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RESUMEN de la Tesis de Ricardo Cruz Lépez presentada como requisito
parcial para la obtencion de la Licenciatura en Biologia. Ensenada, Baja
California México, Noviembre 2004. PRODUCCION, INDUCCION Y
CARACTERIZACION PARCIAL DE LACASAS DE Pleurotus djamor.

Resumen aprobado por:
Dr. Facundo Joaquin Marquez Rocha

Tres cepas de Pleurotus djamor fueron utilizadas para evaluar la
produccién de biomasa y la enzima lacasa. P. djamor crecié bien en diferentes
fuentes de carbono, seleccionando la glucosa para el desarrollo del trabajo. La
cepa ECS-0184 fue seleccionada por sus caracteristicas de crecimiento y
produccion de lacasa. En la optimizacion del medio de cultivo para produccion
de biomasa, las mejores condiciones se obtuvieron a 25 °C, pH 7 y 9 dias de
cultivo, mientras que para la produccion de lacasa fueron a 25 °C, pH 5.0-6.0 y
5 dias de cultivo. Los mejores inductores de la formacion de lacasa fueron el 2,
2:-azino-bis(3-etilbenztiazolina-6-sulfonato) (ABTS) y la cebada en comparacion
con el control. En cultivos estaticos P. djamor también produce lacasa. La
lacasa fue purificada utilizando precipitacion con sulfato de amonio y
cromatografia en gel de exclusion SEPHADEX G-75, obteniendo la mayor
actividad con el pico de proteina. El peso molecular de la lacasa obtenida fue de
41.3 kDa obtenido en geles de poliacrilamida y comprobado por HPLC. Los
geles no desnaturalizantes de poliacrilamida (PAGE) para revelar la actividad
muestran una sola banda de actividad usando ABTS y guayacol como sustrato.
Estos resultados sugieren que P. djamor puede ser utilizada para la produccion
de biomasa y lacasa en medio liquido. Se muestran resultados preliminares de
su produccién en fermentador.

Palabras clave: Pleurotus djamor, lacasa, biomasa, condiciones de cultivo,
ABTS, cromatografia, PAGE.
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INTRODUCCION

Los basidiomicetos de pudricion blanca han recibido gran atencion debido su
capacidad para degradar lignina. Estos hongos son inusuales entre los
microorganismos ya que son capaces de mineralizar todos los componentes de
la lignina nativa hasta dioxido de carbono y agua. La lignina es un polimero
aleatorio y de esta forma pocos sistemas son capaces de hidrolizar dichos
enlaces. El sistema enziméatico ligninolitico de los hongos de pudricion blanca
reline este prerrequisito y de esta forma es capaz de oxidar un amplio numero

de contaminantes aromaticos.

Dichos hongos producen enzimas oxidativas extracelulares que
degradan la lignina. La lignina juega un papel importante en el ciclo del carbono
como el mayor compuesto aromatico en la naturaleza, otorgando una matriz
protectora que rodea a las microfibrillas de celulosa de la pared celular de las
plantas. Este polimero amorfo e insoluble carece de estereoregularidad y, en
contraste con la celulosa y hemicelulosa no es susceptible al ataque hidrolitico.
A este grupo de descomponedores se le llamo hongos de pudricion blanca, ya
que la lignina es café y al momento de ser hidrolizada por el sistema enzimatico
ligninolitico deja como producto a la celulosa, que es de color blanco. Estos son
los Unicos organismos capaces de depolimerizar y mineralizar eficientemente la

lignina.




El sistema enzimatico ligninolitico de los hongos de pudricion blanca
consta de un arreglo de peroxidasas y oxidasas que actian de manera no
especifica generando radicales libres que llevan a reacciones espontaneas de
division. La naturaleza no especifica del potencial de oxidacion de estas
enzimas ha atraido considerable interés para la aplicacion en bioprocesos tales

como la degradacion de organocontaminantes y el blanqueamiento de fibras.

Basandose en los patrones de las enzimas ligninoliticas, los hongos de
pudricién blanca pueden ser divididos en dos grupos; aquellos que producen
solo lacasas (LAC) y magneso-peroxidasas (MnP) y aquellos que ademas de
las anteriores producen lignina-peroxidasas (LiP). Estos dos grupos,
respectivamente, han sido relacionados con la capacidad de degradar
preferencialmente lignina de la pared celular de plantas lefiosas y de mineralizar

eficientemente lignina sintética (Muroz et al., 1997).

La lignina constituye el segundo grupo més abundante de biopolimeros en
la biosfera, de esta forma, su biodegradacion ocupa una importante posicion
en el ciclo global del carbon (Eggert et al., 1996). Esta compuesta por tres
unidades monomeéricas de alcoholes cinamilicos (figura 1): alcohol cumarilico,

encontrada principalmente en pastos; alcohol coniferilico, la mayor unidad




monomeérica de las gimnospermas; y alcohol sinapilico predominantemente en

angiospermas.

CH,OH CH,OH
EH

CH

OH OH

(A) (B) (C)

Figura 1. Unidades monoméricas de fenilpropanoides que polimerizan para
formar lignina. (A) alcohol cumarilico; (B) alcohol coniferilico; (C) alcohol
sinapilico.

El género Pleurotus spp. es promisorio ya que sus diferentes especies
naturales actdan principalmente como saprofitas al crecer y fructificar
directamente sobre troncos de madera. La base de tal facilidad de desarrollo
consiste en la capacidad oxidativa e hidrolitica del sistema enzimatico

ligninolitico el cual actia sobre las estructuras ligninocelulosicas de dichos

sustratos (Sanchez y Royse, 2002).




Estas son enzimas de relevancia industrial ya que pueden aplicarse para
propositos biocataliticos tales como la delignificacion de lignocelulosa y
polisacaridos, biorremediacién, detoxificacion 'y biotransformacién de
desperdicios derivados de industrias como la papelera y textil, en la industria

alimenticia, como biosensores y propositos analiticos (Galhaup et al., 2002).

La meta de este trabajo es seleccionar una fuente de carbono adecuada
para el cultivo de 3 cepas de Pleurotus djamor (Rumphius: Fries) Boedijn;
seleccionar la mejor cepa productora de lacasa y biomasa; por medio de un
disefio experimental factorial 23 analizar la influencia de 3 variables (pH inicial,
temperatura y dia de cosecha) sobre la formacion de lacasa y biomasa; analizar
el efecto de 5 inductores sobre la formacidén de lacasa, asi como purificar y

caracterizarla parcialmente.




ANTECEDENTES

La lacasa (p-difenol:dioxigeno oxidorreducatasa; EC 1.10.3.2) pertenece
a un pequefio grupo llamado proteinas de cobre azul u oxidasas de cobre azul
(Koroljova et al., 1998). Son proteinas glicosiladas extracelulares de 60-85 kDa
con un contenido de carbohidratos de entre 15-20% (Rubia et al, 2002;
Galhaup et al., 2002), caracterizadas por su contenido de cobre y su actividad
oxidativa sobre fenoles, aminas aromaticas y ascorbato, la cual tiene una gran
variedad de sustratos especificos respecto al donador de electrones (de la

Rubia et al., 2002).

Esta cataliza la remocion de un atomo de hidrégeno de un grupo hidroxilo
ortoy para, asi como sustratos mono y polifendlicos (Abudalla et al., 2000),
cataliza ademas la abstracciéon de un electron de una amplia variedad de
sustratos organicos e inorganicos, incluyendo mono-, di- y polifenoles,
aminofenoles, metoxifenoles, complejos metalicos como  ferroceno,

ferrocianidos o iodidos (Galhaup et al., 2002).

Las lacasas estan involucradas en la biodegradacion de la lignina, la
cual constituye el segundo biopolimero después de la celulosa. Un gran numero
de hongos blancos de pudricion han sido reportados como productores de
enzimas degradadoras de Iighina entre los que se encuentra el genero

Pleurotus spp. (Abudalla et al., 2000).




