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o =ste trabajo de investigacion se purific una enzima lacasa de Pleurotus ostreatus (ATCC

Ssicoquimicas, as{ como los pardmetros cinéticos de crecimiento del hongo y de su

aroduccién por este tipo de fermentacion.

Los parametros evaluados en la fermentacién fueron: la actividad de lacasas (usando 2,6-
Fimetoxifenol como sustrato); la biomasa; la concentracion de proteina soluble en el caldo de
fermentacion y el mimero de isoformas de enzimas lacasas producidas durante la fermentacion

a través de zimografia.

La cepa de Pleurotus ostreatus utilizada en este estudio present6 cuatro isoformas de lacasa a
las 432 horas de fermentacion a 25°C y con agitacién orbital de 120 rpm. Mediante tres pasos
de purificacion, isoelectr.oenfoque, cromatografia de intercambio i6nico utilizando una
columna Econo-Pac (Bio-Rad) y cromatografia de intercambio i6nico utilizando una columna
Bio-Q (Bio-Rad), se logrd purificar una isoforma de lacasa, la cual present6 un peso molecular
de 43.7 KDa determinado por SDS PAGE, su punto isoeléctrico fue de 2.27 determinado por
isoelectroenfoque, su velocidad maxima de actividad fue de 1.18 AAbs/min con 2,6
dimetoxifenol como sustrato, la constante de Michaelis-Menten fue de 90 uM para el mismo
sustrato, la temperatura 6ptima de actividad fue de 40°C y su pH 6ptimo de actividad fue de

4.5,

La isoforma purificada presentd alta afinidad por el sustrato evaluado y amplios margenes de
tolerancia a pH y temperatura, asi como un punto isoeléctrico y peso molecular diferente a los

reportados en la literatura para lacasas de esta especie de hongo.




INTRODUCCION

£l papel natural de los hongos de pudricion blanca, como Pleurotus ostreatus, €s su
participacién activa en el reciclado de polimeros aromaticos de la lignina. Esto es posible
sracias a un sistema multienzimético que poseen estos hongos. Entre las enzimas que

participan en la degradacion de la lignina estan las lacasas.

[as enzimas lacasas se caracterizan por tener un amplio nimero de sustratos, tales como
hidrocarburos policiclicos aromaticos, aminas aromaticas y fenoles organofosforados, todos
ellos pertenecientes al grupo de los fenoles o polifenoles. Esta propiedad se ha aprovechado en
procesos de biorremediacién para oxidar contaminantes similares a los sustratos como son los
principios activos de: insecticidas, colorantes, herbicidas y fungicidas, entre otros. Para lograr
esta aplicacion, es necesario caracterizar a las enzimas purificadas y los mecanismos de
excrecion e induccién de los organismos que los producen mediante fermentaciones

sumergidas.

Las fermentaciones sumergidas son procesos bioldgicos muy empleados para la produccion de
enzimas de interés industrial, entre otros, utilizando hongos filamentosos, bacterias y

levaduras, ademés permite caracterizar y eficientar dichos procesos.



% partir de la tercera semana, las bolsas se exponen bajo luz indirecta y una humedad

smoiental del 80% para inducir la fructificacion y posterior cosecha (Guzman y col. 1993).
~1.1. Morfologia de los hongos del género Pleurotus

=1 hongo tiene una apariencia de masa algodonosa, generalmente blanca, que técnicamente se
‘ama micelio y la cual crece sobre el sustrato elegido para el desarrollo el hongo. La unidad
microscopica fundamental de un hongo se denomina hifa, la cual es un filamento tabicado. El
micelio es el que se cultiva en el laboratorio sobre medios sintéticos en cajas Petri para obtener
una cepa. Esta crece en forma radial y por ello se forman masas discoidales sobre la superficie

en donde crecen (Guzman y col. 1993).

En la figura 1 se muestran las partes fundamentales de Pleurotus, las cuales son el sombrero o
pileo, que protege a las laminillas o el himenio, este dltimo es la parte fértil del hongo en
donde se producen las esporas. El sombrero es sostenido por el pie o estipite (Guzman y col.

1993).

Fase reproductiva
(Cuerpo fructifero)

\Superficie del sustrato

Fase vegetativa
(Micelio)

Apice de la hifa \

Figura 1. Partes fundamentales de Pleurotus (Sanchez, 1998).



" = (Ciclo de vida de Pleurotus

" == fructificaciones de los hongos constituyen los cuerpos reproductores en los que el hongo

—— Al

frma sus esporas, la células de dispersion del hongo para perpetuar la especie. Las esporas

~weden ser sexuales o asexuales. En la figura 2 se representa la estructura de un hongo donde

L e S L 8 )

_ iU

: fructificacion es el resultado de un proceso sexual y formara las esporas en su parte fértil, el

=menio, que es la cara inferior del sombrero.

Las esporas de Pleurotus (basidioesporas) al caer sobre un sustrato adecuado, germinan
sroduciendo hifas y éstas un micelio que tienen la particularidad de ser uninucleado. Un
micelio uninucleado, también llamado micelio primario, se fusiona con otro individuo para
producir un micelio binucleado o secundario (sin fusién nuclear). Estd union sexual se llama

plasmogamia y constituye el primer paso en la reproduccién sexual del hongo.

El micelio secundario tiene la caracteristica de desarrollarse abundantemente y esta masa es la
que constituye el verdadero hongo. Se pueden formar uno o muchos cuerpos fructiferos, en los
cuales, en su himenio terminard la reproduccién sexual que es la formacion de las esporas.
Estas se forman en los basidios donde se lleva a cabo una fusion nuclear llamada cariogamia y
da como resultado la formacién de las esporas. Para el caso de Pleurotus se forman cuatro

esporas por cada basidio, como en la mayoria de los basidiomicetes.



Esporas T
\ / Cﬂ‘—h' s P Micelio primario

‘\b
Ger nacion ‘—“ Plasmogamia

Mlceho secundario

Meiosis ' ,
Cariogamia

Figura 2. Ciclo de vida de Pleurotus (Sénchez, 1998).

Los hongos también se pueden reproducir vegetativamente por medio de fragmentos obtenidos
del micelio o del cuerpo fructifero. Si tomamos en condiciones de asepsia una porcion del
micelio secundario del hongo o una pequefia pieza del cuerpo fructifero y la ponemos bajo
humedad, temperatura y nutrimentos adecuados, dicho fragmento crecera y dara mas hifas
formando un nuevo micelio. El método vegetativo es el mas empleado en el laboratorio para

reproducir a los hongos (Guzmdn y col. 1993).
1.2. Enzimas lacasas

Las enzimas lacasas forman parte del grupo de las fenoloxidasas, ademas pertenecen al grupo
ligninolitico. Estas enzimas catalizan reacciones de degradacién de la lignina, son producidas
es su mayorfa por hongos de pudricién blanca (Guillén y col. 2000). El grupo de enzimas
ligninoliticas se dividen basicamente en tres: manganeso peroxidasas (MnP), lignin
peroxidasas (LiP) y lacasas (D’Souza y col. 1999). Las lacasas pueden oxidar compuestos
fenélicos produciendo radicales fenoxi libres, mientras que los compuestos no fendlicos son

oxidados via radicales catiénicos. Las lacasas pueden oxidar compuestos no fenélicos con un



~we=ncial de ionizacion relativamente bajo, mientras que los no fendlicos de alto potencial de

=rzacion son oxidados por LiP y MnP (Srinivasan y col. 1995).

| =< manganeso peroxidasas (MnP; EC1.11.1.13) son enzimas extracelulares oxido-reductasas,

on potencial para oxidar a la lignina, sustancias himicas y varios compuestos organicos
-ontaminantes. Esta caracteristica hace que estas enzimas sean consideradas atractivas en la
solicacién biotecnolégica, por ejemplo en el tratamiento de aguas residuales, blanqueamiento
d= pulpa, remocién de: lignino sulfonas, sustancias hiimicas, residuos de plantas en la lana de
svejas, asi como en la eliminacion de compuestos quimicos peligrosos (Niiske y col. 2002).
Estas enzimas son ampliamente encontradas en basidiomicetos y su produccion es regulada

por la concentracion de Mn*" (D’Souza y col. 1999).

Las lignin peroxidasas (LiP; EC 1.11.1.14.) son glicoproteinas que contiene un grupo hemo
(Ward y col. 2002), estas enzimas participan en la depolimerizacion extracelular de la lignina
en hongos de pudricion blanca (Guillén y col. 2000). La habilidad de la LiP en la degradacion
de la lignina es atribuida, en parte, a su potencial redox, que se reporta como alto comparado
con otras peroxidasas. Esta habilidad de LiP para catalizar las reacciones normalmente no esta
asociada con otras peroxidasas, en particular la oxidacién de sustancias no fenolicas. Se ha
reportado que LiP puede oxidar compuestos aromaticos con un potencial de ionizacion

calculado en valores cercanos a 9.0 electron Volts (Ward y col. 2002).

Las lacasas (bencenodiol: oxigeno oxido-reductasas EC 1.10.3.2) pertenecen a un grupo de
enzimas que catalizan la oxidacién de un gran numero de compuestos fenélicos y aminas
aromaticas usando oxigeno como aceptor de electrones, que es reducido a agua (Mufloz-
Guillén y col. 1997). Las lacasas se han encontrado principalmente en hongos de pudricion
blanca, aunque también son producidas por bacterias, insectos y plantas (Galhaup y col. 2002).
El proposito fisiologico de la lacasa en plantas es biosintético y en hongos es degradativo de la
lignina (Giardina y col. 1995). La lignina es el segundo polimero organico mas abundante y

renovable en la tierra, es el principal componente de la madera (D’Souza y col. 1999) y es el



- =-omatico mas importante en la naturaleza, con el 40% de la energia solar captada

glamtas (Leonowicz y col. 1999).

