecimiento de las condiciones de fermentación óptimas para la 

producción de Lacasas fúngicas extracelulares 

Para el escrutinio de los factores de interés en la fermentación de Fusarium 

oxysporum se utilizó un modelo factorial fraccionado 2k-p (modelo Placket-Burman). 

El cual se generó en el programa Statistics 7.0 con la herramienta “design of 

experiments projects in industry”.  El diseño se evaluó con dos niveles (−1 y +1) con 

la finalidad de filtrar "n" variables en experimentos "n+1". Las variables 

independientes seleccionadas para la presente investigación y sus valores 

decodificados (−1 y +1) se resumen en la Tabla 2 y 3. En el modelo se utilizaron tres 

diferentes fuentes de carbono (dextrosa, fructosa y sacarosa), temperatura (25 ºC y 
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35 ºC), pH (5 y 7) y tiempo de incubación (5 días y 7 días) para optimizar la producción 

de Lacasas en una fermentación líquida. 

La ecuación lineal del modelo PB es la siguiente: 

 

y= b0X0 + b1X1+ b3X3+ b4X4 + b5X5 ……………………… bnXn 

Tabla 4. Factores y niveles de estudio del modelo Placket-Burman. 

Factores 
Niveles de estudio  

-1 1 

 
Dextrosa 

10  20 

 
Fructosa 

10 20 

 
Sacarosa 

10 20 

 
pH 

5 7 

 
Temperatura 

25 35 

 
Tiempo 

5 7 

 

 

Tabla 5. Matriz de datos del modelo Placket-Burman con los factores 

y niveles de estudio. 

Corridas Dextrosa (g/l) Fructosa (g/l) Sacarosa (g/l) pH Temperatura (°C) Tiempo (d) 

X1 20 20 20 7 35 7 

X2 10 20 10 5 35 5 

X3 10 10 20 7 25 5 

X4 20 10 10 5 25 7 

X5 10 10 10 7 35 7 

X6 10 20 20 5 25 7 

X7 20 10 20 5 25 5 
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X8 20 20 10 7 35 5 

 

El cultivo se realizó en medio mínimo líquido mínimo (Bartnicki- García y Nickerson, 

1962), con la siguiente composición (g/L): dextrosa 20, fosfato potásico monobásico 

(K2HPO4) 3,0, sulfato de magnesio (MgSO4·7 H2O) 0,5; nitrato de amonio (NH4NO3) 

0,5, sulfato de zinc (ZnSO4·7 H2O) 1,8 x 10-3, sulfato ferroso (FeSO4) 1 x 10-3, tiamina 

1 x 10-3; ácido nicotínico 1 x 10-3, sulfato cúprico (CuSO4·5 H2O) 4 x 10 -4, sulfato de 

magnesio (MnSO4· H2O) 3 x 10 -4. La inoculación se realizó con propágulos de 25 

mm2 por cada 10 ml de medio. Los medios se filtraron y se recuperaron alícuotas del 

filtrado, las cuales se utilizaron para la determinación del contenido de proteína y la 

actividad específica de las enzimas. 

9.5. Bosques aleatorios 

El bosque aleatorio se realizó con 500 árboles completamente desarrollados. La 

puntuación de precisión del modelo de bosque aleatorio se ajustó a 70 % para el 

conjunto de datos de entrenamiento y 30 % para el conjunto de datos de prueba. 

Tabla 6. Matriz de datos del modelo de bosques aleatorios de F. 
oxysporum species complex 33 NRRL38515. 

Categorí
a 

Dextrosa 
(g/l) 

Fructosa 
(g/l) 

Sacarosa 
(g/l) 

p
H 

Temperatura 
(°C) 

Tiempo 
(d) 

a 20 20 10 7 25 5 

a 20 20 10 7 25 5 

a 10 20 20 5 25 7 

a 20 20 10 7 25 5 

a 20 20 10 7 25 5 

a 20 20 10 7 25 5 

a 20 10 10 5 25 7 

a 10 20 20 5 25 7 

a 10 20 20 5 25 7 

a 20 20 10 7 25 5 

a 20 10 10 5 25 7 

a 20 10 10 5 25 7 

a 20 10 20 5 35 5 

a 20 10 20 5 35 5 

a 10 20 20 5 25 7 
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a 20 10 20 5 30 5 

a 10 20 20 5 25 7 

a 20 10 20 5 30 5 

a 10 10 20 7 25 5 

a 20 20 20 7 30 7 

a 10 10 20 7 25 5 

a 20 20 20 7 30 7 

a 20 10 20 5 30 5 

a 10 10 10 7 30 7 

b 10 10 10 7 30 7 

b 10 10 10 7 30 7 

b 20 20 20 7 30 7 

b 20 10 10 5 25 7 

b 10 20 10 5 30 5 

b 10 20 10 5 30 5 

b 10 10 20 7 25 5 

b 10 20 10 5 30 5 

b 10 10 20 7 25 5 

b 20 10 10 5 25 7 

b 20 20 20 7 30 7 

b 10 20 10 5 30 5 

b 10 10 20 7 25 5 

b 20 10 10 5 25 7 

b 20 20 20 7 30 7 

b 10 10 20 7 25 5 

b 20 20 20 7 30 7 

b 10 20 10 5 30 5 

b 10 20 20 5 25 7 

b 20 10 20 5 30 5 

b 10 20 10 5 30 5 

b 10 10 10 7 30 7 

b 10 10 10 7 30 7 

b 10 10 10 7 30 7 

 

Tabla 7. Matriz de datos del modelo de bosques aleatorios de F. 
oxysporum species complex 22 NRRL38608. 