En los hongos de pudricion blanca dichas enzimas son producidas en
forma de mltiples isoenzimas (Koroljova et al., 1998; Palmieri et al., 2000;
Galhaup et al., 2002), codificadas por una familia de genes (Galhaup et al.,
2002; Zhao y Kwan, 2002) sugiriéndose que tales genes codifican para varias
isoenzimas las cuales se regulan de diferente manera, siendo algunas

expresadas constitutivamente y otras inducidas (Galhaup et al., 2002).

La produccion de lacasas para tales propositos puede ser estimulada por
sustancias ’inductoras principalmente compuestos aromaticos y fendlicos
relacionados 6 derivados de la lignina. Su sintesis puede verse influenciada por
la concentracion de nitrogeno en el medio de cultivo y la fuente de carbon

usada (idem).

Ademas de usar al oxigeno como aceptor de electrones para remover el
hidrégeno de grupos hidroxifendlicos, la lacasa puede oxidar sustratos no
fendlicos. El intervalo de oxidacion puede variar de un tipo de lacasa a otro. La
especificidad del sustrato para lacasas puede ser explicado con base a su
funcion fisiologica, pudiéndose presentar tres posibilidades: formacion de
pigmento, degradacion de lignina y detoxificacion (Koroljova et al., 1998). La
mayoria de los hongos de pudricion blanca producen lacasas, preferentemente

extracelulares. Isdmeros especificos de lacasas pueden ser inducidos utilizando




compuestos fendlicos que emulan compuestos lignoceluldsicos encontrados en

la naturaleza (Srinivasan ef al., 1995).

La lacasa cataliza la oxidacion de un amplio grupo de sustancias las
cuales son reducidas hasta O,. Contiene 4 atomos de cobre por molécula
distribuidas en tres diferentes sitios de unién de cobre. Los sitios T2 y T3
forman un espacio de cobre trinuclear en el cual el Oz es reducido. El centro de
cobre T1 lleva a cabo la reduccion del sustrato y transfiere electrones a los
sitios T2 y T3 (Xu Feng et al., 2000). El sitio T1 (o cobre azul) es responsable
del intenso color azul de la enzima, el sitio T2 exhibe una absorbancia visible
baja y el sitio T3, incorpora 2 centros de cobre y es responsable de la
absorbancia a 330 nm. Estos tres sitios estan involucrados en el mecanismo

catalitico (Palmieri ef al., 1997).

Hay muchas fuentes de hongos, principalmente basidiomicetos involucrados
en la degradaciéon de lignina. Dichos estudios sefialan que las enzimas
involucradas en tal degradacion estan distribuidas en los hongos de pudricion
blanca, aunque hay diferentes niveles de produccién enzimatica inclusive entre '
cepas de la misma especie. Las condiciones de cultivo y la composicion del
medio juegan un papel importante en la expresion proteica, por lo que es
importante llevar a cabo estudios preliminares para optimizar la produccién de

la enzima. (Pickard et al., 1999)




El cultivo en medio sélido es un método usual de preparacién de inoculo
para el género Pleurotus spp., consiste en propagar el micelio en granos de
cereales como trigo o sorgo. Este proceso presenta algunos problemas como:
tiempo relativamente largo hasta la produccion del inoculo secundario,
contaminacion frecuente por manipulacién, disponibilidad del grano vy

dificultades en el control del proceso (Guillén-Navarro et al. 1998).

En Phanerochaete chysosporium Burdsall el ensayo en placa de agar,
permiti6 una répida determinacion de la presencia de lacasas, en el fluido
extracelular del cultivo se utilizaron 15 mL de agarosa estéril al 0.5 % con 14

UM de ABTS por mL en 50 mM de glicina (Srinivasan et al., 1995).

Saparrat et al. (2000), utilizd medio agarizado Kirk modificado con ABTS
como sustrato aromatico. El agrupd las actividades de los diversos hongos
analizados de la siguiente manera: a) especies sin actividad extracelular
oxidante del ABTS; b) especies con baja actividad extracelular oxidante de
ABTS; c) especies con moderada actividad extracelular oxidante del ABTS; d)
especies con alta actividad oxidante del ABTS. En su analisis de 31 especies
fungicas, incluyo a Pleurotus laciniatocrenatus (Speg) Speg. el cual mostré una

alta actividad oxidante de ABTS.




Una alternativa para evitar problemas en el cultivo de hongos en sustrato
sélido, es la obtencién del indculo en cultivo sumergido, ya que permite producir
mayor cantidad de biomasa de mejor calidad en menos tiempo, favorece la
dispersion y adaptacion del hongo y facilita su manipulacion durante la siembra
en el sustrato final (Guillén-Navarro et al. 1998). El cultivo sumergido presenta
varias ventajas tales como la disminucién del tiempo de incubacion, manejo de
grandes volumenes al mismo tiempo pues se preservan las propiedades
fisiologicas y genéticas del hongo, entre otras. Este método puede ser utilizado
para preparar el inoculo liquido para la produccién de cuerpos fructiferos o
semillas, para produccion de biomasa para consumo humano, para estudios
fisiolégicos o enzimaticos en las areas de biodegradacion de compuestos
téxicos y en aspectos de biorremediacién. Con los hongos Lentfinula edodes
(Berkeley) Pegler y Pleurotus ostreatus (Jacquin: Fries) P. Kummer se evalud la
propagacioén por cultivo sumergido obteniéndose resultados prometedores

(Nieto-Lépez, 2002).

El hongo se ve afectado por las condiciones de crecimiento a las que se
cultive. Tales parametros, como la temperatura, el pH, la agitacion y la
aireacion; asi como también el indculo y el sustrato influyen directamente en la

calidad de la biomasa formada y el rendimiento (Guillén-Navarro et al. 1998).
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Para la obtencidn de metabolitos, el método mas eficiente de cultivo es el
cultivo sumergido. Los hongos filamentosos en cultivo sumergido pueden crecer
en forma de aglomerados o colonias esféricas llamadas “pellets”. El crecimiento
del micelio o de los “pellets’ puede verse influenciado por un numero de
factores tales como la cepa, el medio, el tamario de inéculo, fuerza mecanica, y

la tension de oxigeno disuelto (Kuo-Ching, F. 2004).

Parece ser que la produccion de enzimas y el crecimiento del hongo
estan relacionados (Guillén-Navarro et al. 1998), debido a esto se realizo el
presente estudio para optimizar la técnica de produccion del indculo en
Pleurotus djamor y al mismo tiempo evaluar la produccién de lacasas durante

su crecimiento.

Carroad y Wilke (1977) utilizaron el siguiente medio de cultivo para
determinar la cinética de crecimiento para Pleurotus ostreatus (g/L). glucosa,
10; KH.PO4 0.6; MgSOs 7H20, 0.5; K;HPO,4 04; CaCly2H0, 0.074;
ferricitrato, 0.012; ZnSO4+7H, O FeSO47H,0O, 0.666;, MnSO44H20, 0.005;
CoCly6H20, 0.001; e hidrocloruro de tiamina, 0.0001, siendo ajustado a pH 5.0.
En Phanerochaete chrysosporium el cultivo contenia amortiguador
dimetilsuccinato pH 4.2, tartrato de amonio 2.4 y 24 mM como fuente de
nitrégeno y celulosa pulverizada como fuente de carbono (Srinivasan et al.,

1995). Pérez et al. (1996) para Phanerochaete flavido-alba (Cooke) Rattan
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ensay6 40 mL de medio basal modificado. En dicho articulo se reporta que la
adicion de detergentes como Tween 20 a cultivos sumergidos optimiza la

secrecion de enzimas ligninoliticas.

Mufioz et al., (1997) para Pleurotus eryngii (De Candolle: Fries) Quélet
ensayo el siguiente medio: 56 mM de glucosa y 22 mM de tartrato de amonio.
Se utilizaron 50 mL en matraces de 250 mL a 250 rpm 26 °C. Se probaron 7
sustratos aromaticos, siendo la alkalilignina el mejor sustrato inductor, seguido

del &cido vanilico y el acido veratrico.

El cultivo sumergido del género Pleurotus spp. permite producir al mismo
tiempo enzimas ligninoliticas importantes como la lacasa (LAC), magneso-
peroxidasa (MnP) y lignina-peroxidasa (LiP). Este tipo de organismos degradan
lignina mas extensa y rapidamente que otros grupos de organismos conocidos.
Al variar las condiciones de cultivo se puede mejorar el rendimiento, optimizar la
calidad y reducir costos del proceso de fermentacion (Guillén-Navarro et al.