Swm== es un polimero complejo tridimensional compuesto por subunidades de fenil-

- =terconectados por diferentes enlaces carbono-carbono y carbono-oxigeno-carbono

e AU
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Figura 3. Estructura quimica de la lignina (Leonowicz y col. 1999)

También es conocida la participacién de las lacasas y las celobiosa deshidrogenasas en la
formacion de pigmentos que caracterizan los cuerpos fructiferos de los hongos y en la sintesis
de agentes antimicrobianos. Temp y Eggert (1999) reportaron la formacion de un pigmento en

presencia de un precursor, el 4cido 3-hidroxiantranilico que fue oxidado a 4cido cinabérico por




2 lacasa de Pycnoporus cinnabarinus durante la fructificacion en un medio que contenia

c=lulosa y celobiosa (Figura 4).
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Figura 4. Oxidacion del dcido 3-hidroxiantranilico a 4cido cinabérico en presencia de lacasas
de Pycnoporus cinnabarinus y celobiosa dehidrogenasa (Temp y Eggert, 1999).

Especificamente, las lacasa fungicas catalizan sobre una amplia gama de sustratos con
caracteristicas quimicas similares al p-difenol y se conocen reacciones de polimerizacion,
depolimerizacién, metilaciéon y dimetilacién de compuestos fendlicos (Edens y col. 1999).
Recientemente se ha demostrado que las lacasas fingicas también pueden degradar
compuestos no fendlicos de la lignina en presencia de ciertos compuestos llamados
mediadores como sustratos artificiales y metabolitos fiingicos. Un ejemplo es el caso de la
oxidacion de 1-(3,4-dimetoxifenil)-2-(2-metoxifenol) propano-1,3 diol (Figura 5) en
presencia de mediadores como el 1-hidroxibenzotriazol (1-HBT) y é4cido violtrico (Li y col.

1999).



0 LACASA/ MEDIADOR 0]

OCH 3 > CH30
C

OCH, OCH,4
CH40 CH30

1-(3,4-dimetoxifenil)-2-(2-metoxifenol) propano-1,3 diol

1-Hydroxibenzotriazol Acido Violurico

Figura 5. Oxidacién de 1-(3,4-dimetoxifenil)-2-(2-metoxifenol) propano-1,3 diol a través de
lacasas fingicas en presencia de mediadores como el I-hidroxibenzotriazol y écido
violurico (Li y col. 1999).

[Las lacasas contienen comtnmente en su sitio activo cuatro &tomos de cobre de tres diferentes
tipos T1, T2 y T3 (Edens y col. 1999). El centro T1 oxida al sustrato y transfiere los electrones
generados a un grupo trinuclear formado por un centro T2 y dos centros T3 (Messerschmidt y
Huber 1990), en éste se lleva a cabo la reduccién del oxigeno molecular a agua (Xu, 1997). La
adicién de agentes quelantes, como azida de sodio, cianuro de potasio o EDTA, a una mezcla
de reaccion catalizada por lacasa provoca una inhibicion irreversible, lo que sugiere que los
4tomos metalicos centrales participan en la catélisis (Edens y col. 1999). En la figura 6 se
muestran los tipos de cobre (representados por esferas) presentes en una lacasa de Coprinus
cinereus expresada en Aspergillus oryzaea que fue cristalizada y determinada su estructura

tridimensional (Ducros y col. 2001).



Figura 6. Representacion tridimensional de una lacasa de Coprinus cinereus (Ducros y col.
2001)

! as reacciones catalizadas por una lacasa sobre sustratos fentlicos, consisten en la oxidacion
3= un electrén convirtiendo el anillo fendlico en un radical libre arilo. Estas especies quimicas
activas pueden ser convertidas a quinonas en un segundo paso de la oxidacion y la quinona,
producto de los radicales libres, puede sufrir una polimerizacién no enzimética (Durdn y col.
2002). En la figura 7 se muestra la formacion de radicales libres del 3-cloro-4-hidroxibifenil

catalizado por una lacasa de Pycnoporus cinnabarinus (Schultz y c0l.2001).

—-of
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o

Figura 7. Formacion de radicales libres en una reaccion catalizada por lacasa (Schultz y col.

2001).
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B Temmcas de purificacion de proteinas

soelectroenfoque

% seelectroenfoque es una técnica de separacion de anticuerpos, antigenos y enzimas no
semseoralizante, lo que permite conservar sus caracteristicas y actividades biologicas. Esta
ooz de alta resolucién separa proteinas que difieren en puntos isoeléctricos, estd basada en
« ==cho de que las proteinas poseen una carga neta dependiente del pH, ésta es determinada
sor 12 secuencia de aminodacidos de la proteina y el pH ambiental. Cuando una proteina esta
s=o |z influencia de una diferencia de potencial en un gradiente de pH establecido, ésta puede

= grar hasta encontrar el pH donde la carga neta de la proteina sea cero, a este valor de pH se

= denomina punto isoeléctrico (P.L.).

T os anfolitos son sustancias empleadas para establecer un gradiente de pH desde el anodo y el
ztodo. Cuando se aplica un voltaje al sistema de anfolitos y proteinas, todos los componentes
migran a sus respectivos P.Ls. Los anfolitos rapidamente establecen un gradiente de pH y se

mantiene por periodos largos de tiempo que permiten a la proteina moverse lentamente.

Una proteina con carga neta positiva, en una region particular de pH, migraré hacia el catodo.
En algin punto del gradiente la carga neta de la proteina serd igual a cero, en ese momento la
proteina dejard de migrar. De forma similar sucederd con una proteina con carga neta negativa,

solo que ésta migrard hacia el anodo (Bio-Rad Laboratorios, 2002).

1.3.2. Electroforesis

La electroforesis consiste en una separacién de moléculas con una carga neta al desplazarse en
un campo eléctrico a través de un material poroso. Este método permite separar proteinas y
otras macromoléculas, tales como DNA y RNA. La velocidad (v) de migracion de una
proteina (o de cualquier otra molécula) en un campo eléctrico depende de la fuerza del campo

(E), de la carga neta de la proteina (z) y del coeficiente de friccién (f). La velocidad de
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4= una proteina separada por electroforesis puede representarse mediante la

- —_——

B
—ie AL

Ez
y=—

/

== =léctrica (Ez) que conduce la molécula cargada hacia el electrodo con signo opuesto
. resistencia (fv), debida a la friccién viscosa entre la molécula que se desplaza y el
st 2= desplazamiento. El coeficiente de friccion depende tanto de la masa y de la forma de
& meiscula que emigra, como de la viscosidad (n) del medio. Para una esfera de radio (r)
sl 1= siguiente ecuacion:

f=6rnr

Ls= separaciones electroforéticas se realizan casi siempre sobre geles en vez de disoluciones
ieres. por dos razones principales. La primera, los geles suprimen las corrientes de
semveccion producidas por pequefios gradientes de temperatura, lo cual es un requerimiento
=erz una separacién mas efectiva. La segunda, los geles sirven de tamices moleculares que
sotencian la separacién. Las moléculas més pequefias que los poros del gel se desplazan
Gcilmente a través de €1, mientras que las moléculas de mayor tamafio que los poros del gel
sermanecen casi inméviles. Las moléculas de tamafios intermedios se desplazan a traves del

zel con diversos grados de dificultad (Stryer, 2001).

Los geles de poliacrilamida (PAGE) son los soportes de eleccion para la electroforesis de
proteinas, porque son quimicamente inertes y se forman con facilidad mediante polimerizacién
de la acrilamida (Figura 8). Ademas, escogiendo distintas concentraciones de acrilamida,
metilenbisacrilamida (un reactivo que establece enlaces cruzados) y variando los tiempos de
polimerizacién se pueden conseguir diversos tamafios de poro controlados. Los sistemas de
electroforesis pueden ser de dos formas: continuos y discontinuos. En los sistemas continuos
la concentracion del gel es la misma en toda la superficie, a diferencia del sistema discontinuo
en que un gel de diferente concentracion se coloca sobre otro. Esta diferencia de
concentraciones compactara la muestra antes de entrar a la zona de separacion para evitar que

la muestra se difunda (Allen, 1984).
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Figura 8. Formacién de un gel de poliacrilamida

Las proteinas pueden separarse muy bien, segin sus masas moleculares, utilizando
electroforesis sobre gel de poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes, que consiste en
una mezcla de proteinas en un medio con dodecil sulfato de sodio (SDS), un detergente
aniénico capaz de romper casi todas las interacciones no covalentes de las proteinas nativas.
También se afiade 2-B mercaptoetanol o ditiotreitol para reducir los puentes disulfuro. Los
aniones de SDS se unen a la cadena principal a razén de un SDS por cada dos aminoécidos, lo
que da al complejo SDS-proteina desnaturalizada carga negativa aproximadamente
proporcional a la masa de la proteina. Al ser la carga negativa, adquirida por la fijacién de
SDS, muy superior a la carga de la propia proteina nativa, esta carga se considera
despreciable. Los complejos SDS-proteina se someten entonces a electroforesis sobre gel de
acrilamida, que normalmente se utiliza como un bloque delgado dispuesto verticalmente. La
direccion de la electroforesis es vertical descendente. Las proteinas pequefias se desplazan
répidamente a través del gel, mientras que las grandes permanecen arriba, cerca del punto de
aplicacion de la mezcla. El desplazamiento de la mayoria de las cadenas polipetidicas es, en

estas condiciones, linealmente proporcional al logaritmo de su masa. Pueden distinguirse
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" mmenmes que difieran en su masa s6lo en un 2%, por ejemplo 40 y 41 KDa, lo que supone una
Seenciz aproximada de 10 residuos de aminoécidos. Por ultimo, las proteinas pueden
s zarse sobre el gel tifiéndolas con plata o un colorante tal como el azul de Coomasie, que
ez una serie de bandas. Cuando se tifie con azul de Coomasie es necesario una cantidad de

J © .z de proteina (~2 moles) para diferenciar una banda, mientras que con la tincion de plata

e U

1 3 3. Cromatografia.