Categorí
a 

Dextrosa 
(g/l) 

Fructosa 
(g/l) 

Sacarosa 
(g/l) 

p
H 

Temperatura 
(°C) 

Tiempo 
(d) 

a 20 10 20 5 30 5 

a 20 10 20 5 30 5 

a 20 10 20 5 30 5 
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a 10 20 20 5 25 7 

a 10 20 20 5 25 7 

a 10 10 10 7 30 7 

a 10 10 10 7 30 7 

a 10 20 20 5 25 7 

a 10 10 10 7 30 7 

a 10 10 10 7 30 7 

a 10 10 10 7 30 7 

a 20 10 20 5 30 5 

a 10 10 10 7 30 7 

a 20 10 20 5 30 5 

a 20 10 20 5 30 5 

a 20 20 20 7 30 7 

a 20 20 20 7 30 7 

a 20 20 20 7 30 7 

a 20 20 10 7 25 5 

a 20 20 10 7 25 5 

a 20 20 10 7 25 5 

a 20 20 20 7 30 7 

a 20 20 20 7 30 7 

a 20 20 20 7 30 7 

b 10 10 20 7 25 5 

b 20 20 10 7 25 5 

b 10 10 20 7 25 5 

b 20 20 10 7 25 5 

b 10 10 20 7 25 5 

b 20 20 10 7 25 5 

b 10 20 20 5 25 7 

b 10 20 20 5 25 7 

b 10 20 20 5 25 7 

b 10 10 20 7 25 5 

b 20 10 10 5 25 7 

b 10 10 20 7 25 5 

b 20 10 10 5 25 7 

b 10 10 20 7 25 5 

b 20 10 10 5 25 7 

b 20 10 10 5 25 7 

b 20 10 10 5 25 7 

b 20 10 10 5 25 7 

b 10 20 10 5 30 5 

b 10 20 10 5 30 5 

b 10 20 10 5 30 5 
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b 10 20 10 5 30 5 

b 10 20 10 5 30 5 

b 10 20 10 5 30 5 

 

 

9.6. Selección de la fuente de carbono para la obtención de Lacasas de 

Fusarium oxysporum. 

El medio mínimo se preparó con las cantidades que se especifican en la tabla 6. Para 

el experimento se utilizaron matraces Erlenmeyer de 125 ml. El volumen de medio 

que se seleccionó para cada matraz fue de 25 ml, con tres repeticiones para cada 

ensayo. Las fuentes de carbono se definieron como las variables dependientes del 

experimento, con ello, cada una se utilizó de forma independiente. La esterilización 

del medio se llevó a cabo por filtración. La inoculación de los medios se realizó con 

propágulos de 25 mm2. Posteriormente, los medios se taparon con torundas de 

algodón y se dejaron en incubación a 120 rpm a 25 ºC durante 5 días. 

Tabla 8. Componentes del medio mínimo líquido, (Bartnicki- García y 
Nickerson, 1962). 

 

 

 

 

Componentes del medio mínimo g/l 

Dextrosa/Fructosa/Sacarosa 20,0 
Fosfato potásico monobásico (KH2PO4) 3,0 

Sulfato magnesio (MgSO4* 7H2O) 0,5 
Nitrato de amonio (NH4NO3) 0,5 

Sulfato de zinc (ZnSO4* 7H2O) 1,8 x 10-3 
Sulfato ferroso (FeSO4* 7H2O)  1 x 10-3 

Tiamina 1 x 10-3 
Ácido nicotínico 1 x 10-3 

Sulfato cúprico (CuSO4* 5H2O) 4 x 10-4 
Sulfato de manganeso (MnSO4* H2O) 3 x 10-4 
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9.7. Obtención del extracto 

Las muestras de cada matraz se filtraron con papel filtro de poro medio. El filtrado se 

colocó en tubos Falcón de 50 ml y se utilizó para la cuantificación de proteína y 

actividad enzimática. Un análisis de una vía se realizó para determinar la fuente de 

carbono óptima. 

9.8. Determinación de la actividad de Lacasas 

La actividad específica de la enzima Lacasa se determinó en una mezcla de reacción 

que se formó con 200 μl de extracto enzimático 0.01 mg/ml, 600 μl de búfer de citrato 

0.1 M y 200 μl de ABTS 5 mM. La reacción se realizó en un espectrofotómetro a 420 

nm durante un minuto. La actividad enzimática se expresó en U/ml. Una unidad (U) 

se define como la cantidad de actividad enzimática que cataliza la transformación de 

1 μmol de sustrato por minuto, con un coeficiente de extinción molar ε = 36, 000 M-1 

(Papinutti et al., 2003). 

9.9. Ensayos in silico 

9.9.1. Búsqueda del sitio activo y su conservación en distintas Lacasas 

Primeramente, las estructuras cristalizadas de diferentes Lacasas se buscaron en el 

repositorio Protein Data Bank (PDB). El objetivo del ensayo fue la búsqueda del sitio 

activo y los aminoácidos ampliamente conservados en cada una de ellas. El 

alineamiento de las secuencias proteicas y el árbol filogenético se hizo con la 

herramienta CLUSTALO del repositorio Uniprot (www.uniprot.org). Con ello, la 

conservación del sitio activo y la cercanía al filo de las Lacasas de Melanocarpus 

albomyces se observó. Debido a que las Lacasas de los organismos que se eligieron 

para este estudio conservan los aminoácidos del sitio activo, el paso posterior se 

realizó solo con dos estructuras 1GYC (Trametes versicolor) y 3FU8 (Melanocarpus 

albomyces). Un alineamiento de ambas estructuras se llevó a cabo con la 

herramienta PDBeFold en el repositorio EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk). Con esto, las 

partes de las estructuras que son similares se visualizaron. Por último, una simulación 

de los cristales de las Lacasas de F. oxysporum se realizó con la herramienta 

http://www.uniprot.org/
http://www.ebi.ac.uk/


UMSNH                                         Biología Experimental IIQB 
 

Katia Lizbeth Alonso Hurtado 35 

 

swissmodel (swissmodel.expasy.org). Los modelos de las proteínas que se 

obtuvieron son similares a las Lacasas descritas en M. albomyces. 