1998).

Al parecer, fuentes naturales de lignina incrementan la produccion de la
enzima. Pickard ef al. (1999) ensay6 a Coriolopsis galliga (Fr.)Ryv. UAMH 8260,
Bjerkandera adusta (Willd.) P. Karst y Trametes versicolor (L.:Fries) Pilat con

2% de bran flakes de Kellog's™ en cultivos sumergidos. Para proveer una
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fuente similar de carboén en cultivo sumergido, se investigaron distintas fuentes
de fibra natural hallandose que dichas fuentes son efectivas en la produccion de
enzimas degradadoras de lignina en distintos hongos, siendo la 2,5-xilidina

buen inductor para el genero Pleurotus spp.

En Pleurotus ostreatus se ensayaron cultivos estaticos en matraces
erlenmeyer de 100 mL conteniendo 10 mL de medio Kirk con nitrogeno limitado
y alcohol veratrilico 1 mM como concentracion final (Eichlerova vy
Homolka,1999). De la Rubia et al. (2002), probd 14 compuestos aromaticos en
cultivos estaticos de 7 y 11 dias en medio basal pH 4.5 conteniendo CuSO4
22.4 uM, cada compuesto aromatico fue disuelto en dimetilformamida : agua
(3:7 viv), y adicionada a cultivos de 2 dias, después de una incubacion adicional
de cinco dias. El compuesto con mejor rendimiento en la induccion fue la

vanilina cuando se aplico a una concentracion de 1 mM.

En Phanerochaete chrysosporium se observaron 2 isoformas con peso
molecular muy similar. La lacasa es una de las pocas proteinas que conserva
su actividad incluso después del procedimiento de los geles. EI SDS-PAGE
muestra que el peso molecular de la lacasa es de 46,5 kDa hallandose dentro
del promedio reportado para otros basidiomicetos. El peso molecular de la
mayoria de las lacasas de los basidiomicetos se reporta entre 55 y 72 kDa,

aunque diversas isoformas de lacasas de Trametes versicolor se encuentran
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entre 43 y 66 kDa, y cinco isoformas de Schizophyllum commune entre 36 y 48

kDa. (Srivasan et al., 1995).

En Phanerochaete flavido-alba se reporta para la lacasa un peso
molecular de 94 kDa con un pl de 3.5, similar al reportado para otros hongos de
pudricion blanca (Pérez, J. et al. 1996). Palmieri et al. (1997), caracterizé dos
nuevas isoformas de lacasas. POXA1 y POXA2 las cuales tienen un contenido
de carbohidratos de 3 y 9%, en SDS-PAGE su peso molecular fue de 61 y 67
kDa y por filtracion en gel de la enzima nativa de 54 y 59 kDa., pl de 6.7 y 4.0
respectivamente. En 1997 Mufioz et al., caracterizd dos nuevas isoformas de
lacasas. Estas son dos glicoproteinas monoméricas con 7 y 1% en contenido
de carbohidratos, pesos moleculares de 65y 61 kDa y con pl de 4.1y 4.2
respectivamente. Koroljova et al. (1998) purifico la lacasa de Coriolus hirsutus
(sin. Trametes hirsuta (Wulfen) Pilat), probando también el efecto de algunos
inductores. El inductor mas eficiente fue la siringaldazina a 0.11 uM. El peso
molecular de la lacasa fue estimado en 55 kDa y pl de 4, siendo una

glicoproteina monomerica con 12% de carbohidratos.

En Phanerochaete flavido-alba el peso molecular fue de 98.7 kDa. Este
inusual alto peso molecular de la lacasa constitutiva e inducida puede deberse
en parte al contenido de carbohidratos (17.7%) que es mayor que el promedio

de los hongos de pudricion blanca (de la Rosa et al., 2002).
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Aunque la lacasa ha sido extensamente estudiada, solo una estructura
cristalina esta disponible, la del tipo 2 de cobre plegada de Coprinus cinereus
(Schaeff.: Fr.) S.F. Gray, la de Trametes versicolor (L.:Fries) Pilat y Pycnoporus
cinnabarinus (Jacquin : Fr.) Karsten. En dicho articulo se describe la estructura
tridimensional de la lacasa de Melanocarpus albomyces, la cual contiene cuatro
sitios de cobre. La lacasa de este ascomiceto, comparte aproximadamente del
20-30% en la secuencia con las lacasas de los basidiomicetos (Hakulinen et al.,

2002).

Se han hecho grandes esfuerzos para purificar y caracterizar lacasas
debido al alto interés comercial, en Coriolopsis rigida (Berk. y Mont.) Murrill. se
estudio la capacidad para degradar desechos derivados de la industrializacion
del trigo, asi como su capacidad para degradar fracciones del suelo
contaminados con petréleo crudo y compuestos alifaticos (Saparrat, 2002). En
Pleurotus ostreatus esta bien demostrada la capacidad ligninolitica y por lo
tanto oxidativa de varios compuestos aromaticos. Pickard ef al., (1999) estudio
la oxidacion de 20 compuestos aromaticos en Coriolopsis gallica UAMH 8260,
en donde observo que 7 fueron significativamente metabolizados por la lacasa
en presencia de ABTS y lentamente metabolizados en su ausencia. Se ha
estudiado la posibilidad de su uso como biosensores y procesos de

degradacion en la industria, también usada en procesos de detoxificacion y




15

decoloracion si se usan compuestos aromaticos como sustratos donadores de

electrones (Yousung ef al., 2002).

Existen evidencias que la lacasa por si misma es capaz de depolimerizar
lignina sintética (Srebotnik et a/., 2000) y delignificar pulpa de madera cuando
son combinadas con varios agentes de transferencia de electrones de bajo
peso molecular. Pérez et al., (1998) reporta que la lacasa juega un importante
papel en la decoloracion y detoxificacién de los desechos del aceite de oliva
mientras que Ruiz et al., (2002) reporta por su parte que los compuestos
fendlicos presentes en las aguas de tratamiento inducen la produccion de

lacasas en Phanerochaete flavido-alba.

Estudios han demostrado que el cobre a diferentes concentraciones
afecta positivamente la sintesis de lacasas en Coriolopsis rigida, Cerrena
unicolor (Bull.) Murrill, Coriolus hirsutus, Trametes versicolor,  Pleurotus
ostreatus y Ceriporiopsis subvermispora (Pilat) Gilbn. y Ryv. (Koroljova et al.,
1998: Collins & Dobson, 1998; Palmieri et al., 2000; Galhaup ef al., 2002; Kim et
al., 2002; Saparrat et al., 2002). Rubia et al., (2002) reporté que para P. flavido-
alba la vanilina incrementa considerablemente la concentracion de proteinas.
Koroljova et al., (2002), reportd que utilizando siringaldazina como inductor la
concentracion de lacasas se incremente hasta en 1000% a concentraciones de

0.11 uM. En Trametes versicolor, al adicionarse 40 g/L de etanol, se observé




16

que la concentracion de lacasa aumento 24 veces, siendo casi igual de
significativa la concentracion que si se hubiera utilizado otro tipo de inductor

comercial (Lee et al., 1999).




HIPOTESIS
Las cepas ECS-0184, ECS-0185 y ECS-0190 de Pleurotus djamor en

cultivo sumergido son buenas productoras de lacasas al igual que otras cepas

del género Pleurotus spp.

OBJETIVOS

Objetivo general

o Determinar si Pleurotus djamor puede cultivarse en medio liquido, para la
produccion de biomasa y lacasa.

Objetivos particulares

o Optimizar las condiciones de cultivo de Pleurotus djamor para la
produccion de biomasa y lacasa.

e Obtener inductores para la produccion de lacasa.

e Purificar y caracterizar parcialmente la lacasa.
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METODOLOGIA
La fase experimental se desarrollo en el laboratorio de Ingenieria de
Bioprocesos Marinos perteneciente al Centro de Investigacion Cientifica y de

Educacién Superior de Ensenada (CICESE).