~an parte de la bioquimica moderna se basa en la utilizacién de los métodos como la

———

—omatografia, que comprenden el paso de una solucion (la fase movil) a través de un medio
e estacionaria) que presenta una porcion selectiva para distintos componentes. La rapidez

——

-on la que pasa cada componente de la fase mévil depende de manera inversa de la fuerza con
1z que interactiie con la fase estacionaria. La cromatografia consiste en llenar una columna con
n material que pueda adsorber las moléculas de modo selectivo debido a alguna diferencia de
su estructura quimica. Inicialmente se humedece la columna con la solucién amortiguadora
adecuada. A continuacion, se coloca la mezcla de las moléculas que se van a separar en la
parte superior de la columna y se hace pasar lentamente a lo largo de la columna una solucion
amortiguadora. Se toman fracciones, utilizando un recolector automatico de fracciones,
mientras continua este proceso de elusion (paso a través de la columna). Algunas moléculas
sélo se adsorben débilmente o no se adsorben en absoluto, y son las primeras que eluyen. Las
que se adsorben con mas intensidad son las ltimas en eluir. En ocasiones debe modificarse la
composicion de la solucién amortiguadora durante la elusion para eliminar las moléculas

ligadas con mas fuerza. El material de la columna utilizado y el método de elusion dependen

del fundamento que desee utilizarse para la separacion.
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| 3 7 1. Cromatografia de intercambio 16nico

L= cromatografia de intercambio i6nico se utiliza para separar las moléculas de acuerdo con su
sarga eléctrica. Se utilizan resinas de intercambio i6nico, que son polianiones o policationes.
Semongamos que deseamos separar tres clases de moléculas, una de las cuales esta cargada
=egativamente, otra con una carga positiva débil y la tercera con una carga positiva fuerte.
Puede utilizarse para el material de la columna una resina aniénica, que lleva grupos cargados
megativamente. Las moléculas de la mezcla cargadas negativamente pasaran a través de la
~esina sin adsorberse y se encontraran en las fracciones iniciales. Los dos tipos de moléculas
-on carga positiva seran ligadas por la resina, aunque las de la carga positiva débil quedaran
fijadas con menor fuerza. Dado que los aumentos de concentracion salina tienden a romper las
interacciones electrostaticas de este tipo, pueden utilizarse gradientes de concentracion de
sales una vez recogidas las primeras fracciones. Es decir, se incrementa gradualmente la
concentracion salina de la solucién amortiguadora eluyente. A medida que aumenta la
concentraciéon salina, los iones de sodio pueden competir cada vez mejor por los lugares
negativos en la resina. A continuacién eluirén los cationes fijados débilmente y los fijados

intensamente con fuerte carga positiva, solo eluirdn con la concentracion salina mas elevada

(Mathews y col. 2002).

1.3.3.2. Cromatografia de afinidad

La cromatografia de afinidad es una clase de cromatografia més especifica, ideal para aislar
una o pocas proteinas de una mezcla compleja. Muchas proteinas presentan interacciones
bastante fuertes con otras moléculas, por ejemplo las interacciones de las enzimas con
analogos de sus sustratos o con cofactores. Las moléculas adecuadas acopladas de modo
covalente a una matriz inerte, actuaran como “anzuelos” moleculares para captar la proteina
deseada. Todas las proteinas restantes simplemente pasardn a través de la columna. Las
moléculas proteicas capturadas pueden liberarse posteriormente eluyendo la columna con una
solucién amortiguadora que contenga copias de las moléculas “anzuelo” o algiin otro reactivo

que pueda romper la interaccién. En una variante de este método, se acoplan a la resina
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cuerpos para una sustancia concreta y proporciona una retencion muy especifica del

geoducto deseado.
! 233, Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC: High Performance Liquid
_mromatography)

“on ésta nueva téenica se utilizan presiones de 2000 a 3000 psi para hacer que las soluciones
=asen rapidamente a través de la resina. Este nivel de presién ha requerido el desarrollo de
==sinas no compresibles y columnas metélicas fuertes en la que se lleva a cabo el proceso. La
—romatografia solia ser un proceso lento. Con los procedimientos habituales s6lo se aplicaba
una pequefia presion hidrostética para hacer que los fluidos pasaran a través de la columna y la
slusién requeria varias horas. Este proceso no solo precisaba mucho tiempo sino que en
scasiones era perjudicial para los productos sensibles. Ademas, la muestra tendfa a esparcirse,
debido a la difusion, a medida que bajaba a lo largo de la columna. Cuanto més duraba el
experimento, més grave era la extension y quedaba afectada la resolucion de los componentes.
De este modo, las separaciones que anteriormente precisaban horas, en la actualidad pueden

realizarse en minutos y con una resoluciéon mas elevada (Mathews y col. 2003).

1.3.3.4. Cromatografia de filtracién en gel

La filtracion en gel es un tipo de cromatografia en el que la base de la separacién es el tamafio
molecular en lugar de las propiedades quimicas. En consecuencia, suele ser una alternativa a la
sedimentaciéon. A menudo, constituye un método adecuado para separar las macromoléculas
de tamafio diferente o para eliminar los contaminantes de peso molecular bajo de las

disoluciones de moléculas grandes.

El aparato para la filtracién en gel es muy similar al descrito para la cromatografia en
columna. Se llena con esferas de un material poroso, normalmente un polisacéarido
entrecruzado. Se elige la porosidad del gel de modo que las moléculas mas pequefias de la

muestra pueden penetrar en las esferas, mientras que las mayores no pueden hacerlo. La
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muestra se aplica en la parte superior de la columna, como en la cromatografia, y se eluye con

un amortiguador. A medida que la muestra desciende por la columna, las moléculas mas
grandes se mueven rdpidamente, ya que no pueden entrar en las esferas del gel y solo pueden
fluir por los intersticios que hay entre ellas. Las moléculas més pequefias pueden entrar en las

esferas de gel y en consecuencia se rezagan (Stryer 2001).

1.4. Fermentacion

Segtn el organismo y sus condiciones de crecimiento, la via de la glucélisis puede cumplir
distintas funciones. En muchos microorganismos que viven en condiciones anaerdbias, sirve
como la principal via productora de energia por catabolismo de los carbohidratos, lo que da
por resultado la formacién de productos metabdlicos finales especificos, como etanol, acido
lactico y glicerol. Este tipo de proceso suele llamarse fermentacion. Existen muchas otra vias
de fermentacion, cada una de las cuales brinda un producto final especifico, pero muchas son
variantes o derivaciones de la via glucolitica. El término fermentacién es mucho mas general,
pues sélo implica que el sustrato inicial se degrada anaerdbicamente. En los animales, la
produccién de lactato por glucolisis anaerébica es base de procesos tan importantes como
prever energia para la contraccién en el musculo esquelético cuando escasea el oxigeno. En
condiciones aerdbicas, la reacciones de glucélisis comprenden la fase inicial de la degradacion
de carbohidratos, que luego se enlazan con otra serie de reacciones de suma importancia,

llamada ciclo del 4cido citrico (Bohinski, 1991).

La fermentacién, cominmente, estd considerada como un proceso para la produccion de
alcohol, sin embargo, se trata de un proceso mas amplio que comprende un cambio metabélico
causado por microorganismos que actiia sobre materiales orgénicos (Bailey y Bailey, 1995) La
fermentacion es uno de los procesos bioquimicos mds antiguos y en la actualidad se sigue
usando para la fabricaciéon de bebidas alcohdlicas, pan, quesos, fidrmacos, antibidticos,

hormonas, entre otros.
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La mayoria de las fermentaciones industriales en la sociedad occidental han utilizado y

desarrollado la denominada “fermentacién en medio liquido” o “sumergida (FML). Sin
embargo, existe otra técnica general de fermentacion denominada “fermentacion en medio
s6lido” (FMS), que se ha usado tradicionalmente para la manufactura de varios productos
como el pozol que se produce en algunas dreas de México por la fermentacion del maiz y
quesos madurados de tipo Roquefort y Camembert en Francia. En el dmbito industrial se le da
aplicacion a la FMS para la produccion de enzimas de uso en la tecnologia de alimentos,
diagnéstico clinico, analisis quimico, produccién de matabolitos como 4cidos de gran
demanda industrial como el citrico, gélico, gluconico, antibidticos y proteinas de origen

microbiano (Diaz-Godinez, 1997).

1.4.1. Fermentacion sélida y sumergida

La fermentacion en estado solido (FMS) es un proceso microbiologico que ocurre, en su
mayor parte sobre la superficie de un material sélido, éste tiene la propiedad de absorber o
contener agua con los nutrimentos solubles (Viniegra-Gonzalez, 1997). El material sélido
puede ser biodegradable como el bagazo de cafia (Trejo-Hernandez y col. 1991; Solis-Pereira
y col. 1993; Acufia-Argiielles y c0l.1995), la pulpa de café (Antier y col. 1993) y celulosa,
entre otros, o inerte como el poliuretano (Diaz-Godinez, 1997; Romero-Gémez y col. 2000).
Uno de los requerimientos para la FMS es crecer al microorganismo sobre un soporte

impregnado de un medio nutritivo y que no se vea limitado por oxigeno.

La fermentacién sumergida (FML) o fermentacién en estado liquido, incluye una gran
variedad de procesos microbioldgicos con agitacion y sin agitacion, donde la biomasa esta
rodeada completamente por el medio de cultivo liquido. Las principales diferencias entre la
FMS y FML son:
e La mezcla y difusion de substratos y productos con relacién a la biomasa, es muy
insignificante para la FMS (Viniegra-Gonzilez, 1997).
e La solubilidad y difusién de oxigeno y otros gases no polares es muy grande en FMS

(Viniegra-Gonzalez, 1997).
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La conduccién de calor es muy pequefia en FMS (Viniegra-Gonzélez, 1997).