9.9.2. Búsqueda de sitios de glicosilación en las Lacasas de F. 

oxysporum 

Los sitios potenciales de N-glicosilación de dos Lacasas de F. oxysporum fueron 

previstos con NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Las 

secuencias proteicas de Lcc2 y Lcc5 de F.oxysporum se utilizaron para predecir los 

sitios de glicosilación. 

9.9.3. Acoplamiento molecular 

Las estructuras de los diferentes sustratos se obtuvieron del repositorio ChemSpider 

(www.chemspider.com) en formato PDB. Estas se ajustaron a su estado de mínima 

energía en el programa Maestro Elements (v.3.4) mediante el método semi-empírico 

AM1. La Lacasa de Melanocarpus albomyces se utilizó como modelo de la estructura 

proteica. La estructura se obtuvo del repositorio Protein Data Bank (código del PDB 

3FU8). En el programa Auto Dock Tools (v. 1.5.6) se preparó la proteína. En el primer 

paso de la preparación, las moléculas del solvente se eliminaron y los átomos de 

hidrógeno faltantes se agregaron para después guardar el archivo con extensión .txt. 

En el archivo con extensión .txt se incluyeron los datos de las coordenadas 

específicas del sitio activo para la realización de la búsqueda de interacción en el 

programa. El acoplamiento molecular se realizó en el programa Auto Dock Vina (v. 

1.1.2) y los resultados se visualizaron en el programa Discovery Studio 2019 Client. 

En este proceso se utilizó al sustrato co-cristalizado con la enzima, el 2,6-

dimetoxifenol, como ensayo control. 

9.9.4. Dinámica molecular 

La proteína se preparó en la interfaz “maestro molecular modeling”. Las simulaciones 

de dinámica molecular se realizaron con el programa Desmond. En las simulaciones 

se utilizaron las conformaciones de menor energía de interacción como conformación 

inicial, las cuales se obtuvieron de los ensayos de acoplamiento molecular. El campo 

de fuerza que se utilizó es el OPLS2005, para las conformaciones iniciales se 

http://www.chemspider.com/
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consideraron células orto rómbicas, las cuales incluyen moléculas de agua dentro de 

una distancia de 10 Å y la concentración de sal fue de 0.15 M. Las simulaciones de 

producción se realizaron con ensambles NPT durante 2 nanosegundos (ns) con una 

trayectoria de 10 picosegundos (ps) a 300 K y 1,01325 psi. El termostato empleado 

durante la simulación fue Nose-Hoover con un tiempo de relajación de 1 ps. Además, 

el barostato isotrópico Martyna-Tobias-Klein se eligió en consideración al método de 

corte y rango corto de radios de 10 Å. La asignación de cargas y la optimización del 

pH se realizaron. Por último, las interacciones se visualizaron en la misma interfaz 

de maestro molecular modeling. 

9.10. Efecto de los fenoles con Fusarium oxysporum SC 33 y Fusarium 

oxysporum SC 22 en medio sólido 

El medio control del acondicionamiento se preparó con la siguiente composición (g/l): 

dextrosa 20, fosfato potásico monobásico (K2HPO4) 3.0, sulfato de magnesio 

(MgSO4·7 H2O) 0.5, nitrato de amonio (NH4NO3) 0.5, sulfato de zinc (ZnSO4·7 H2O) 

1.8 x 10-3, sulfato ferroso (FeSO4) 1 x 10-3, tiamina 1 x 10-3, ácido nicotínico 1 x 10-3, 

sulfato cúprico (CuSO4·5 H2O) 4 x 10-4, sulfato de magnesio (MnSO4· H2O) 3 x 10-4. 

En el caso de los tratamientos la fuente de carbono se disminuyó a 10 y 2 g/l para 

enriquecerlo con 0.01% y 0.1 % de acetaminofén, carbamazepina y RBBR, 

respectivamente.  

9.11. Inducción de Lacasas con fenoles 

El medio de fermentación líquida se inoculó con propágulos de 25 mm2 condicionados 

al crecimiento con acetaminofén al 0.1 %, para observar la la inducción de la 

producción de Lacasas. El cultivo se incubó durante 5 días a 25 º a 120 rpm. Después, 

la actividad específica de la Lacasa se determinó en una mezcla de reacción que se 

formó con 200 μl de extracto enzimático 0.01 mg/ml, 600 μl de búfer de citrato 0.1 M 

y 200 μl de ABTS 5 mM. La reacción se realizó en un espectrofotómetro a 420 nm 

durante dos min. La actividad enzimática se expresó en U/mg. En donde, una unidad 

enzimática (U) se define como la transformación de 1 μmol de sustrato por minuto. 
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9.12. Caracterización de las Lacasas de Fusarium oxysporum SC 33 

9.12.1. Concentración de las Lacasas de F. oxysporum SC 33  

Precipitación con acetona. Las proteínas presentes en el extracto crudo de la 

fermentación de F. oxysporum SC 33 se precipitaron con acetona en una proporción 

1:1 (v/v) durante 12 h. Después, la mezcla se centrifugó a 10,000 rpm a 4ºC durante 

30 min y el precipitado se resuspendió en búfer de citrato 0.1 M, pH 5. 