Cepas y medio de cultivo

Se utilizaron las cepas ECS-0184, ECS-0185 y ECS-0190 de Pleurotus
djamor procedentes del cepario micolégico del Colegio de la Frontera Sur
(ECOSUR - Unidad Tapachula). Las cepas de trabajo, debidamente
etiquetadas se mantuvieron en medio papa dextrosa agar (PDA) pH 5.0 en
cajas de petri a 30°C. El medio basal (MB) contiene (g/L): KCI 0.2, MgS04 0.2,
CaCl, 0.2, extracto de levadura 1.5. Para medio soélido se uso 15 g/L de agar

grado bacteriologico.

SELECCION DE LA FUENTE DE CARBONO

Las cepas fueron propagadas en un medio que tiene una composicion
como se muestra en la Tabla 1. La diferencia entre cada uno de ellos es la
fuente de carbono. Se utilizaron cajas petri de 90X15 mm con 15 mL de medio.
En el centro de la superficie del agar, se sembrd un fragmento del micelio de 4

mm? por cada cepa, incubado a 30 °C por 7 dias en oscuridad.

18
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Tabla 1. Composicion de los diferentes medios utilizados en el cultivo solido de
P. djamor.

medio de cultivo

nutriente (g/L) A B Cc D E
KCI (0.2) + + + + +
MgSO4 (0.2) + + + + +
CaCl, (0.2) + + + + +
extracto de levadura + + + + +
(1.5)

extracto de malta (2) + - - - -
glucosa (10) + + - - -
sacarosa (10) - - + - -
sorbitol (5) - - - + -
almidén (5) - - - - +
agar (15) + + + + +

SELECCION DE LA CEPA

Dos fragmentos de micelio de 4 mm? propagado en medio basal sélido y
glucosa como fuente de carbono (MBsG) por cada cepa, fueron transferidos a
100 mL de MB liquido y glucosa como fuente de carbono (MBIG), puestos en
agitacion a 200 rpm durante 7 dias a 30 °C.

De las “pellets” resultantes del micelio de 7 dias, 5 de estos fueron
transferidos a matraces erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de MBIG a
200 rpm durante 6 dias a 30 °C cada uno con su respectiva réplica. Se tomaron
muestras diariamente durante el transcurso del experimento almacenadas a -70

°C hasta su analisis.
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Determinacion de biomasa
Al finalizar el experimento, se recuper6 el micelio resultante en cada uno

de los matraces por medio de filtracién y se determino la biomasa obteniendo el

peso seco mediante desecacion en horno a 55 °C durante 24 h.

Determinacion cualitativa de actividad lacasa

Al finalizar el experimento se recuperd el caldo de cultivo agotado y se
paso a través de un filtro de 10 ym de poro. A placas de ELISA se adicionaron
50 pL del caldo de cultivo, 20 L de H,O y 5 pL de guayacol. Esto se realizd

para las tres cepas haciéndose por triplicado con su respectivo control.

Determinacién cuantitativa de actividad lacasa

Para la determinacion de la actividad lacasa fueron usados los extractos
crudos de las muestras tomadas; se siguio el rango de oxidacién del 2, 2;-azino-
bis(3-etilbenztiazolina-6-sulfonato) (ABTS) hasta su estado catidnico ABTS™,
monitoreando el incremento de Ao (€ 5507 M'em™) contra tiempo (min™). La
reaccion tuvo 1000 pl de H,O destilada, 700 ul de solucion amortiguadora de
fosfatos 0.1 M pH 6.5, 200 pl de ABTS 140 uM y 100 pl de muestra cruda para

dar un volumen total de reaccion de 2000 pl.
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OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO

Para la optimizacion de las condiciones de cultivo se utilizd un disefio
experimental factorial 2° para analizar la influencia de 3 variables (pH inicial,
temperatura y dia de cosecha) sobre la produccién de biomasa, proteina
soluble y lacasa.

Dos fragmentos del micelio (4 mm?) de 7 dias de Pleurotus djamor ECS-
0184 fueron transferidos a un matraz erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100
mL de MBIG. Cinco “pellets’ de siete dias de tamafio homogéneo (obtenidos de
la inoculacién anterior), fueron transferidos a 15 matraces con 50 mL de medio,
dando como resultado cinco “pellets” por matraz erlenmeyer de 250 mL, por
triplicado. El MBIG contenia 20 g/L de glucosa (MBIG’). Los cultivos fueron
puestos en agitacion a 200 rpm aplicandose las siguientes condiciones de

cultivo.

Tabla 2. Valores de cddigos usados en la optimizacion del experimento.

Variable codigo

-1 0 1
Temperatura (°C)(X1) 25 30 35
pH (X2) 5 6 7

Dia de cosecha (X3) 5 7 9




Tabla 3. Identificacion del tratamiento con la combinacién de codigos.

Tratamiento codigo

X4 Xo X3

1 -1 -1 -1
2 -1 +1 -1
3 -1 0 0
4 -1 -1 +1
5 -1 +1 +1
6 0 -1 -1
7 0 +1 -1
8 0 0 0
9 0 -1 +1
10 0 +1 +1
11 +1 -1 -1
12 +1 +1 -1
13 +1 0 0
14 +1 -1 +1
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Determinacién de proteina soluble en el medio de cultivo

La determinacion de proteinas de los extractos crudos se realiz6 por el
microensayo para proteinas de Bradford (1976) (Biorad), este ensayo involucra
la adicién de una tincidén acida azul brillante de coomassie G-250, a la solucion
proteica. La tincién de azul de coomassie se une a aminoacidos basicos y
aromaticos resultando en un cambio maximo en la absorbancia de 465 nm
(café), a 595 nm (azul). El método requiere de una curva estandar utilizando
albumina de suero bovino (BSA). Los valores de la densidad dptica a 595 nm de
fracciones generadas experimentalmente fueron ajustadas a la curva estandar,

y el contenido de proteina fue determinado.

EFECTO DE INDUCTORES SOBRE LA FORMACION DE LACASA

La formacion de lacasa extracelular se monitored usando MBsG' en
presencia de sustratos aromaticos. Se utilizaron los cromoforos ABTS, guayacol
y alcohol veratrilico. La busqueda fue llevada a cabo en cajas petri de 90X15
mm & con 20 mL de medio MBsG’ mas ABTS, guayacol y alcohol veratrilico, .7
mM, 1.1 mM y 1.15 mM respectivamente. En el centro de la superficie del agar,
se sembré un indculo de 4 mm? de la cepa previamente cultivado en medio
PDA, después se incubaron hasta la completa colonizacidon del medio a 30 °C
por triplicado durante 7 dias en oscuridad. El crecimiento de la cepa fue

estimado en términos del diametro de la colonia. La actividad oxidativa de la
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lacasa extracelular fue estimada en términos de la tasa lineal de oxidacion e

intensidad del color (oxidacién de los sustratos aromaticos).

Para la induccién de lacasa en cultivos estaticos se utilizaron los
siguientes inductores: ABTS (.7 mM + MBIG ), gu ayacol (1.1 mM + MBIG),
bran flakes (2% p/v) y cebada (2% p/v + MBIG’) durante 14 dias, pH inicial 5.0,
temperatura ambiente protegidos de la luz. A diferencia de los cultivos en
agitacion donde el micelio crece en forma de “pellets”, en los cultivos estaticos

el micelio se desarrolla superficialmente.