El contenido de agua libre es pequefio en FMS (Viniegra-Gonziélez, 1997).

La recuperacion de los metabolitos se facilita en FML (Viniegra-Gonzalez, 1997).
Existe mayor control de pH, temperatura y actividad de agua en FML (Viniegra-
Gonzélez, 1997).

La FML permite cuantificar directamente la biomasa (Diaz-Godinez y col. 2001;
Viniegra-Gonzalez y col. 2003).

Se ha reportado mayor rendimiento de enzimas para FMS (Diaz-Godinez y col. 2001;
Viniegra-Gonzélez y col. 2003).

Se ha observado menor sensibilidad a la represion catabolica por glucosa de enzimas
en FMS (Diaz-Godinez y col. 2001; Viniegra-Gonzalez y col. 2003).

En algunos casos se han reportado mayor estabilidad de la enzimas en FMS (Alazard y

Raimbault, 1981; Acufia-Argiielles y col 1995 )
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2 ANTECEDENTES

Las enzimas lacasas son producidas por una gran variedad de hongos de pudricién blanca, son
=nzimas constitutivas, sin embargo pueden ser inducidas por cobre (Palmieri y col 2000) o
medios ricos en nitrogeno (D’Souza y col 1999). Estas se presentan en diversas isoformas con
diferentes propiedades fisicoquimicas como: peso molecular, puntos isoeléctricos y contenido
de carbohidratos. En algunas especies la adicion de inductores al medio de cultivo resulta en la

biosintesis de nuevas isoformas extracelulares (Durdn y col. 2002).

Con relacién a la induccién de lacasas, D’Souza y col. (1999) realizaron estudios
comparativos sobre la produccién de enzimas degradativas de la lignina de Ganoderma
lucidum en donde variaron las concentraciones iniciales de nitrégeno desde 2.4 mM hasta 24
mM, en presencia de sustratos naturales como pino o roble, ademds de glucosa y celulosa
como fuente de carbono. La actividad lacasa fue medida con 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolina—6-4cido sulfonico) (ABTS) como sustrato. Una unidad lacasa fue expresada
como los micromoles de sustrato transformados por segundo. Los resultados mostraron que las
lacasas de Ganoderma lucidum son las Unicas que presentaron actividad a diferencia de las
LiP y MnP. Cuando la concentracién de la fuente de nitrégeno fue alta, los niveles de
actividad lacasa después de siete dias de cultivo fueron altas (50 UI/L aproximadamente) en
comparacién con concentraciones bajas de nitrégeno, en donde la actividad lacasa fue muy
baja (<10 UI/L). Esto demuestra que las lacasas de Ganoderma lucidum fueron estimuladas en

medios ricos de nitrégeno con glucosa como fuente de carbono (D’Souza y col. 1999).

En otro estudio, Palmieri y col. (1997) demostraron la produccién de multiples isoenzimas
lacasas de hongos basidiomicetes de pudricion blanca, especificamente de Pleurotus ostreatus
(cepa Florida). En este trabajo encuentran dos isoenzimas lacasa POXAl y POXA2 y
determinan sus propiedades fisicas y quimicas. La masa molecular fue determinada por SDS-
PAGE, los valores encontrados para POXAl y POXA2 fueron de 61 kDa y 67 kDa,
respectivamente. Los valores de masa molecular obtenidos por cromatografia de filtracion en

gel muestras valores de 54 kDa y 59 kDa, respectivamente. Los puntos isoeléctricos para
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s v POXA2 fueron de 6.7 y 4.0, respectivamente. La actividad lacasa fue estudiada en
Sewo= de la temperatura utilizando ABTS, guayacol, 2,6-dimetoxifenol (DMP) y

e Ga7ina. La isoenzima POXA1 mostré la maxima actividad en un intervalo de 45-65°C

%42 tuvo intervalos inferiores de temperatura, con valores de actividad maxima entre 25-

>
S (Pzalmieri y col. 1997).

S0k v Schinner (2000) purificaron una isoforma lacasa de Pleurotus ostreatus cepa RK 36
sue “2e inducida por la adicién de acido ferdlico al medio de cultivo. La enzima present6 un
seso molecular de 67 KDa y un punto isoeléctrico de 3.6. Los centros de cobre fueron
we=rificados por espectrometria encontrando T1 que mostrd un pico de absorbancia a 604 nm,
w=sponsable del color azul de la enzima. También reporté un pico de absorbancia a 324 nm
gu= sugiere la presencia de T3 que forma un centro binucleado. La actividad de la enzima fue
sszzble en un rango de pH de 5-9 con siringaldazina como sustrato y una temperatura 6ptima
4= actividad de 50°C. La enzima purificada y caracterizada fue inmovilizada por enlaces

sovalentes en un soporte comercial Eupergit (marca registrada) para la eliminacién continua

2zl DMP en solucidn acuosa (1mM).

Tinoco y col. (2001) purificaron y compararon ocho isoformas lacasas producidas por
fermentacién solida bajos las mismas condiciones del medio de cultivo, de las cuales seis
fueron de diferentes cepas de Pleurotus ostreatus, una de Coriolopsis gallica y otra de
Trametes versicolor. Reportaron diferencias significativas entre las lacasas con respecto a la
afinidad de la enzima (K,) por los sustratos (siringaldazina, ABTS y guayacol)
independientemente de la cepa y la especie (Tabla 1). Todas las cepas de P. ostreatus
mostraron un pH éptimo de actividad de 5.0 utilizando siringaldazina como sustrato, asi como
una temperatura de maxima acti\}idad entre 30 y 40°C. En contraste, las lacasas de C. gallica'y
T. versicolor mostraron alta sensibilidad al pH y la temperatura méxima de actividad fue de 70
y 50°C, respectivamente. Los autores atribuyen las variaciones a las diferencias en los niveles

moleculares que afectan significativamente a la catalisis.
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Tabla 1. Diferencias cataliticas de lacasas de diversas cepas de Pleurotus ostreatus y otros
hongos ligninoliticos (Tinoco y col. 2001, modificada)

Cepa Siringaldazina ABTS Guayacol
Km (umol I") | Km (umol 1) | Km (umol 1)
P ostreatus ATCCS58053 14 80 13
P ostreatus IE 8 52 9 6.6
P ostreatus UAMH 7972 46 69 0.8
P. ostreatus UAMH 7980 30 8 0.9
P ostreatus UAMH 7988 15 19 0.5
P ostreatus UAMH 7992 12 48 4.6
C. gallica UAMH 8260 9 52 1.0
I” versicolor UAMH 8272 15 59 0.5

Multiples isoformas de lacasas con diversas caracteristicas fisicoquimicas han sido
purificadas. En la tabla 2 se resumen las caracteristicas méds importantes de las enzimas
lacasas de diversos ascomicetos y basidiomicetos. Se han identificado isoformas de pesos
moleculares desde 55 hasta 190 KDa; asi como puntos isoeléctricos desde 3.0 hasta 6.4-
temperaturas optimas de actividad para diversos sustratos que van desde 22 °C hasta 50 °C; y
PHs Optimos para diversos sustratos desde 2.5 hasta 8.0. También se ha reportado la capacidad
de una isoforma de Lentinula edodes para transformar algunos colorantes como el azul
brillante R, Azul de bromofenol, Rojo de metilo, Negro azul naftol, entre otros (Nagai y col.

2002).
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3 JUSTIFICACION

Las enzimas lacasas pueden ser excretadas por un gran nimero de hongos de pudricion blanca
entre ellos Pleurotus ostreatus. Estas se pueden presentar en diferentes isoformas ain en el
mismo organismo y pueden presentar muy diversas caracteristicas entre ellas. El conocimiento
de los factores que inducen la excrecion de las enzimas lacasas no es muy claro. Para poder
entender dichos mecanismos se requiere de la caracterizacién fisico-quimica de la enzima asi
como también determinar los pardmetros de crecimiento del hongo productor de la enzima
durante la fermentacion. La caracterizacién de la enzima nos permitird considerar la
posibilidad de su utilizacién en procesos de biorremediacion, la caracterizacion de la
fermentacién permitird proponer la optimizaciéon de medios de cultivo para mejorar la
produccién de la enzima. Por lo que en este trabajo se purifico y se caracterizo una isoforma
lacasa de Pleurotus ostreatus producida por fermentacién liquida para poder predecir su
posible aplicaciéon en la degradacion de los polifenoles o la conversion de productos

empleados en la industria.

Por lo anterior en el presente trabajo se plantea resolver las siguientes preguntas:

;Cuantas isoformas de lacasa produce Pleurotus ostreatus en ciertas condiciones de

fermentacion en medio liquido?

;Cudles son las caracteristicas fisicoquimicas de la isoforma de lacasa més activa?
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4. OBJETIVOS

£ 1. Objetivo general

Purificar y caracterizar parcialmente una isoforma de lacasa de Pleurotus ostreatus obtenida

por fermentacién en medio liquido.

4 2. Objetivos especificos

1. Producir lacasas extracelulares de Pleurotus ostreatus mediante fermentaciones en medio

liquido.
2. Purificar y caracterizar parcialmente una isoforma de enzima lacasa conociendo:

temperatura y pH Optimos de actividad, Km, Vmax, punto isoeléctrico asi como su peso

molecular.
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S MATERIALES Y METODOS

£n la figura 9 se muestra el diagrama de flujo para la produccion de lacasas por fermentacion

“quida de Pleurotus ostreatus y purificacion de una isoforma lacasa.