Concentración con ultrafiltración. El extracto crudo de la fermentación de F. 

oxysporum SC 33 se colocó en membranas de ultrafiltración de 100 kDa y se 

centrifugó a 4,500 rpm a 4 ºC durante 30 min. Para el enriquecimiento posterior se 

utilizó el volumen retenido. Por otro lado, la fase no retenida se utilizó para 

fraccionamientos con membranas de ultrafiltración de 50 kDa y 10 kDa para la 

evaluación de actividad enzimática de Lacasas. 

9.12.2. Cromatografía de exclusión molecular de las Lacasas de F. 

oxysporum SC 33 con sephadex G-100 

El empaquetamiento de la columna se realizó con un volumen de 45 mililitros de fase 

estacionaria (sephadex G-100) con una dimensión de 15 cm de longitud x 2 cm de 

diámetro, el gel se equilibró con 45 ml de búfer de citrato 0.1 M a pH 5. El extracto 

ultrafiltrado con la membrana de 100 kDa se colocó en la columna y se eluyó con 45 

ml del mismo búfer. Las fracciones que se colectaron fueron de 3 ml y estas se 

utilizaron para la determinación de proteína y actividad específica de Lacasas. 

9.12.3. Desglicosilación de las Lacasas purificadas de F. 

oxysporum SC 33 

Para la desglicosilación del extracto purificado de las Lacasas se utilizó a la enzima 

Endoglicosidasa H (Endo-H). La reacción de desglicosilación se realizó de acuerdo a 

las instrucciones del fabricante (Promega, USA). En la reacción se colocaron 1-2 µg 

del extracto y la reacción se aforo a un volumen de 9 µl con agua. Posteriormente, 1 

µl de solución desnaturalizante se adicionó y se calentó por 5 min a 95 ºC. Después, 

la muestra se dejó durante 5 min a temperatura ambiente y se adicionaron 2 µl de 
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búfer de reacción 10X y 1 µl de Endo H, el volumen se aforó hasta 20 µl. 

Posteriormente la reacción se dejó durante 2 h a 37 ºC. El producto de la reacción se 

analizó por SDS-PAGE al 12 %. 

9.12.4. Electroforesis (SDS-PAGE) 

El extracto crudo y las fracciones se colocaron en un gel de electroforesis SDS-PAGE 

(5% gel concentrador y 12% gel separador) con un intervalo de concentración de 

proteína de 20-50 µg. La electroforesis se realizó a 117 V durante 90 min. 

9.12.5. Tinción con nitrato de plata 

El gel se incubó durante 1 h en una solución de metanol, ácido acético y agua 

desionizada (40:10:50) para fijar las proteínas. El gel se enjuagó durante 24 h con 

diferentes cambios de agua desionizada y se incubó en una solución de tiosulfato de 

sodio al 0.02% (p/v) por 1 min. Posteriormente, el gel se lavó tres veces con agua 

desionizada, se incubó en una disolución de nitrato de plata al 0.1% (p/v) con 

formaldehído al 0.02% (v/v) a 4 °C por 20 min. Las señales electroforéticas se 

revelaron con una disolución de carbonato de sodio al 3% (p/v) con formaldehído al 

0.05% (v/v), la reacción se detuvo con ácido acético al 5%. 
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9.12.6. Parámetros bioquímicos aparentes de las Lacasas de F. 

oxysporum SC 33 

9.12.6.1. Determinación de pH 

La actividad de las Lacasas se evaluó en un intervalo de pH de 3 a 6. Para el ensayo 

se utilizó un búfer de citrato y de fosfato. Las mezclas de reacción se formaron con 

600 μl de cada búfer y 200 μl del extracto enzimático (0.01 mg/ml). Posteriormente, 

la reacción se incubó durante 1 h y la actividad se determinó en un espectrofotómetro 

al adicionar 200 μl de ABTS 5 mM. 

9.12.6.2. Determinación de temperatura 

La actividad de las Lacasas se evaluó en un intervalo de 30 ºC a 60 ºC, para el ensayo 

se colocaron 600 μl búfer de citrato pH 5 y 200 μl del extracto enzimático (0.01 mg/ml). 

Posteriormente, la reacción se incubó durante 1 h en cada valor de temperatura y la 

actividad se determinó en un espectrofotómetro al adicionar 200 μl de ABTS 5 mM. 

9.12.6.3. Determinación de Km y Vmax 

La afinidad de las Lacasas por los sustratos ABTS, Guaycol, acetaminofén, 

carbamazepina, rojo Congo y RBBR, se analizaron en un intervalo de concentración 

de 0.1 mM a 5 mM. Los resultados se ajustaron al modelo de Lineweaver-Burk. 