Produccion de biomasa, proteina y lacasa en dos tipos de fermentadores
Fueron utilizados dos tipos de fermentadores de 1L, New Brunswick y
Applikon. Como producto de los experimentos anteriores en donde se observan
mejores resultados para el cultivo con glucosa, en esta etapa experimental se
incluyo otra variante, que se refiere a la adicion de una fuente ligninolitica como
inductora de lacasas. En ambos casos se utilizo MBIG', 25-28 °C, pH inicial 5.0,
200 rpm durante 7 dias y 2% p/v de granos de cebada. Dadas las dificultades
para el manejo de la cebada, previamente se esterilizd y se recuperé el caldo
de cultivo sin materia sélida, éste posteriormente fue adicionado al medio basal

cuidando las condiciones de dilucion y esterilidad.
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LACASAS

Obtenidas las condiciones O6ptimas de cosecha las células fueron
separadas del caldo de cultivo por medio de filtros whatman #4, determinando
proteina soluble y actividad enzimética para cada muestra filtrada. El extracto
obtenido con mayor actividad lacasa y proteina soluble (cebada 2% en MBIG’)
fue transferido a un vaso de precipitado por medio de filtros MILLIPORE-
swinnex no estériles de 10 um de diametro, posteriormente el filtrado fue
saturado con (NH,)2S0O4 hasta una concentracion final de 80%. Después de 30
minutos en agitacion lenta a 4°C, el precipitado se transfirié a tubos eppendorf
de 1.5 mL para centrifugarse a 14,000 rpm durante diez minutos a 4 °C. El
“pellet” se concentrd y resuspendid en 1 mL de HxO destilada. La muestra
concentrada fue eluida a través de una columna cromatografica de exclusion
molecular SEPHADEX G-75 (Pharmacia K16/100) equilibrada en solucion
amortiguadora de fosfato de sodio 20 mM, pH 6.5 con un flujo de 0.8 ml min™.
Para cada fracciéon se determind proteina soluble y actividad lacasa, como se

describe anteriormente.

Determinacion de actividad especifica.

La actividad especifica se define como:

AAmin'e'mg™ proteina soluble
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Determinacion del peso molecular de la lacasa por medio de zimograma
Para la determinacién del peso molecular de la proteina nativa la
purificacién de la enzima se llevd a cabo en un gel de poliacrilamida no
desnaturalizante 12.6 % (p/v) en solucion amortiguadora tris/glicina pH 8.8. El
peso molecular de la lacasa fue estimada con base en el marcador de pesos
moleculares Kaleidoscope™ (Biorad Laboratories) como referencia. La
actividad lacasa fue determinada por medio de zimograma usando ABTS 20

mM y guayacol 50 mM como sustratos, puestos en agitacion durante 30

minutos.

Determinacion del peso molecular de la lacasa por medio de
cromatografia liquida de alta resolucion

Para la confirmacion del peso molecular de la lacasa se utilizd
cromatografia liquida de alta resolucién, utilizando una columna C-18 para
proteinas, y como fase movil solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0.2 M
pH 6.0 y NaCl 50 mM con un flujo de 1 mL min”'. Se utilizaron proteinas
estandares como referencia IgG, BSA, CPO, quimiotripsina, tripsina, lisozima

con pesos moleculares de 150, 66, 42, 25.6, 23.8y 14.3 kDa respectivamente.




Determinacién de los valores cinéticos de la lacasa

El rango de la oxidacién del sustrato aromatico fue determinado
espectrofotométricamente. Los valores de Ky y Vmax fueron determinados para
ABTS (€410 = 5507 M'cm™) siguiendo su oxidacion en solucion amortiguadora
de fosfatos 20 mM (pH 7.0) a 25 °C como se describe anteriormente para

actividad lacasa. Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

Determinacién de la actividad lacasa para varios sustratos aromaticos
La actividad lacasa fue determinada para varios sustratos aromaticos,
usando ABTS, guayacol, alcohol veratrilico, rojo fenol, pinacianol y pirogalol a 5

y 50 mM.

Procesamiento de datos y analisis de resultados

Los datos obtenidos de cada una de las réplicas, para cada una de las
variables, se contrastaron entre si mediante un analisis de varianza de 2 vias,
seguido de una prueba t de student en aquellos casos que muestren diferencias

significativas para p < 0.05.

RESULTADOS
La estrategia para responder a los objetivos planteados en el trabajo, se
realizé en cinco etapas; 1) seleccién de la fuente de carbono; 2) seleccion de la

cepa; 3) optimizacion de las condiciones de cultivo; 4) efecto de inductores
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sobre la formacion de lacasas; 5) purificacion y caracterizacién parcial de

lacasas.

SELECCION DE LA FUENTE DE CARBONO
En esta etapa se ensayaron las cepas ECS-0184, ECS-0185 y ECS 0190
en medio basal (MB) con 5 diferentes fuentes de carbono, donde se midié el

crecimiento del didmetro del micelio por 7 dias a 28 °C.

En las ftres cepas su didmetro crece de forma lineal con
aproximadamente 1 dia de fase lag (acondicionamiento al medio y condiciones
de cultivo) (figura 2). La maxima tasa lineal de crecimiento fue para ECS-0184
con 9.4-10.7 mm/d para las diferentes fuentes de carbono, seguido de ECS-
0190 con 7.6-10.2 mm/d, teniendo por ultimo a ECS-0185 con 5.6-7.5 mm/d
(Tabla 4). Al realizar el andlisis estadistico para el crecimiento de cada cepa no
se observo una diferencia significativa de las velocidades de crecimiento pero
se observaron los siguientes comportamientos entre cepas: existen diferencias
significativas al compararse la tasa lineal de crecimiento en ECS-0184 vs ECS-
0185 y ECS-0185 vs ECS-0190, no encontrdndose entre ECS-0184 vs ECS-
0190. Al analizarse la varianza del diametro maximo alcanzado se encuentra
que al compararse ECS-0184 vs ECS-0185 y ECS-0184 vs ECS-0190 no hay

diferencias, encontrandose en ECS-0185 vs ECS-190 (Tabla 5).
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Figura 2. Crecimiento de las cepas a) ECS-0184, b) ECS-0185y ¢) ECS-0190
con diferentes fuentes de carbono, en agar: cuadrado, glucosa-malta; tridngulo
hacia arriba, glucosa; triangulo hacia abajo, sacarosa; rombo, sorbitol; circulo,
almidén.
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Tabla 4. Velocidad de crecimiento lineal y crecimiento maximo de tres cepas de
P. djamor cultivada en medio sdlido con diferentes fuentes de carbono.

cepas

ECS-0184 ECS-0185 ECS-0190
Fuente de di/dt O di/dt G di/dt O
carbono (mm/d)  (mm)  (mm/d)  (mm)  (mm/d)  (mm)

Glucosa-Malta

9.61£1.04 57

6.410.44 44 7.6+0.43 52

Glucosa 9.0+0.57 55 6.5+0.42 45 8.1+0.61 50
Sacarosa 10.7+0.79 65 6.1+0.49 43 7.8+£0.47 52
Sorbitol 9.6+0.46 62 6.1+0.48 42 9.6+0.46 62
Almidon 9.4+0.46 60 5.9+0.51 41 10.2+0.52 68

dl/dt = tasa lineal de crecimiento; dmax = didmetro maximo alcanzado

Tabla 5. Analisis estadistico comparativo de las tres cepas de P. djamor.

Cepas
ECS-0184 ECS-0185 ECS-0190
di/dt Omax di/dt Omax di/dt Omax
(mm/d) (mm) (mm/d) (mm)  (mm/d) (mm)
media 9.6 59.8 6.2 43 8.7 56.8
error 0.28 1.77 0.11 0.71 0.52 3.5
coeficiente de 6.5 6.63 4 3.68 13.5 13.8

variacion %

t-test medias

0184 vs 0185 Sl

0184 vs 0190 NO

0185 vs 0190 Sl

t-test varianza

0184 vs 0185 NO
0184 vs 0190 NO
0185 vs 0190 Sl
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En esta etapa se observo el crecimiento miceliar en medio solido papa
dextrosa agar (PDA) durante 7 dias a 28 °C. Como se observa en la figura 3,
a) y c) tuvieron un crecimiento muy similar en cuanto a diametro, observandose
un crecimiento menor y asimétrico para b). En cuanto a densidad miceliar,

claramente se observa que b) tuvo una mayor densidad miceliar, seguido de a)

y C).

Figura 3. Desarrollo del micelio en medio PDA después de 7 dias de cultivo a
28 °C. a) ECS-0184, b) ECS-0185, c) ECS-0190.
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SELECCION DE LA CEPA

Las tres cepas fueron cultivadas, esta vez en medio liquido, utilizando
glucosa como fuente de carbono. Los cultivos se incubaron por 6 dias a 28 °Cy
200 rpm. Después de 6 dias de cultivo se midié la produccion de biomasa. En la
figura 4 se observa que el incremento en biomasa a los 6 dias el cual fue

mayor en la cepa ECS-0184, seguido de la ECS-0190 y ECS-0185.