Pleurotus ostreatus
(ATCC 32783)

v

Obtencioén del indculo
(Desarrollado en agar extracto de malta por 7 dias)

v
® Imoculacion de los Produccién de lacasas Caracterizacién de la
Ematraces: 3 "| (Fermentacién en medio |— | fermentacion:
S=ementos de 4 mm liquido) Biomasa
ge diametro Concentracion de proteina en el caldo
w Fuente de carbono: v de fermentacion
giucosa Obtencion del extracto crudo Actividad de lacasas
® Agitacion: 120rpm enzimatico por retencién de biomasa Actividad especifica de lacasas
= Temperatura: 25°C ¥ pH del caldo de fermentacion
® Volumen: 50 ml de Identificacion de isoformas por
zimografia <
v
Drdlisis Separacion de proteinas por Rotofor

>
Y

y

Electroforesis y

Separacion de proteinas por carga i6nica zimografia

en columna Econo-Pac

A

<

4

A

Separacion de proteina por carga idnica en columna Bio-Q

v

Caracterizacion fisicoquimica de la lacasa pura: T° y pH 6ptimos de
actividad, Km, Vmax, punto isoeléctrico, peso molecular

Figura 9. Diagrama de flujo para la produccion de enzimas lacasas de Pleurotus ostreatus por
FML y purificacion de una isoforma.
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Epa ¢ inoculo

gurante 19 dias.

2 Fermentacion en medio liquido para la produccion de lacasas

ostreatus
Componente Cantidades (g/1)
Glucosa 10.5
Extracto de levadura 5
Sulfato de amonio 2.0
Fosfato de potasio 0.5
Sulfato de magnesio 0.5
_ Fosfato de calcio 0.3
' Sulfato ferroso 0.02
Sulfato de zinc 0.02
Sulfato de manganeso 0.02
Sulfato ctiprico 0.25

wio la cepa de Pleurotus ostreatus 32783, de la American Type Culture Collection
W =nd USA). La cepa stock se desarrolld en agar extracto de malta a 25°C por 7 dias y se
ssscoo 2 una temperatura de 4°C, resembrandose cada mes. El indculo para las
Semesczciones fueron, para cada matraz, 3 fragmentos de micelio de 4 mm de didmetro

swrsios de la periferia de la colonia, la cual fue desarrollada en las mismas condiciones que la

! s fermentacion en medio liquido (FML) se realizé por triplicado en matraces Erlenmeyer de
25 ml con 50 ml de medio a pH 6.5, cuya composicion se muestra en la tabla 3. Los

—atraces se incubaron a 25°C en agitacion orbital a 120 rpm. Se tomaron muestras cada 24 h

Tabla 3. Composicion del medio de cultivo para la produccién de lacasas de Pleurotus
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= Obtencidn del extracto enzimatico

| extracto enzimatico (EE) se consideré al caldo de fermentacién obtenido en cada muestreo

m

de la fermentacion por filtracion a través de papel Watman No. 1, asi como al obtenido
después de cualquier paso de purificacién y/o caracterizacion. Los EEs se mantuvieron en

refrigeracion a 4°C.
=4 Determinacion de la biomasa

La biomasa (X) producida se separ6 por filtracion y se deshidraté en horno a 60°C durante 24

h; se reportd el peso seco (DiaZ—Godinez y col. 2001; Tlecuitl-Beristain y col. 2003).
5.5. Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica de lacasas (E) se determin6 en cada punto de la fermentacion, asi
como en cada paso de la purificacion utilizando DMP como sustrato. La mezcla de reaccion
contenia 900 pul de DMP (2mM en buffer de fosfatos 0.1 M y pH de 6.5) y 100 pl de EE. La
absorbancia se ley6 después de 1 min de incubacion a temperatura ambiente a una longitud de
onda de 468 nm. Una unidad de actividad de lacasas (U) se consideré como la cantidad de

enzima que provoco un incremento de una unidad de absorbancia por minuto.
5.6. Determinacion de la concentracién de proteina soluble

La proteina total excretada se determind en los EE libres de células por el método de Bradford
(1976). A 100 pl de EE se le adicionaron 200 pl del reactivo de Bradford, el volumen se ajusto
a 1 ml con agua destilada y la absorbancia se leyd a 595 nm. Se usé albiimina sérica bovina

como proteina estandar.
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< 7. Identificacién de isoformas con actividad de lacasas

£n cada muestreo de la fermentacién se determind el nimero de isoformas presentes en los EE
2 través de zimografia. Esta se realizo usando la técnica modificada de Leammli (1970)
ssando dodecil sulfato de sodio en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE). El gel de separacién
v de empaquetamiento contenian 12 y 4% de arcrilamida, respectivamente. La concentracion
de SDS fue de 0.1% en el gel. El buffer de la muestra contenfa: 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 35%
de glicerol, 0.01% de azul de bromofenol y 10% de SDS. Las muestras del EE fueron
separadas en geles de 0.75 mm de espesor en un sistema de electroforesis Mini Protean Il
Bio-Rad) a 150 voltios durante un tiempo de 1 a 1.25 h. Después de la corrida, los geles
fueron lavados con agua destilada y desionizada con ayuda de un agitador orbital (20-30 rpm)
durante 1 h, con un cambio de agua cada 15 min para eliminar el SDS y renaturalizar las
proteinas. Posteriormente, los geles fueron incubados durante 24 h a temperatura ambiente en
buffer de fosfatos 0.1 M a pH de 6.0 y 2 mM de DMP, donde la actividad de lacasas se mostr6

como bandas de color café.

5.8. Determinacién de los parametros de crecimiento de Pleurotus ostreatus y produccion de

lacasa

La evolucion de la biomasa X =X (t) fue ajustada por la ecuacién logistica (1) por la
minimizacion del error cuadréatico con la herramienta Solver de la hoja electronica de Excel

(Microsoft) (Diaz-Godinez y col. 2001; Tlecuitl-Beristain y col. 2003).
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12 velocidad especifica de crecimiento, Xmax €s el valor de biomasa méxima o de

|

-

X =X
¥y C=—"=—2 con X=X,.
X

e —iento tedrico de la enzima con respecto a la biomasa (Yg/x ) fue estimado como la
entre 1a Epax (U/L) ¥ Xmax (&/L). Se calcul6 la productividad observada en el pico

de actividad (Pro= Ema/ tiempo de fermentacion), ademés de la tasa especifica de

Semacion de la enzima (q=p Yex).
= & Purificacion de una isoforma de lacasa

= EF obtenido a las 432 h de fermentacién se utilizé para purificar una isoforma lacasa,

w=='izando las operaciones que a continuacion se describen.

1 EE se centrifug6 a 15000 rpm durante 15 min a 4°C, para eliminar particulas en suspension,

~o<teriormente se dializé a través de membranas Millipore (12400 Da, Sigma D9527) después

2z cada paso de la purificacion.

£l primer paso de la separacién de proteinas se llevd a cabo utilizando la técnica
isoelectroenfoque. Se utilizé el Rotofor (Bio-Rad) con la cdmara de 60 ml de capacidad y
anfolitos de pH 3-10 (Bio-Rad) Las fracciones obtenidas fueron analizadas para determinar

pH, actividad de lacasa y concentracion de proteina después de su dialisis.

Posteriormente, las fracciones con actividad de lacasas obtenidas del Rotofor fueron eluidas a
través de una columna de intercambio iénico (Econo —Pac High Q Anion Exchange Cartridge,
Bio-Rad) utilizando el equipo BioLogic LP (Bio-Rad). La muestra se eluy6 a una velocidad de
1.5 ml/min con buffer 25 mM Tris HCL, pH 8.1(A) durante 3 minutos. Posteriormente se
formé un gradiente de concentracién de NaCl de 0-50% con 25 mM Tris HCI, pH 8.1, 0.5M
de NaCl (B) por 10 minutos. Posteriormente, se mantuvo el flujo del buffer B durante 6

minutos. Finalmente, se paso el buffer A durante 6 minutos. El tiempo de coleccién de las

!



#acciones fue de 2 min (3 ml por tubo). En cada fraccion recolectada del cromatégrafo se

.

=valud la actividad enzimética, la concentracion de proteina y se separ6 por zimografia.

I as fracciones con actividad de lacasas obtenidas de la cromatografia de intercambio 16nico
con la columna Econo-Pac se separaron por cromatografia de intercambio i6nico en una
columna Bio-Q (Bio-Rad). La muestra se eluyé a una velocidad de flujo de 1.5 ml/min con
Buffer 50 mM Tris HCL, pH 8.1 (A) durante 3 minutos. Posteriormente se formé un gradiente
e concentracion de NaCl de 0-100% formado con buffer 50 mM Tris HC, pH 8.1 con 1M de
NaCl (B) por10 minutos. Posteriormente, se mantuvo el flujo de 1ml/min del buffer B durante
& minutos. Finalmente, se pasé buffer A durante 6 minutos. El tiempo de recoleccion de las
fracciones fue de 2 min (3 ml por tubo). En cada fraccion recolectada del cromatografo se

midi6 actividad enzimaética, concentracion de proteina y se separd por zimografia.

Todos los EE se analizaron por electroforesis (SDS PAGE) (Laemmli, 1970) usando geles al
12% de acrilamida, utilizando un sistema de electroforesis Mini Protean III (Bio-Rad). Se
usaron marcadores de peso molecular conocido: fosforilasa b 97.4 KDa; albimina sérica
bovina 66.7 KDa; ovalbimina 45 KDa; anhidrasa carbénica 31 KDa; inhibidor de la tripsina
de soya 21.5 KDa y lisosima 14.4 KDa (Low Range, Num. Catalogo 161-0314, Bio-Rad). La
tincién de los geles se realizd con plata. La determinacion del peso molecular se realizd

mediante la ecuacion lineal (3) que involucra el Rf y el logaritmo del peso molecular.