 

9.13. Determinación de la capacidad de las Lacasas del proteoma extracelular 

de F. oxysporum SC 33 en la degradación de ABTS, RBBR, acetaminofén y 

carbamazepina 

9.13.1.  Análisis de espectrofotometría Uv-vis en la remoción de los 

compuestos fenólicos 

Los colorantes se prepararon en una concentración de 10 mg/l. Posteriormente, en 

matraces de 25 ml se colocaron 2 ml de cada uno de los colorantes, 2 ml del extracto 

fúngico (0.01 mg/ml) y 6 ml de búfer de citrato 0.1 M, pH 5. Las muestras se dejaron 

en incubación durante 24 h para determinar el porcentaje de decoloración mediante 

espectrofotometría UV-vis. Las lecturas de absorbancia se realizaron a 250, 280 y 

497 nm para acetaminofén, carbamazepina y rojo congo, respectivamente. 
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9.13.2.  Análisis de espectrofotometría infrarroja en la remoción de los 

compuestos fenólicos 

Los productos de reacción de la enzima con acetaminofén, carbamazepina, RBBR y 

rojo Congo se liofilizaron y se analizaron por espectrofotometría de infrarrojo con un 

espectrómetro Thermo Scientific FT-IR NicoletTM iSTM 10 con la técnica de ATR. Los 

datos se expresan en números de onda (v cm-1) para los máximos principales de 

absorción. 

 

9.14. Análisis de los datos 

Los resultados de los experimentos se analizaron estadísticamente con el programa 

STATISTICA 10 y R. Para el análisis se emplearon pruebas univariadas y 

multivariadas.  
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10. DISCUSIÓN 

Las Lacasas (E.C. 1.10.3.2) pertenecen al grupo de proteínas multicobre. Debido a 

su escasa especificidad de sustrato son interesantes para diferentes propósitos de 

transformación química que promueven diferentes organizaciones ambientales, 

industriales y sectores biotecnológicos (Agrawal et al., 2019a). Estas se encuentran 

ampliamente distribuidas en plantas, hongos, bacterias e insectos. Entre los hongos 

que destacan por la producción de Lacasas están algunos basidiomicetos y 

ascomicetos (Huy et al., 2020). 

Al respecto, el número  de especies fúngicas totales conocidos es un tema 

interesante con numerosos tópicos de debate, controversia y sin solución a lo largo 

del tiempo (Hyde et al., 2020). Actualmente, más de 148.000 especies de hongos se 

reconocen (Species Fungorum, 2021; http://www.speciesfungorum.org). Con el 

desarrollo de nuevas tecnologías para su identificación, cada año se agrega un 

número creciente de nuevas especies al acervo fúngico (Maharachchikumbura et al., 

2021). La creencia es que el reino Fungi comprende                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

entre 2,2 y 3,8 millones de especies, con 2 a 3 millones aún por descubrir. De los 

cinco órdenes principales en los que se encuentran la mayoría de las nuevas 

especies que se publicaron en 2019, cuatro (Hypocreales, Pleosporales, Lecanorales 

y Capnodiales) pertenecen a Ascomycota (Jayawardena et al., 2021; 

Maharachchikumbura et al., 2021).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

Este modelo fúngico es interesante para nuestro estudio por la patogenicidad 

asociada a plantas. Asimismo, por su genoma y su rápida adaptación al medio 

ambiente hostil. Un organismo es excepcional por su genoma en constante evolución 

y su capacidad de adaptación a entornos hostiles en un tiempo corto (Deiulio et al., 

2018). Asimismo, en el genoma de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 4287 se 

encontraron seis genes para la producción de Lacasas (Lcc1, Lcc2, Lcc3, Lcc4, Lcc9 

http://www.speciesfungorum.org/
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y Lcc5) y cuatro secuencias proteicas que se identificaron como A7LBK7_FUSOX, 

A7LBK8_FUSOX, A7LBK6_FUSOX, A7LBK9_FUSOX (Alonso-Hurtado, 2020). Un 

antecedente para nuestra investigación que sirvió para desarrollar estrategias in silico 

e in vitro en la determinación y producción de Lacasas.  

Para ello, una recopilación de cristales y secuencias proteicas de Lacasas en hongos 

basidiomicetos y ascomicetos se realizó en este trabajo. Cristales de Lacasas en 

Fusarium oxysporum no se encontraron. Sin embargo, en los repositorios de datos si 

se encontraron secuencias de Lacasas en su genoma. Por lo cual, el siguiente paso 

de la investigación in silico consistió en la búsqueda del sitio activo de las Lacasas. 

El cual se conforma por los aminoacidos: His 508, His 431, His 436, His 434, His 95, 

His 502, His 504, His 140, His 138 y His 93. Una de las preguntas por responder, es 

¿este sitio activo se conserva indistintamente del filo al cual pertenecen los 

organismos productores de Lacasas? Esto se respondió con la coincidencia de los 

aminoácidos del sitio activo en el alineamiento que realizamos en Uniprot 

(www.uniprot.org). En donde se identificaron los residuos de Histidina presentes en 

las secuencias de Fusarium. Por tanto, la observación es que el sitio activo de las 

Lacasas es ampliamente conservado.  

Asimismo, con la herramienta swissmodel (swissmodel.expasy.org) se realizó una 

aproximación del cristal de Lacasas. Con esta herramienta se encontró coincidencia 

mayor del 90% con una Lacasa de Melanocarpus albomyces. Este ascomiceto es 

ampliamente descrito por su producción de Lacasas. En Protein Data Bank los 

cristales de M. albomyces existen desde el año 2002 hasta el 2021, es decir, la 

abundancia de cristales en este hongo es amplia. Por ello, de los diferentes cristales 

que se encontraron de M. albomyces un candidato para nuestros estudios in silico es 