Biomasa (mg/ml)
w

ECS-0184 ECS-185 ECS-0190
CEPA

Figura 4. Incremento en biomasa en cultivos sumergido de las cepas de P.
djamor, ECS-0184, ECS-0185, ECS-0190 después de 6 dias de cultivo.
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Para una determinacion rapida de la produccion de lacasas se utilizaron
placas de ELISA, utilizando como sustrato al guayacol, el cual es oxidado,
formando una mezcla colorida faciimente visible. Se utilizé esta reaccion
catalitica en placas de ELISA como un monitoreo répido de la produccion de

lacasas por cada cepa.

Como se observa en la figura 5, la cepa con mayor actividad fue la ECS-
0184 de acuerdo al incremento en el color de las celdillas, que nos indica que la
enzima esta oxidando al sustrato, mientras que para las cepas ECS-0185 y
ECS-0190 en muy bajo el incremento en la coloracién, lo que nos indica baja

oxidacion, y por lo tanto poca actividad de lacasas.

1

Figura 5. ldentificacion rapida de presencia de lacasas en el caldo de cultivo
utilizando placa de ELISA y guayacol como sustrato; a) control; b) ECS-0184; c)
ECS-0185; d) ECS-0190.
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Al medir el incremento en la actividad lacasa durante el crecimiento, se
observa que en el dia 6 hay mas actividad para todas las cepas, siendo mayor

la actividad para la cepa ECS-0184 (figura 6).

0015 T 1 T I T 1

0.010F -

. -1
AA41omin

0.005 7]

0.000 ' ' e
o 1 2 3 4 5 6 7

tiempo (d)

Figura 6. Formacion de lacasas en cultivo sumergido a lo largo de seis dias de
cultivo en las cepas (cuadro) ECS-0184, (triangulo hacia arriba) ECS-0185 y
(triangulo hacia abajo) ECS-0190 de P. djamor.




OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO

En esta tercera etapa experimental, se buscoé mejorar las condiciones de
cultivo al ensayarse los cultivos en medio liquido a distintos pH, temperaturas y
dias de cosecha. Este ensayo tuvo como fuente de carbono glucosa 20 g/L.
Cada tratamiento se refiere a las condiciones establecidas en la metodologia

(tabla 2y 3).

En la optimizacién del medio de cultivo para produccion de biomasa, las
mejores condiciones se obtuvieron para los codigos (-1,-1+1) y (-1,+1,+1) que
se refieren a 25 °C, pH 5.0, 9 dias de cultivo y 25 °C, pH 7 y 9 dias de cultivo
respectivamente. Para la produccion de lacasa los codigos de mayor
produccion son (-1,-1,-1) y (-1,+1,-1) que corresponden a 25 °C, pH 5.0, 5 dias
de cultivo y 25 °C, pH 7, 5 dias de cultivo respectivamente (tabla 6). Por otro
lado, el mayor rendimiento de produccion de proteina extracelular y actividad

lacasa se obtuvo en los tratamientos 1y 2 (tabla 7).




Tabla 6. Resultados de biomasa, proteina y actividad lacasa por tratamiento.

Actividad
Tratamiento Biomasa Proteina soluble AAso especifica
(mg/mL) (ng/mL) (min")x 10°  (AAmin1e'mg’)

1 57+ 0.03 1206+ 0.03 336+ 1.1 4.41
2 6.3 +£0.02 115.8 £0.30 32621 4.43
3 7.2 +£0.06 102.5 +0.05 27.3+ 2.3 4.08
4 8.4 +0.08 86.2 £ 0.21 206+ .3 3.69
5 7.7 £0.00 77.7 £0.44 17.2+2.2 3.39
6 53+0.03 81.3+ 0.40 186+ 1.2 3.52
7 514+ 0.03 81.5+0.35 18.7 £1.7 3.52
8 4.8 £0.02 79.8 £0.23 18.0+£1.6 3.47
9 4.3 +0.02 61.7 £ 0.05 10.7 £ 0.9 2.66
10 47 +0.08 716+ 0.33 147 £ 3.3 3.15
11 6.9 £ 0.02 94.9 £ 0.40 16.3+ 1.6 3.91
12 6.1 £0.05 83.5+0.43 54+04 3.53
13 59+0.01 41.2+0.01 15927 0.87
14 5.4 1£0.01 40.2 £ 0.00 10.3+3.4 0.73
15 58 +0.02 49.3 +£0.43 11.4+2.4 1.79

36
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Tabla 7. Rendimiento de proteina y actividad de lacasas por unidad de

biomasa.
Yp/x/aCtiVidad
Tratamiento Biomasa Yeix 1ux especifica
mg proteina / actividad/  Ypx/(AAg
(mg/mL) g biomasa gbiomasa 'min'mg")
1 572+ 031 211 93 4.8
2 6.28 + .016 18.4 81.5 4.15
3 7.24 + 063 14.2 58 3.5
4 8.44 + 076 10.2 38 2.7
5 7.704 + 003 10.1 34.2 3
6 532 +.025 15.3 54 4.43
7 5.06 + .025 16.1 57 5
8 4.83 +.024 16.5 57.2 4.8
9 4.26 +.017 14.5 39 5.5
10 4.69 + .081 15.3 48.2 4.9
11 6.87 +.015 13.8 o4 3.52
12 6.12 £ .047 13.6 48 3.9
13 5.87 £.013 / 6.1 8
14 5.43 + .013 7.4 5.4 10.1
15 5.80 + 022 8.5 152 48




EFECTO DE INDUCTORES SOBRE LA FORMACION DE LACASA

En esta etapa, se realizaron ensayos en medio solido para las tres cepas
con tres diferentes inductores, los cuales fueron: ABTS, guayacol y alcohol
veratrilico. La aparicién de alos de oxidacion (colorido) alrededor del micelio nos
indica que las lacasas estan actuando sobre el sustrato, que es una manera
indirecta de determinar la actividad enzimética de las lacasas, indicando

ademas que la lacasa es producida extracelularmente.

Como se observa en la figura 7, las tres cepas tuvieron resultados
positivos con los tres inductores, lo que abrid camino para el siguiente
experimento, que consistio en la observacion del incremento en la oxidacion en
el diametro del micelio en las tres cepas a lo largo de siete dias de cultivo, que
de acuerdo a experimentos anteriores, al dia siete, se tiene un maximo

crecimiento micelial en la caja de petri.

Se puede observa en la tabla 8 que la maxima tasa lineal de oxidacion
se logra con el cromoforo ABTS, siendo mayor para la cepa ECS-0184, seguida
de la ECS-0190 y por ultimo la ECS-0185. El segundo cromoforo que demostro
actividad fue el alcohol veratrilico, en el mismo orden de oxidacién del ABTS,

presentando los resultados méas bajos para el guayacol en las tres cepas.
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Figura 7. Efecto de inductores sobre la produccion de lacasas en las cepas a) ECS-0184
b) ECS-0185 y ¢) ECS-0190; cuadro: ABTS; triangulo hacia arriba: guaiacol; triangulo

hacia abajo: alcohol veratrilico.
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Tabla 8. Velocidad de crecimiento lineal y crecimiento maximo de tres cepas de
P. djiamor en presencia de inductores

ECS-0184 ECS-0185 ECS-190
di/dt Omax di/dt dmax dl/at dmaX
(mm/d) (mm) (mm/d) (mm) (mm/d) (mm)

ABTS 11.8¢07 70 10.56.06 66  114x1.0 73
guayacol  6.410.3 48 6.9+0.2 53 7.4+0.8 56

alcohol 11.7+0.5 70 0.4+0.8 57 11.241.0 65
veratrilico

dl/dt = tasa lineal de crecimiento; dmax = didametro maximo alcanzado

Esto quiere decir que el ABTS y el alcohol veratrilico si tienen una
induccion aparente con respecto al crecimiento sin estos compuestos. El
guayacol parece ser un compuesto inhibitorio en ECS-0184 y ECS-0190, sin

ninguin efecto para ECS-0185.
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Cultivos estaticos

Se decidio realizar cultivos estaticos en medio liquido con los siguientes
inductores: ABTS, guayacol, bran flakes y cebada durante 14 dias, pHi 5 a
temperatura ambiente cubiertos de la luz, en donde al igual que en otros
experimentos se observo el incremento en proteina y actividad enzimatica. A
diferencia de los cultivos en agitacién donde el micelio crece en forma de

“pellets”, en los cultivos estaticos el micelio crece en la superficie del medio

Tal como se muestra en la figura 8a, se puede observar el incremento
en proteina soluble en el tratamiento con cebada, seguido del control, ABTS,

bran flakes y por ultimo guayacol.