Log(peso _molecular) =—1.1764(Rf)+1.9824 .........ccocccec. (3)

5.10. Determinaciéon de pH y temperatura 6ptimos de actividad de la lacasa pura

Se determin el pH 6ptimo y temperatura Optima de actividad de la enzima lacasa pura. La
actividad enzimética se evalud a diferentes valores de pH (2, 3, 4, 4.5, 5, 6, 7 y 8) utilizando
soluciones buffer de fosfatos y acetatos 0.1M. Para cada valor de pH se evaluaron diferentes

temperaturas (20, 30, 40, 45, 50 y 60 °C).
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Desemminacion de los parametros termodindmicos y cinéticos de la lacasa pura

p S=ecminaron los pardmetros termodindmicos: energia de activacion (E,), energia de
walizacion (Eg) v el factor Qo de la enzima pura a pH optimo. Se midio6 la actividad
-2 a diferentes temperaturas (20, 30, 35, 40, 45, 55 y 60 °C ), utilizando DMP como

Los pardmetros fueron ajustados por la ecuacion de Arrhenius (4) por minimos

In(V,) = Ln(4

%e Z=terminaron los pardmetros cinéticos (Km y Vina) de la enzima pura a temperatura y pH

s=mos. Se evalud la velocidad inicial midiendo al cambio de absorbancia a una longitud de
sz de 468 nm (AAbs/min) a diferentes concentraciones de sustrato (50, 100, 200, 500 y
1200 uM de DMP en buffer de fosfatos 0.1M). Los parametros fueron ajustados utilizando los
—delos matematicos de Michaelis-Menten (5) y Linewaver-Burk (6) por la minimizacion del

S VY

—or cuadratico con la herramienta Solver de la hoja electrénica de Excel (Microsoft).

V. = R ] h—— (5).

donde V, es la velocidad de reaccion inicial, Vimax €s la velocidad de reaccion maxima, Km es

1a constante de Michaelis-Menten y [S] es la concentracion de sustrato.

L i [[J_]j R ©)

111 ax
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RESULTADOS

£ 1. Caracterizacion de la fermentacion

1.1. Biomasa

= 3]

Ia biomasa producida durante la fermentacién se muestra en la figura 10. Se observo que la
fase de adaptacion durd aproximadamente 150 h, después de este tiempo inicié la fase
=xponencial que terminé a las 408 h. La fase estacionaria se inici¢ a partir de las 408 h. La
biomasa méaxima fue de 7.7 + 0.209 g/l y se observo a las 480 h. La velocidad especifica de
crecimiento (w) fue de 0.020 + 0.000 h™'. Se obtuvo un coeficiente de correlacién de 0.990
entre los datos experimentales y el modelo matemético, lo cual nos sugiere que el modelo
permite predecir y describir la evolucién de la biomasa en las condiciones experimentales con

un alto grado de confianza.

Biomasa (g/l)

0® T ; . ; ; s ; ; —
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Tiempo de fermentacion (h)

Figura 10. Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus en fermentacién en medio liquido.
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< 12 Concentracion de proteina soluble en el caldo de fermentacion

1= concentracion de proteina se muestra en la figura 11. Se observé proteina al inicio de la
fermentacion (tiempo cero) posiblemente por la presencia de proteina en el extracto de
‘=vadura adicionada al medio de cultivo. La concentracién de proteina total se mantuvo
soroximadamente en 0.025 g/l durante los primeros tiempos de fermentacién hasta las 216 h.
Posterior a este tiempo, la proteina se increment6 gradualmente hasta 0.062 + 0.001 g/l a las

£80 h de fermentacidn, siendo éste el valor maximo.

0,07 4

0,06 4

Proteina (g/l)

0 T T " T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Tiempo de fermentacion (h)

Figura 11. Proteina soluble en el caldo de fermentacion.

6.1.3. Actividad de lacasas (E)

La actividad de lacasas se muestra en la figura 12 y se observa que durante las primeras horas
de fermentacién existe poca actividad (986.0 U/l). Después de las 216 h se observo un
incremento progresivo de actividad hasta las 432 h teniendo la actividad maxima (Emax) de

12196.0 U/L. Posterior a este tiempo la actividad descendi6 hasta 6306 U/1.
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Figura 12. Actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus obtenidas por FML.

6.1.4. Actividad especifica

La actividad especifica se mantuvo baja durante las primeras 240 h de fermentacién (Figura
13). A partir de este tiempo los valores de actividad especifica se incrementaron hasta las 312
h manteniéndose con valores alrededor de 200 U/g de proteina. Se observé la maxima

actividad especifica a las 432 h (228.554 U/g de proteina).

6.1.5. Perfiles de pH

Los valores de pH se muestran en la figura 14, donde se observa que durante toda la

fermentacion el pH se mantuvo cercano a 6.0.
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Figura 14. Perfiles de pH durante la fermentacion de Pleurotus ostreatus
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% 1.6. Determinacion del nimero de isoformas de lacasas

£n la figura 15 A-B se muestran las isoformas encontradas en cada punto de la fermentacion.
Se observé una sola isoforma desde el tiempo 72 h hasta 384 h de fermentacion. En los puntos
correspondientes a los tiempos de fermentacion 408, 432 y 456 h se observaron cuatro

:soformas.

A medida que los valores de actividad lacasa se fueron incrementando (ver figura 12) la
intensidad del color de las bandas también se incremento, por lo que se puede correlacionar la
intensidad de la banda del zimograma con la actividad enzimatica. La mayor actividad

enzimatica se observo en los tiempos 432 y 456 h (12,196 y 1 1,023 U/, respectivamente).

72h 96h 120h 144h 168h 192h 216h 240h 264h 288h

— — e i e —

312h 336h 360h 384h 408h 432h 456h
—— —— —

B

Figura 15. Perfil de zimografia de lacasas durante la FML de Pleurotus ostreatus. A) 72-288
h de fermentacion, B) 312-456 h de fermentacion




< 1.7. Parametros cinéticos de crecimiento y produccion de lacasas

Los parametros cinéticos de crecimiento para la produccién de las enzimas lacasas de

®lourotus ostreatus por fermentacion sumergida se muestran en la tabla 4.

Tabia 4. Parametros cinéticos de crecimiento de Pleurotus ostreatus

Parametro

Emax (U 12,196.8 + 1.02
u () 0.020 = 0.00
Yex (UlgX) 1564.4
Pro (U1 h™) 28.23

gp (U/h gX) 31.28

6.2. Purificacién de las enzimas lacasas
6.2.1. Cromatografia por isoelectroenfoque

El perfil de actividad de lacasas de las fracciones obtenidas del Rotofor se muestra en la
figura 16. Se detecto actividad entre los valores de pH 2.03 hasta 4.8. Un primer pico de
actividad se recolectd en la fraccion seis que corresponde a un pH de 2.36 (9000 U/1
aproximado). Un segundo pico se colecté en la fraccion nueve con un pH de 3.83 (5000 U/l

aproximado).

En la figura 17 se muestra el perfil de separacion de proteina dependiendo de su punto

isoeléctrico.
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Separacién de proteinas por cromatografia de intercambio i6nico

= figura 18 se muestra el perfil de actividad lacasa y de proteina de las fracciones
we=das en la separacidn por cromatografia de intercambio i6nico utilizando una columna

o-Pac (Bio-Rad)
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Figura 18. Cromatograma resultante de la separacion de proteina por cromatografia de
intercambio i6nico (Econo-Pac). Actividad lacasa (A), Proteina (M), Fuerza ionica (---)

Se observaron dos picos de proteina, el primero en la fraccion 3 y el segundo en las fracciones
5-16. Se observo un solo pico de actividad lacasa encontrado en las fracciones 9 y 10. Las
fracciones que contenian proteina, se dializaron y se les realiz6 zimografia . La figura 19 Ay
B muestra que en la mayoria de las fracciones (F) que contenian proteina en el segundo pico
del cromatograma presentan bandas de actividad lacasa, con bandas mas intensas en las
fracciones F9 y F10 que corresponden con los puntos de maxima actividad de la figura
anterior. Estas fracciones fueron dializadas para continuar con el siguiente paso de la

purificacion.
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Fl1 Fi12 F13 Fl4 FI5 Fl6 F17

Figura 19. Zimografia de las enzimas lacasas de Pleurotus ostreatus recolectadas por el
cromat6grafo utilizando una columna Econo-Pac. A) Fracciones 1-10. B) Fracciones 11-
17

La separacion de proteinas a través de cromatografia de intercambio i6nico utilizando la
columna Bio Q (Bio-Rad) (Figura 20) mostré un pico de proteina en las fracciones F5, F6, F7
y F8 y un pico de actividad lacasa en las fracciones F5, F6 y F7. El valor maximo de actividad
se encontré en la fraccion F6 que de igual forma es la fraccion con mayor contenido de
proteina. Se observa que los picos de proteina y de actividad tienden a ser simétricos, por lo

que el contenido de proteina en su mayoria es enzima lacasa.
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Figura 20. Cromatograma resultante de la separacion de proteina por cromatografia de
intercambio ionico (Bio Q). Actividad lacasa (A&), Proteina (M), Fuerza ionica (---)

6.2.3. Zimografia y electroforesis para la lacasa purificada de Pleurotus ostreatus

En la figura 21 A se muestra el zimograma en cada uno de los pasos de la purificacion. En la
segunda linea (L2) se corrio el EE; en la tercera linea (L3) la muestra obtenida de la
cromatografia con la columna Econo-Pac y en las lineas 4, 5, 6 y 7 (L4, L5 ,L6 y L7) se
corrieron las muestras recolectadas por cromatografia a través de la columna Bio-Q. Se
aprecia que en las Giltimas muestras (L4, L5, L6 y L7), las bandas de actividad de las isoformas

mas pesadas no aparecen, por lo que fueron separadas en la tltima corrida de cromatografia.