3FU8 debido a que tiene 1.8 Å de resolución, es una proteína sin mutaciones y se 

encuentra en interacción con 2,6-Dimetoxyfenol (DMP). El 2,6-DMP, es un 

compuesto fenólico con el cuál la enzima interacciona en su sitio activo. Autores tales 

como, Agrawal et al., (2020) y Liu et al., (2021), incluyeron en sus investigaciones la 

implementación de este tipo de herramientas in silico debido a que la cristalización 

de enzimas es un proceso complicado. Asimismo, con cristales de enzimas de cada 

http://www.uniprot.org/
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organismo y con herramientas bioinformáticas conocer cada una de estas enzimas 

es posible. Los cristales de Lacasas de M. albomyces se tomaron como un modelo 

del cristal de las Lacasas para Fusarium oxysporum. Por tanto, la conservación del 

sitio catalítico es primordial para la inferencia del comportamiento de las Lacasas en 

cualquier organismo. En este caso se infiere que los residuos de Histidina unidos a 

los átomos de cobre son esenciales para la transferencia de electrones desde el 

sustrato a los sitios T1, T2 y T3 del sitio catalítico. Asimismo, su reducción de oxígeno 

molecular a agua .Algunos autores tal como Rostami et al., 2022 reportaron la 

participación de dichos aminoácidos en la transferencia electrones hasta el sitio 

trinuclear de cobre. 

Los cuales reportaron a Myrothecium verrucaria ITCC-8447 con actividad de Lacasas 

en el intervalo de 6 d a 10 d. En el caso de Pinheiro et al., (2020) la mayor actividad 

de Lacasas en Trametes versicolor se obtuvo a los 5 d. Por tanto, las dos cepas son 

modelos de estudio interesantes por la actividad que presentan, en un intervalo de 

tiempo amplio. Por ello, ambas cepas fúngicas se utilizaron para ensayos posteriores. 

En los cuales se evaluaron criterios de crecimiento óptimo e inducción de la enzima 

con fenoles.  

En la producción de enzimas fúngicas, uno de los criterios es la elección de las 

condiciones óptimas del medio de producción de la enzima de interés. Con el 

desarrollo de técnicas estadísticas modernas, la optimización de un medio de cultivo 

para la producción enzimática es práctica, eficiente y económica. El diseño de 

Plackett-Burman es un método eficaz para evaluar la importancia relativa de los 

componentes del medio de producción enzimática, ya que significativamente reduce 

el número total de experimentos (Yan et al., 2021). Para el caso del factor de pH en 

ambas cepas el pH óptimo del medio de producción de Lacasas es de 5. Othman et 

al., (2021) reportaron el impacto del pH en el medio de producción de Lacasas en 

Trichoderma harzianum S7113, en su caso el pH óptimo es de 5. Por tanto, se infiere 

que para la producción de Lacasas el pH del medio es ácido. 
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El modelo Placket- Burman considera los efectos principales e ignora las 

interacciones entre las variables, por lo que generalmente se usa en combinación con 

otra metodología estadística robusta. En este caso, el modelo de bosques aleatorios 

se utilizó como complemento para el establecimiento de los factores de interés en la 

producción de Lacasas. Un modelo de bosques aleatorios es una técnica de 

aprendizaje automático que se construye a partir de una colección de árboles de 

decisión (X. Zhou et al., 2020). Con este modelo, los factores determinantes en 

ambas cepas son la fuente de carbono y la temperatura. En el caso de la temperatura 

en FOSC 33 la temperatura de 25 ºC y de FOSC 22 de 35 ºC. Los resultados son 

similares a lo que reportaron Wang et al.,(n.d.) con Auricularia cornea donde el efecto 

de la temperatura en el medio de producción de Lacasas se encuentra en valores de 

26 ºC a 30 ºC. Por tal motivo, el siguiente paso de esta investigación se basó en la 

dilucidación de la fuente de carbono. Ya que como los resultados lo muestran la 

fuente de carbono es determinante en la producción de Lacasas fúngicas y no fue 

claramente definida en los modelos estadísticos. Entonces, ambas cepas se 

crecieron en diferentes fuentes de carbono. Con ello, se determinó que la mejor 

fuente de carbono es la dextrosa para FOSC 33 y la sacarosa para FOSC22 en la 

producción de Lacasas. Estos resultados son similares a los que reportaron Othman 

et al., (2021). Ellos determinaron que en el caso de Trichoderma harzianum S7113, 

la fuente de carbono óptima para la producción de Lacasas fue la dextrosa.  

Mediante ensayos de acoplamiento molecular se realizó una aproximación para 

conocer los posibles compuestos fenólicos candidatos para su catálisis mediante las 

Lacasas fúngicas. La afinidad de unión se establece por las interacciones 

intermoleculares no covalentes, como los puentes de hidrógeno, interacciones 

electrostáticas, fuerzas hidrofóbicas y de Van der Waals (Villacis- Perez, 2021). Por 

tanto, las interacciones o fuerzas intermoleculares son las responsables de las 

atracciones o repulsiones entre distintas moléculas o iones. En este caso, el 

acetaminofén, la carbamazepina y el azul brillante de remazol resultaron con mayor 

energía de afinidad en la interacción con -6.4 kcal/mol, -7.0 kcal/mol y -7.2 kcal/mol, 

respectivamente. En la visualización de las interacciones se observaron puentes de 

hidrógeno, fuerzas de van der waalls, enlace carbono-hidrógeno, pi-pi, pi-alkil y pi-



UMSNH                                         Biología Experimental IIQB 
 

Katia Lizbeth Alonso Hurtado 45 

 

azufre. La importancia de estas interacciones a nivel energético se debe a la fuerza 

de cada interacción; puente de hidrogeno (P-H) -1 a -40 kcal/mol; interacciones 

hidrofóbicas -0.7 a -1.5 kcal/mol, interacciones aromáticas -1.6 a -2.5 kcal/mol y Pi-