En la figura 8b se puede observar que la mayor actividad especifica se
tiene en el tratamiento con ABTS, seguido del tratamiento con cebada, bran

flakes, el control y por ultimo guayacol.
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Figura 8. Effecto de inductores en la formacion de proteina extracelular
(a) y lacasa (b).
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Produccion de biomasa, proteina y lacasa en dos tipos de fermentadores
Los cultivos en fermentador fueron llevados a cabo con un pH inicial de
5.0, temperatura 25-28 °C y una agitacion de 200 rpm para ambos casos. En la
tabla 9 se observa que la mayor cantidad de biomasa obtenida se dio en el
fermentador New Brunswick con 24 g/L, mientras que para Applikon fue de 11
g/L. A diferencia de la biomasa, los resultados para proteina y actividad

enzimatica fueron mejores para el fermentador Applikon.

Tabla 9. Comparacion de resultados de biomasa, proteina y lacasa producidos
por P. djamor en dos tipos de fermentadores.

Tipo de fermentador biomasa proteina soluble  actividad lacasa
(g/L) (ng/mL) AAgromin™ (107
New Brunswick 23.1 37.2 16

Applikon 10.9 39 18
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LACASAS

Para la purificacién de la lacasa se procedié de la siguiente manera: El
caldo de cultivo se filtro para separar la biomasa del caldo libre de células. El
caldo libre de células fue tratado con sulfato de amonio a una saturacion de
80%, para precipitar proteinas extracelulares producidas durante el crecimiento
del hongo. El precipitado fue resuspendido en agua destilada, preparandose
una suspension de 450 upg/mL de proteina, la cual fue procesada por
cromatografia de exclusiéon molecular a través de una columna SEPHADEX G-
75 equilibrada con agua destilada, eluida en una solucién amortiguadora de

fosfato de sodio 20 mM, pH 6.5.

Se colectaron fracciones de 1.5 mL de volumen y se midid la
concentracion de proteina a Asgs y la actividad lacasa de cada fraccion (tabla
10). La proteina aparecid en la fraccién 6 hasta la 14 concentrando la actividad
principalmente en las fracciones 7 y 8, las cuales eluyen muy cercanamente a

la fraccién de mayor contenido proteico (tabla 10, figura 9).

Para determinar el peso molecular de la lacasa, el extracto concentrado
de proteina se proceso en un sistema de HPLC usando una columna de
exclusion molecular C-18, utilizando los marcadores moleculares descritos en la
figura 10. Después de realizar la separacion de la proteina del extracto, la cual

tiene un tiempo de retencion de 2.72 minutos (figura 11). Se determind el peso
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molecular realizando una gréfica semilogaritmica de tiempo de retencion vs In
PM, de la recta se obtuvo la ecuacién para que conociendo el tiempo de elusion
de la lacasa de peso molecular desconocido se calculara su PM en 41.3 kDa

(tabla 11, figura 12).

Tabla 10. Purificacion de lacasas en columna SEPHADEX G-75

#
fraccion Asss ng/mL  AAmin"  Actividad (AAmin'mg™)
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0] 0
6 0.019 0 0.088 0
7 0.093 53.18 0.033 6.2
8 0.188 127.69 0.0534 418
9 0.219 152 0.0474 3.12
10 0.145 9396 0.0373 3.97
11 0.132 83.76 0.0297 3.54
12 0.129 81.41 0.0293 3.6
13 0.148 96.31 0.0367 3.81
14 0.042 13.18 0.0072 545
15 0 0 0 0
16 0 0 0 0
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0] 0
21 0 0 0 0
22 0 0 0 0]
23 0 0 0 0
24 0 0 0] 0
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
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Figura 9. Proteina soluble y actividad especifica por nimero de fraccion.
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Las fracciones fueron analizadas por medio de geles de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes, para determinar las bandas de actividad
lacasa (figura 13). Se usaron dos sustratos para detectar la actividad lacasa de
las fracciones 7 y 8 que presentan bandas coloridas debido a la oxidacién de

cada uno de los sustratos.

(A) (B)
M F1 F2 F1. F2 M
KD KDa

a 216.000

- <— = *
216.000 | —» - 132.000

132,000 > o
‘ 78.000

78.000

45.700
45700 | —>

32.500

32.500 S

Figura 10. PAGE mostrando la purificacion de la lacasa de P. djamour .(A) En
presencia de ABTS. Carriles: M, marcador de pesos moleculares (miosina,
216,000. B-galactosidasa, 132,000. BSA, 78, 000. anhidrasa carbonica, 45,700.
inhibidor de tripsina de soya, 32,500). F1, fracciéon 7. F2, fraccién 8. (B) En
presencia de guayacol. Carriles: M, marcador de pesos moleculares. F1,
fraccion 7. F2, fraccion 8.
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Figura 11. Tiempos de retencion de los estandares. (A) IgG, (B) BSA, (C) CPO,

(D) quimiotripsina, (E) tripsina, (F) lisozima.
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Figura 12. Tiempo de retencion de: (A) lacasa.




Figura 13. Regresion lineal del cromatograma de los estandares y la lacasa.
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Tabla 11. Tiempos de retencién, In PM y peso molecular de los estandares y la

lacasa.

Basandose en el andlisis de la regresion lineal, el peso molecular de la lacasa

tiempo retencion PM
proteina (min) in PM (kDa)
IgG 215 11.918 150
BSA 2.449 11.097 66
CPO 2.589 10.645 42
lacasa 2.732 10.48 41.3
guimiotripsina 2.916 10.15 257
tripsina 2.95 10.07 23.8
lisozima 3.29 9.57 14.3

se determind en 41.3 kDa.
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Se determinaron los parametros cinéticos de Ky Y Vmax usando ABTS
como sustrato. La curva presenta un comportamiento tipico de la ecuacion
Michaelis-Menten (figura 14). La K obtenida fue de K=70.12 pM y una Vmax
de 0.13 uM min™.

cinética enzimatica de lacasa
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Figura 14. Cinética enzimatica para la lacasa usando ABTS como sustrato.
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Como parte de la caracterizacion se midié la actividad lacasa sobre

varios sustratos a 0.5 y 5.0 mM. La lacasa reconoce a la mayoria de los

sustratos excepto al rojo fenol (tabla 12).

Tabla 12. Determinacion de la actividad especifica de lacasa en varios
sustratos aromaticos.

proteina
sustrato [mM] (AAmin'1) (ug/mL) (AAmin )Y mg™) Actividad especifica (AMmin" e "'mg™)

ABTS 5 2.33 £ .006 5.92 393.6 0.06

5 0.4427 + .0043 1.18 375.2 0.058
guayacol 5 0.0843 £ .0005 5.92 14.3 0.071
rojo fenol 5 n.a. 592 n.a. n.a.