El gel de electroforesis el cual fue tefiido con nitrato de plata se muestra en la figura 21 B. En
la linea 1 se corrieron los marcadores de peso molecular (Low Ranger, Bio-Rad); en la linea 2
se corrié el EE; en la linea 3 se corrié la muestra obtenida por cromatografia con la columna

Econo-Pac. En las lineas 4, 5, 6 y 7 se corrieron las muestras que corresponden a la
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5a con la columna Bio-Q. En las muestras obtenidas a partir de la columna Bio-Q,

\ae=sificaron otras bandas de proteina, por lo que se consider¢ pura a la enzima lacasa.

b

2 13 L4 L3 L6 7

L1 L2 13- 14 L5 L6 L7

Figura 21. Zimografia realizada a cada etapa de la purificacién de la enzima lacasa de
Pleurotus ostreatus (A). Electroforesis realizada en cada etapa de la purificacion de la
enzima lacasa de Pleurotus ostreatus (B). (L1) marcadores de peso molecular, (L2) ECE,
(L3) muestra obtenida de Econo-Pac, (L4, L5, L6 Y L7) muestras obtenidas de Bio-Q.

6.2.4. Tabla de purificacion.

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos durante cada paso de la purificacion,
destacando que fueron suficientes tres pasos para lograr tener una sola banda en el gel de
electroforesis tefiido con plata. Se logro incrementar la actividad especifica de 166.2 U/mg de
proteina hasta 7080 U/mg de proteina (42.6 veces), obteniendo un volumen final de 3 ml de

enzima pura.
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Tabla 5. Valores de actividad de la enzima lacasa de Pleurotus ostreatus durante la
purificacién

Act. Esp. Factor de
Paso | Act. lacasa (U/ml) | Proteina (mg/ml) | (U/mg de proteina) | Volumen (ml)|purificacion
EE 7.0 0.042 166.2 60 1
Econo Pac 10.9 0.022 4947 3 3
Bio Q 14.2 0.002 7080.0 3 42.6

6.3. Caracterizacién de la enzima lacasa.

Una vez purificada la enzima se realizo cada una de las determinaciones propuestas,
determinacion de la temperatura y pH optimos de actividad, determinacién de Km y Viax,

punto isoeléctrico y peso molecular.
6.3.1. Determinacién de pH 6ptimo y temperatura optima de actividad lacasa.

Los resultados de pH 6ptimo y temperatura Optima se muestran en la figura 22. Se encontro
que la temperatura y pH oOptimos de actividad de la enzima lacasa fue de 40°C y 4.5,
respectivamente. Sin embargo, se observd actividad en todas las condiciones de pH y
temperaturas evaluadas, lo cual muestra que la enzima tiene un margen amplio de actividad a

diferentes valores de pH y temperatura.

En la figura 23 se muestran los resultados de la actividad medida a diferentes temperaturas a
un pH de 4.5 (6ptimo). Se observo que a los 60°C existe una pérdida de actividad enzimatica

del 31.7% con respecto a la temperatura de maxima actividad
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Figura 22. Actividad de lacasa purificada de Pleurotus ostreatus dependiente de pH y
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Figura 23. Efecto de la temperatura sobre la actividad de lacasa purificada de Pleurotus
ostreatus obtenida por fermentacion sumergida.
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6.3.2. Determinacion de los parametros termodindmicos por el modelo de Arrhenius.

En la figura 24 se muestran los valores ajustados por la ecuacion de Arrhenius para predecir la
energia de activacion y la energia de desnaturalizacion de la enzima lacasa. La E, y Eq de la
enzima lacasa fue de 21.6 y 119.3 Cal/mol K, respectivamente y el valor del factor Qo fue de

1.12.

51 4

5,05 -

B
[{e)
[43]

i
©
.

4,85 -

Ln (actividad lacasa)
A~
[e2]

-
-~
(6]

NN

o P

o~
I e Cme

ol
™

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
1/Temperatura

Figura 24. Efecto de la temperatura sobre la actividad lacasa purificada de Pleurotus
ostreatus obtenida por fermentacién sumergida. Modelo de Arrhenius para determinar E.

y Ed.

6.3.3. Determinacion de los pardmetros cinéticos por el modelo de Michaelis-Menten

Los resultados se muestran en la figura 25 encontrado valores para Km de 90 uM de DMP vy
para la Vpa de 1.18 AAbs/min, con un coeficiente de correlacion de 0.997 lo que sugiere que
el modelo matemético puede predecir los parametros cinéticos con un grado de confianza muy

alto y los valores experimentales se ajustan al modelo.
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Figura 25. Modelo de Michaelis-Menten para predecir Km y Vinu de la enzima lacasa pura de
Pleurotus ostreatus obtenida por FML.

6.3.4. Determinacién de los pardmetros cinéticos por el modelo de Linewawer-Burk.

En la figura 26 se muestran los valores para predecir las constantes cinéticas por el modelo de
Linewaver-Burk, obteniendo valores para Km de 115 uM y Vpe de 1.31 AAbs/min. El
coeficiente de correlacién fue de 0.990, valor ligeramente menor al obtenido por el modelo de
Michaelis-Menten, por lo que se consider¢ este ultimo con un grado de confiabilidad mayor.

6.3.5. Determinacion del punto isoeléctrico por Rotofor.

Los resultados del punto isoeléctrico se muestran en la figura 27 en la que se observé un pico

de actividad lacasa en la segunda fraccion recolectada, con valor de PI de 2.27.
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Figura 26. Modelo de Linewaber-Burk para predecir Km y Vinax de la enzima lacasa pura de

Pleurotus ostreatus obtenida por FML.
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Figura 27. Determinacion del punto isoeléctrico por Rotofor.
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6.3.6. Determinacion del peso molecular por SDS PAGE

En la figura 28 se muestra el gel de electroforesis tefiido con plata para la determinacion del
peso molecular de la enzima. En la primera linea se muestran las bandas de proteinas
estandares (Low Range, Bio-Rad) utilizadas como marcadores de peso molecular. En la
segunda linea se muestra la banda de la enzima lacasa purificada, mostrando un peso
molecular de 43.7 KDa, obtenido por la relacion entre el logaritmo del peso molecular de los

marcadores y el Rf de los mismos.

97.4 KDa
62.2 KDa

45 KDa
.. 43 7KDa

31 KDa

21.5KDa

14.4 KDa

Figura 28. Gel de electroforesis teflido con nitrato de plata, para determinacion de peso
molecular por SDS PAGE.

6.3.7. Parametros cinéticos de la enzima lacasa purificada de Pleurotus ostreatus

El la tabla 6 de muestran los pardmetros cinéticos y termodindmicos de la enzima lacasa

purificada de Pleurotus ostreatus
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Tabla 6. Parametros cinéticos de la enzima lacasa purificada de Pleurotus ostreatus

Parametro

H 6ptimo 4.5
Temperatura 6ptima (°C) 40
Ea (Cal/mol K) 21.6
E4 (Cal/mol K) 119.3
Qio 1,12
Km (uM) 90
Vmax (AAbs/min) 1.18
P.IL 227
Peso molecular (KDa) 43.7
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7. DISCUSIONES.

Se observé que la actividad lacasa se incrementd durante el transcurso de la fermentacion
hasta alcanzar un maximo a las 432 h, muy proximo a la fase estacionaria. Un patrén muy
similar se observé en la produccion de lacasas por Panaeolus sphinctrinus en un medio que
contenia carne de soya y maltodextrinas (Heinzkill y col. 1998), teniendo un maximo de

70,000 U/l aproximadamente utilizando ABTS como sustrato.

Durante la fermentaciéon se mantuvo un pH sin variacion alrededor de 6.0, esto sugiere un
efecto amortiguador probablemente por la presencia del extracto de levadura en el medio de
cultivo, lo que también explica la presencia de proteina soluble en el medio presente durante el

inicio de la fermentacion.

Se pudo observar que durante la fermentacién se mantuvo presente una isoforma de lacasa y
en la fase estacionaria se expresan tres isoformas mas. La presencia de estas isoformas,
probablemente est4 asociada con la formacion de pigmentos en el micelio, ya que durante la
fase exponencial se observé una coloracién café en los “pellets” del hongo. Estos resultados
los podemos asociar con los reportados por Temp y Eggert (1999), en los que describen la
formacion de pigmentos en Pycnoporus cinnabarinus catalizados por lacasas y celobiosa

deshidrogenasa.

Durante el proceso de purificacién fueron suficientes tres pasos para lograr un alto grado de
pureza teniendo una sola banda en el gel de electroforesis tefiido con plata con actividad lacasa

en geles de zimografia . Se logré incrementar la actividad especifica alrededor de 43 veces

Las enzimas lacasas estan presentes en un gran numero de basidiomicetes, €stas presentan
diferencias en cuanto a su peso molecular, puntos isoeléctricos, contenido de carbohidratos y
caracteristicas cataliticas, como pH y temperatura Optimos de actividad y afinidad por el
sustrato. Los valores de pH para la mayoria de las isoformas lacasas en otros basidiomicetos y

ascomicetos son acidos cuando utilizan como sustrato DMP, aunque algunos pueden tener



tolerancia a amplios intervalos de pH como es el caso de Trametes sp cepa AH28-2 que
reporta estabilidad en pH de 4.2 a 8.0 con un valor 6ptimo de 4.5 (Xiao y col. 2003). Este
altimo valor coincide con el valor 6ptimo de pH encontrado para la isoforma de Pleurotus
ostreatus que hemos purificado y los que reporta Tinoco y col. (2001) para seis cepas de P.
ostreatus, cuando el sustrato fue siringaldazina y una isoforma que reporta Hublik y Schinner
(2000) con tolerancia de 5-9. Por otra parte, se reporta para la lacasa de Coprinus friessi un pH
optimo de 8 (Heinzkill y col. 1998) y para las dos isoformas de Coriolopsis rigida una

tolerancia de hasta un pH de 10, aunque su 6ptimo esta alrededor de 3 (Saparrat y col. 2002).