Anión -2 a -5 kcal/mol (Cambridge MedChem, 2020; Villacis- Perez, 2021). Mo et al., 

(2018) establecieron en su trabajo que las interacciones de fenoles tales como el 

nonilfenol y el octilfenol lineales dependen tanto de los enlaces de hidrógeno como 

de los contactos hidrofóbicos. Entonces, la estabilidad de reacción con estos 

compuestos se debe a la participación de los puentes de hidrógeno, fuerzas de van 

der Waals carbono-hidrógeno, pi-pi, pi-alkil y pi-azufre con aminoácidos cercanos al 

sitio activo y esencialmente con His 508, presente en el sitio activo. Por otro lado, 

Kameshwar et al., (2018) evaluaron diferentes compuestos fenólicos (monómeros, 

dímeros y tetrámeros) y determinaron que las Lacasas tienen afinidad por estas 

moléculas en los mismos sitios de acoplamiento. Es decir, que las Lacasas tienen un 

gran potencial redox para catalizar sustratos de distinta composición estructural. Lo 

cual es similar con nuestros resultados ya que la Lacasa tuvo afinidad por los 

diferentes compuestos propuestos, en el mismo sitio de acoplamiento. 

Posterior al acoplamiento se evaluó la estabilidad de reacción entre la Lacasa el 

acetaminofén, la carbamazepina y el azul brillante de remazol durante 2 

nanosegundos. La estabilidad de la reacción del acetaminofén, la carbamazepina y 

el RBBR no superó los 2 Å, lo cual sugiere que los tres compuestos son candidatos 

para llevarse a cabo las reacciones in vitro. Debido a que con esto se infiere que en 

los primeros 2 ns de la reacción, los sustratos se unen al sitio T1 para llevar a cabo la 

transferencia de electrones. Mehra et al., (2018) determinaron que la estabilidad de 

reacción de las Lacasas se atribuye a la cercanía del sustrato al sitio T1.  

La tecnología de bioaumentación agrega principalmente microorganismos de cultivos 

enriquecidos que degradan de manera eficiente los contaminantes objetivo en el 

sistema de reacción, con el objetivo de mejorar la capacidad operativa del sistema 

de reacción de una manera específica y determinada (Wang et al., 2019). Es por ello, 

que en la búsqueda de producción de Lacasas a partir de F. oxysporum lo primero 

que se realizó fue la determinación del efecto tóxico de los compuestos fenólicos 

sobre el crecimiento de FOSC 33 y FOSC 22. Con ello, cambios morfológicos se 



UMSNH                                         Biología Experimental IIQB 
 

Katia Lizbeth Alonso Hurtado 46 

 

observaron a nivel macroscópicos. Con concentraciones de 0.1% de fenoles, la 

coloración de ambas cepas se modificó, sin embargo, el crecimiento no se modificó. 

Por tal motivo, la utilización de un inóculo enriquecido con fenoles fue de interés para 

nuestra investigación ya que, con esto, la capacidad metabólica del hongo 

permanecería activa a la degradación de fenoles. Alguno autores tal como Jiang et 

al., (2016) aislaron a un hongo halófilo JS4 de una fábrica farmacéutica, con 

capacidad de degradar 500 mg/L de fenol en 32 h en condiciones óptimas. En nuestra 

investigación se evaluó la capacidad de ambas cepas para la producción de Lacasas 

con un enriquecimiento previo con fenoles. En el primer paso de purificación de las 

Lacasas se realizaron dos métodos, la precipitación con acetona y la ultrafiltración 

con membranas de 100 kDa. Con este ensayo se determinó que la concentración de 

Lacasas es más efectiva con membranas de ultrafiltración.  

Las Lacasas fúngicas extracelulares son glicoproteínas que están compuestas por 

N-glucanas con alto contenido de manosa. La glicosilación tiene una función esencial 

en la actividad, secreción, retención de cobre y estabilidad térmica de las Lacasas 

(Xu et al., 2019). Entonces, para evaluar el efecto de desglicosilación en las proteínas 

del extracto purificado de FOSC 33 se utilizó la enzima Endo- H. Con ello, en el gel 

de electroforesis SDS-PAGE se observaron dos señales entre 75 y 100 kDa, en 

comparación con el control sin tratamiento con Endo-H se observó una disminución 

en los pesos moleculares, una de las señales en 150 kDa desapareció. En el caso 

de las Lacasas fúngicas es común encontrarlas glicosiladas, tal es el caso de T. 

versicolor, que al ser evaluada con enzimas de desglicosilación su peso molecular 

disminuye a 54 kDa (Iimura et al., 2018). Otro caso es de las Lacasas que se 

obtuvieron a partir de Madurella mycetomatis  (Tülek et al., 2021). Por tanto, este 

resultado sugiere que el extracto contiene proteínas glicosiladas y una de ellas son 

las lacasas.   

Las Lacasas fúngicas suelen existir como estructuras monoméricas, homodiméricas, 

heterodiméricas u otras estructuras oligoméricas (Shanmugam et al., 2018). En este 

trabajo, las señales electroforéticas que se identificaron tuvieron un peso molecular 

de 100 kDa, el cual es consistente con el de las Lacasas fúngicas típicas, ya que se 
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reportan con un Intervalo de peso molecular entre 50-100 kDa. En este caso, el 

proceso de purificación coincide con el de otros hongos ascomicetos como Thielavia 

sp. en donde la mayor concentración de proteínas se obtiene con ultrafiltración 

(Mtibaà et al., 2018). Sadhasivam et al. (2008) describieron una Lacasa monomérica 

purificada del hongo ascomiceto T. harzianum con un peso molecular de 79 kDa, 

mientras que la de Sclerotinia sclerotiorum es monomérica con un peso molecular de 

65 kDa en su forma nativa.  