0.5 n.a. 1.18 n.a. n.a.

pirogaillol 5 0.035 £+ .005 5.92 5.91 *

5 0.012 £.007 1.18 6.7 *
alcohol
veratrilico 5 .004 = .02 5.92 0.65 *

5 0.0014 + .008 1.18 1.18 *
pinacianol 0.5 0.14 + .002 5.92 23.32 *

* no se considera el €.

n.a: no actividad




DISCUSIONES

Al ensayarse las diferentes fuentes de carbono en medio basal sélido se
observd que las cepas ECS-0184 y ECS-0190 al no presentar diferencias
significativas en su tasa lineal de crecimiento tienen una fase lag similar. La
cepa ECS-0185 si presenta diferencias en su tasa lineal de crecimiento
respecto a las dos anteriores. Al analizarse las varianzas del diametro maximo
se encuentra que al igual que sucede con la tasa lineal de crecimiento, entre
ECS-0184 y ECS-0190 no hay diferencias marcadas, hallandose en ECS-0185
respecto a las dos anteriores. Estas se deben seguramente a la forma en la que
se desarrolla el micelio de ECS-0185, ya que si se analiza la morfologia de
ésta, se observa que crece de forma asimétrica aunque densa, mientras ECS-
0184 y ECS-0190 crecen claramente de manera uniforme y simétrica pero
presentando menor densidad miceliar. Por la forma en la que se desarrolla el
micelio de la cepa ECS-0185 se puede decir que su densidad esta asociada a
la forma en la que metaboliza el sustrato, debido a que bajo esas condiciones
de cultivo, la concentracién de glucosa es muy alta para esta cepa y no necesita
extenderse mas para obtener los recursos, a diferencia de las cepas ECS-0184
y ECS-0185 que crecen més respecto a diametro, pero su densidad miceliar es

menor.

Al cultivarse las tres cepas en MBIG durante 6 dias, 28 °C y 200 rpm, se

observo que la cepa ECS-0184 tiene la mayor produccion de biomasa bajo

52
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estas condiciones, seguido de la ECS-0190 y la ECS-0185 respectivamente.
Esta prueba respalda lo afirmado en el experimento anterior en donde la cepa
ECS-0184 tiene una tasa lineal de crecimiento y didmetro mayor seguida de
ECS-0190 y ECS-0185. Basandonos en estas pruebas se puede pensar que

ECS-0184 se aclimata mas rapido al medio sobre el que se cultiva.

Cuando se determind de forma rapida la presencia de lacasas en el caldo
de cultivo agotado del experimento anterior, se observé que la cepa ECS-0184
oxido de manera mas eficiente el sustrato que las otras dos cepas, por lo que
se procedi6 a realizar una prueba cuantitativa de las alicuotas tomadas a lo
largo de los seis que dur6 su cultivo. Al analizar las alicuotas se confirmo de
manera solida que la cepa ECS-0184 tiene potencial como productora de
lacasas debido a que hasta el dia 6 ésta tiene la mayor actividad. Dichas
pruebas exponen que tanto para la produccion de biomasa y lacasa ECS-0184

resulto se mejor productora.

Al exponerse de manera clara que la cepa ECS-0184 es la mejor
productora de biomasa y lacasa se procedié a la optimizacion del medio de
cultivo. Dado que el género Pleurotus spp. crece en un intervalo de temperatura
entre 25-30 °C las mejores condiciones de cultivo para la produccion de
biomasa se obtuvieron a 25 °C, pH 5.0, 9 dias de cultivo y 25 °C, pH 7 y 9 dias

de cultivo, mientras que para la produccion de lacasa fueron a 25 °C, pH 5.0y




25 °C, pH 7 y 9 dias de cultivo. La produccién de biomasa y lacasa para la cepa
ECS-0184 se ve afectada por la temperatura ya que no tiene un intervalo de
temperatura amplio para la produccion de estas, sin embargo si lo tiene
respecto al pH ya que los tratamientos respecto al pH no muestran diferencias
significativas para biomasa y lacasa pues se desarrollaron bien el intervalo de
pH 5y 7, presentandose variaciones respecto al dia de cosecha solamente. La
produccién de lacasas después de 6 o 7 dias puede verse afectada por
cuestiones fisioldgicas, como el aumento en la actividad proteolitica, debido a

esto el dia de cosecha es algo importante a considerar en estos cultivos.

Al ensayarse ABTS, guayacol y alcohol veratrilico en“ medio solido para la
expresion de lacasas, las tres cepas tuvieron resultados positivos, ya que
oxidaron a los tres sustratos. La mayor tasa lineal de oxidacion se logro con el
ABTS en las tres cepas aunque mayor para la ECS-0184. Debido a que la
lacasa presenta mayor facilidad para la oxidacion de este sustrato, el ABTS es
usado ampliamente como mediador de electrones en diversas pruebas

cataliticas.

En cultivo liquido sin agitacion estos inductores afectan la produccion de
lacasa y de biomasa en ECS-0184. Por otro lado, al ensayarse dos fuentes
lignocelulésicas como la cebada y el bran flakes se observo que los niveles de

proteina soluble eran mas altos que en el caso de los ensayos con sustratos
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aromaticos, aunque se observo que la actividad especifica es mayor cuando se

usa ABTS como inductor.

La produccion de biomasa y lacasa en fermentadores esta relacionada
claramente con su hidrodinamica, el tipo de paletas, la agitacion y la
temperatura a la cual se llevan a cabo los cultivos. Cuando se ensayaron los
cultivos en medio basal y 2% de cebada, en ambos fermentadores se observo
que el crecimiento de los “pellets” era completamente uniforme variando en
tamafio uno respecto del otro. Esta uniformidad y el tamafio de “pellets” afectan
la transferencia de oxigeno a las células y por lo tanto la produccidon de
biomasa, proteina soluble y lacasa. En el fermentador New Brunswick se
observé que la produccion de biomasa duplicd a la del fermentador Applikon
aunque los dos tuvieron la misma agitacién y condiciones de cultivo, el factor
que afecto en este caso es el tipo de las paletas. Aunque la produccion de
biomasa y lacasa estan relacionadas, respecto a la produccion de proteina
soluble y actividad enzimtica no tiene diferencias significativas, pero si

respecto a la produccion de biomasa.

La cromatografia de exclusion molecular destaca dos picos de actividad
lacasa presentados en las fracciones 7 y 8 de las 26 ensayadas, los cuales
eluyen cercanamente a la fraccién de mayor contenido proteico. En la

cromatografia liquida de alta resolucion se logro un pico para la lacasa con un




tiempo de retencién de 2.72 minutos, por lo que se trata de una molécula de
peso molecular mediano en comparacion con los estandares que tuvieron un
tiempo de retencion entre 2.15 — 3.29 minutos, ya que la columna C-18 permite

la elusidon de moléculas mayores primero y menores al final.

Los geles no desnaturalizantes de poliacrilamida revelaron una sola
banda de oxidacién para ambas fracciones usando ABTS y guayacol como
sustratos. Para saber si la relacion existente entre banda-grado de oxidacion es
una, se deben hacer pruebas de geles de poliacrilamida en dos dimensiones

para detectar la presencia de isoenzimas.

Determinando los parametros cinéticos de la lacasa, se obtuvo que los
valores de K ¥ Vimax usando ABTS como sustrato son de Ky=70.12 uM y una
Vimax de 0.13 uM min™, al ser K, tan pequefia, se puede afirmar que tiene gran
afinidad por el ABTS. Al ajustarse al modelo de Michaelis-Menten podemos
inferir que no se trata de una enzima alostérica y que no necesita un cofactor

para llevar a cabo la catalisis.

Aunque el mediador mas utilizado es el ABTS, la lacasa reconoce a mas
sustratos aromaticos, aunque tiene mucha mejor actividad con el ABTS, por lo
que podemos esperar valores mas altos de K, para los demas sustratos

ensayados, ya que tiene una actividad especifica menor.




CONCLUSIONES

e Mediante el procedimiento utilizado en el presente trabajo pudimos
seleccionar cepas de la misma especie con diferencias en la produccion
de lacasas.

e La mejor cepa productora de lacasas fue la ECS-0184 con glucosa como
fuente de carbono.

e Para la producciéon de biomasa, las mejores condiciones se obtuvieron a
25 °C, pH 7 y 9 dias de cultivo, mientras que para la produccion de
lacasa fueron a 25 °C, pH 5.0-6.0 y 5 dias de cultivo.

e Las condiciones de cultivo son un factor importante para la produccion de
biomasa y lacasa, asi como las condiciones hidrodinamicas de un
fermentador.

e Los geles no desnaturalizantes de poliacrilamida (PAGE) para revelar la
actividad muestran una sola banda de actividad lacasa.

e Lalacasa reconoce un amplio espectro de sustratos aromaticos.

o EIABTS es el mejor sustrato para la actividad lacasa.

e Es una de las lacasas mas pequefias reportadas hasta el momento con

un peso molecular de 41.3 kDa.
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