La temperatura Optima de actividad encontrada para la isoforma que se purifico en este trabajo
fue de 40°C usando DMP como sustrato, aunque presentd valores de actividad en un amplio
margen de temperaturas ensayadas hasta 60°C. Este tltimo valor es comparable con una lacasa
termoestable del ascomiceto Melanocarpus albomyces (Kiiskinen y col. 2002). El éptimo de la
isoforma purificada en este trabajo coincide con el que reporta Nagai y col. (2002) para la
isoforma Lccl de Lentinula edodes y Palonen y col. (2003) para la mejor isoforma lacasa
purifica de Mauginiella sp., un ascomiceto. Tinoco y col. (2001) reportan una temperatura
Optima de actividad de lacasas entre 30 y 40°C para seis cepas de P. ostreatus cuando
utilizaron como sustrato la siringaldazina. Hublik y Schinner (2000) reportaron para una
1soforma lacasa de P. ostreatus 50°C para el mismo sustrato. La tolerancia a altas temperaturas
que presenta la isoforma que hemos purificado puede explicarse en términos de la energia de
desnaturalizacién Eg4, ya que se requieren 119.3 calorias para poder desnaturalizar un mol de la
enzima. Esta caracteristica le confiere a la enzima importancia para la utilizacién industrial, ya
que garantiza que puede soportar altas temperaturas sin ser desnaturalizada. Como en la
mayoria de los procesos industriales se requiere operar a temperaturas altas, la utilizacion de

esta enzima no obligaria a los industriales a invertir en procesos de enfriamiento.

En diversos trabajos se reporta la Km para las lacasas de otros hongos de pudricion blanca.
Los valores aqui encontrados de Km de la isoforma lacasa de Pleurotus ostreatus (90 uM) con
DMP son diferentes de los valores encontrados para otros hongos de pudriciéon blanca. Para

Gaunnomyces graminis reportan un valor de 2.6 uM (Edens y col. 1999). Para una isoforma
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lacasa de Lentinula edodes (Lcc 1) empleada para la decolorizacion de diversos colorantes

s=xtiles reportan un valor de 55.7% uM (Nagai y col. 2002). Para la isoforma de Trametes sp.
reportan un valor de 25.5 pM (Xiao y col. 2003). Para el basidiomiceto Coriolopsis rigida
reportan dos isoformas (Lac I y Lacll) y sus respectivos valores son 328 y 348 uM,

respectivamente.

Los pesos moleculares para las diversas isoformas purificadas son muy variables (por SDS
PAGE). Podemos encontrar desde las isoformas mas pesadas como la de Gaumanomyces
graminis de 190 KDa (Edens y col. 1999) hasta isoformas mas ligeras como las de Coriolus
hirsutus de 55 KDa (Koroljova-Skorbogat’ko 'y col. 1998) y una isoforma (Lac I) de
Coriolopsis rigida del mismo valor (Saparrat y col. 2002). La isoforma aqui purificada
presentd un peso molecular menor de 43.7KDa, lo que sugiere la presencia de una lacasa no

descrita para esta especie de hongo.

Ia variabilidad de la enzimas lacasas secretadas en multiples isoformas depende de la especie
de hongo y de las condiciones ambientales, sin embargo aun no es clara la funcionalidad de las

isoformas excretadas.
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8. CONCLUSIONES.

e Se observo la presencia de més de una isoforma de lacasas extracelular de Pleurotus
ostreatus durante la fermentacion.

e Laisoforma que se purifico fue la que se mantuvo presente en toda la fermentacion.

e El peso molecular de la enzima pura y su punto isoeléctrico permiten suponer que es
una isoforma lacasa no descrita para esta especie de hongo.

e La enzima lacasa purificada presentd altos valores de actividad enzimatica y afinidad
por el sustrato usado.

e La isoforma lacasa purificada presentd una tolerancia amplia a valores de pH y

temperatura.
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9. PERSPECTIVAS

La enzima lacasa de Pleurotus ostreatus podria ser aplicada en procesos de biorremediacion
para la oxidacion de diversos contaminantes de tipo fenolico, asi como para otros propdésitos
industriales relacionados, por lo que se sugiere realizar pruebas de degradacién de estos

compuestos en condiciones de laboratorio.

Por otra parte, se propone estudiar la produccion de lacasas optimizando medios de cultivo
con variaciones en valores de pH, fuente de carbono, fuente de nitrogeno, diferentes tipos de
inductores asi como la concentracién de éstos. Considerando, también, las variables de su

posible escalamiento como: tipos de agitacion, aireacién y transferencia de gases.

Ademds, se propone secuenciar la enzima para identificar el gen que la produce para una

posible expresion en otro organismo que facilite su produccion.

La cepa ATCC-32783 podria presentar la capacidad de invasién micelial sobre diversos
sustratos agroindustriales, sin limitar su crecimiento en diferentes valores de pH y

temperatura.
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE UNA LACASA DE PLEUROTUS
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Pleurofus ostreatus es el tercer hongo comestible mas cultivado en el mundo,
considerado como de pudricidon blanca por su capacidad de degradar sustratos
ligninoceluldsicos, debido a que produce enzimas como; lignina-peroxidasas,
manganeso-peroxidasas y lacasas. Estas ultimas son utilizadas en procesos de
biorremediacion porque oxidan un amplio rango de compuestos fendlicos y aminas
aromaticas, ademas de ayudar a reciclar grandes cantidades de desechos agro-
industriales. En este trabajo se purifico y se caracterizo una isoforma de lacasa de
P ostreatus producida por fermentacion sumergida. La fermentacion se inoculd
con fragmentos de micelio de 4 mm desarrollado sobre agar extracto de malta a
25°C durante 7 dias. El extracto crudo enzimatico se recuperd a las 456 h de
fermentacion, la cual se realizd en matraces de 125 ml que contenian 50 ml de
medio de cultivo estéril (sales minerales, extracto de levadura y 10.5 g/l de
glucosa) incubados a 25°C con agitacion orbital de 120 rpm. La lacasa que se
purificd fue la mas abundante y de menor peso molecular de cuatro isoformas |
observadas a través de zimografia y de electroforésis. La purificacion se realizo

por una separacion a través de isoelectroenfoque (Rotofor, BioRad), donde se

determinaron los puntos isoeléctricos de las isoformas, posteriormente, se utilizd

una columna de intercambio ionico EconoPac (BioRad), seguida de otra columna

de intercambio idnico BioQ5 (BioRad), obteniendo una sola proteina con actividad
de lacasas. Se utilizd 2 ,6-dimetoxifenol como sustrato, definiendo una unidad de
actividad (U) como la cantidad de enzima que incrementa una unidad de
absorbancia por min. Fue posible incrementar la actividad especifica de166 a
63720 U/mg de proteina y la Km de la enzima fue de 8.5X10™ M.
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La lacasas son enzimas que catalizan la oxidacion de un amplio rango de
polifenoles y aminas aromaticas, éstas son producidas, principalmente, por
hongos de pudricion blanca como Pleurotus ostreatus, donde Juegan un papel
importante en la degradacion de |Ia lignina. Este hongo comestible es Capaz de
crecer sobre pajas y rastrojos, los cuales son desechos agroindustriales ricos en
celulosa y lignina que representan contaminacion ambiental. En este trabajo se
determinaron las condiciones Optimas de actividad de una lacasa extracelular
purificada de P. ostreatus (ATCC-32783) producida por fermentacidén sumergida.
Se utilizd 2 6-dimetoxifenol como sustrato. Se evalud la actividad enzimatica a
diferentes valores de pH (2, 3, 4, 4.5, 5, 6, 7 y 8) utilizando soluciones buffer de
fosfatos y acetatos 0.1M a diferentes temperaturas (20, 30, 40, 50, 60 °C). Se
encontré que la temperatura y pH 6ptimo de actividad de la enzima lacasa fue de
40°C y 4.5, respectivamente. Sin embargo, se observd actividad en todas las
condiciones de pH y temperaturas evaluadas. Estos resultados sugieren que la
cepa ATCC-32783 podria presentar Ia capacidad de invasion micelial sobre
diversos sustratos agroindustriales, sin limitar su crecimiento a diferentes
temperaturas y pH's.

64




JJOOV CHNERESS MACIBNAL BE CHENCIA Y TECROLOGIA BE ALIVENTES.
Paciuca, Bgo., Septiombra 18-12 de 2063,

Trabajo 032a:
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Pleurotus ostreatus es un hongo comestible capaz de crecer sobre pajas y
rastrojos, los cuales generalmente son considerados como desechos y
representan contaminacion ambiental. La lignina es uno de los principales
componentes de las pajas y rastrojos, la cual es uno de los polimeros aromaticos
mas abundantes en la tierra. P._osireatus por ser un hongo de pudricion blanca, es
capaz de degradar a la lignina. Dentro de las enzimas degradadoras de lignina se
encuentran las lacasas, que tienen la capacidad de oxidar compuestos fendlicos.
En este trabajo se estudio la produccion de enzimas lacasas exiracelulares de P.
ostreatus (ATCC-32783) por fermentacion sumergida, con objeto de correlacionar
dicha produccién con la capacidad de degradacion de lignina, manifestandose en
una mayor velocidad de invasion micelial sobre los sustratos ligninocelulosicos. El
indculo se crecid en cajas Petri sobre agar extracto de malta. La fermentacion se
desarrolld en matraces de 50 ml que contenian 25 mi de medio de cultivo estéril
(medio mineral y 10.5 g/l de glucosa) que se inocularon con pellets de 4 mm de
didmetro y sé incubaron a 25°C por 20 dias con agitacion orbital a 120 rpm. Se
tomaron muestras cada 24 h y se cuantifico la biomasa seca (gfl), actividad de
lacasa (U/l), proteina soluble excretada (g/l). Se observé la biomasa méaxima (2.6
g/l) a las 344 h de fermentacion con una p de 0.02h''; se observaron dos picos de
actividad de lacasa (62 y 44 U/l) a las 144 y 432 h de fermentacion
respectivamente. Estos resultados muestran que la cepa ATCC-32783 es
altamente productora de enzimas lacasas, lo que sugiere que seria una cepa
hiperproductora en planta piloto. Ademas, esta cepa podria ser un organismo de
estudio en aspectos relacionados con la oxidacién de compuestos cancerigenos
de tipo fenolico en aguas residuales.
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