En estudios anteriores, una amplia variedad de Lacasas fúngicas se purificaron con 

Sephadex G-100 tal es el caso de la Lacasa de Aspergillus sp. HB_RZ4 con un  

rendimiento de 6.21 %  (Sayyed et al., 2020) y la Lacasa de Trichoderma asperellum 

BPLMBT1 con un rendimiento de 1.8 % (Shanmugam et al., 2018). Sin embargo, el 

rendimiento de purificación de la Lacasa de FOSC33 con Sephadex G-100 disminuyó 

la actividad específica en comparación con el paso de ultrafiltración. Lo cual indica 

que la enzima no se adsorbe perfectamente en el gel de dextrano y que requiere una 

cromatografía de intercambio iónico previo a la utilización de Sephadex G-100 como 

lo reportaron Olajuyigbe et al., (2019) con la Lacasa de Cyberlindnera fabianii.   

Para los parámetros bioquímicos aparentes de la Lacasa se evaluó el efecto del pH 

con ABTS (2,2′-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) como sustrato. Por tanto, 

los resultados coinciden con los de otros hongos ascomicetos que se reportaron tal 

como Thielavia sp. (Mtibaà et al., 2018) y Scytalidium thermophilum (Younes y 

Sayadi, 2011). Mientras que Othman et al. (2018) describieron a Agaricus bisporus 

AU13 y Leptosphaerulina sp. con resultados similares. Respecto al efecto de la 

temperatura, en el ensayo se observó que la Lacasa mostró estabilidad hasta los 60 

ºC. Este resultado se encuentra en un intervalo que muestran las Lacasas, ya que 

estas se caracterizan por tener temperaturas óptimas entre 50 y 80 ºC. Estos 

resultados coinciden con los de Kiiskinen et al. (2002) y Mtibaà et al. (2017), quienes 

reportaron temperaturas óptimas entre 60 ºC y 70 ºC para M. albomyces y 

Chaetomium sp., respectivamente. 
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Mientras que la oxidación del guaycol (8.67 mM) no fue tan eficiente respecto a los 

otros compuestos que se evaluaron. Por tanto, los valores de Km de la Lacasa de 

FOSC 33 con los diferentes compuestos, muestran su amplia especificidad de 

sustrato. El ABTS es un sustrato que se reporta ampliamente para analizar el 

comportamiento cinético de las Lacasas. Es por ello, que en la búsqueda del 

comportamiento de otras Lacasas encontramos que los valores de Km de la Lacasa 

de FOSC33 son menores respecto a los valores que se reportan para Ganoderma 

lucidum (3,7 mM) (Ko et al., 2001). En el caso de los valores cinéticos con el 

acetaminofén y rojo Congo, observamos su especificidad por estos sustratos.  

La decoloración y remoción de compuestos que se basa en el uso de métodos 

enzimáticos es una alternativa potencial para sustituir métodos químicos. Diferentes 

autores proponen el uso de Lacasas fúngicas como una herramienta prometedora 

(Mtibaà et al., 2017; Manai et al., 2016) para la remoción de colorantes y  fármacos. 

Sin embargo, este último es poco explorado. En este trabajo observamos 

modificaciones estructurales en los compuestos propuestos. Mediante un análisis de 

espectroscopia de infrarojo, el acetaminofén presentó modificaciones en sus enlaces 

O-H que se encuentran a los 3160 cm-1 y en los enlaces C=C del anillo aromático que 

se encuentran entre los 1400 cm-1 y 1600 cm-1. Las modificaciones espectrales en el 

intervalo de 3200 cm-1 a 3500 cm-1 muestran los cambios en la estructura del 

acetaminofén cuando se encuentra con el extracto de las Lacasas de F. oxysporum 

species complex 33. Asimismo, en el caso de la carbamazepina las señales 

características del enlace C-H del anillo aromático a los 3279 cm-1 y el enlace N-H 

que se encuentra en 3435 cm-1 se modificaron por la interacción con el extracto. 

El rojo Congo mostró modificaciones en los enlaces azo N=N que se encuentran en 

los 1582 cm-1 (Figura 29). Estas señales se modificaron con el extracto de las Lacasas 

de F. oxysporum species complex 33. La falta de señales entre 3300 cm-1 y 3500 cm-

1 se debe a la ausencia de enlaces O-H. Con lo cual se infiere que las Lacasas están 

llevando a cabo la catálisis de los compuestos propuestos. Estos resultados 

coinciden con los que reportaron Lallawmsanga et al., (2019). Mediante la oxidación 
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de los mismos y la formación de radicales libres que se acoplan entre sí para formar 

polímeros que se disuelven en agua (E. Wu et al., 2019).  

 

 

 

11. CONCLUSIÓN 

El aislado silvestre F. oxysprorum exhibe capacidad para la producción de Lacasas. 

Con el uso de herramientas estadísticas y computacionales identificamos factores 

determinantes en la producción de Lacasas tales como la fuente de carbono y 

temperatura. Las Lacasas de F. oxysporum se identificaron con potencial en la 

remoción de fármacos y colorantes de naturaleza fenólica tales como acetaminofén, 

carbamazepina, rojo congo y azul brillante de remazol.  
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