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Efecto de la concentracion del sulfato de cobre (CuSOa4) como inductor de lacasas y en el
crecimiento de Pycnoporus HEMIM-53.
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Introduccion. Pycnoporus es un hongo de color rojo intenso,
crece sobre madera muerta en climas tropicales y subtropicales
alrededor de todo el mundo (1). Produce metabolitos con
actividad antibacteriana como el &cido cinabarinico en una
diversa gama de medios de cultivo. Este acido se puede
sintetizar a partir de una condensacion de dos moléculas del
acido 3-hidroxiantranilico mediada por una lacasa (2). Se ha
demostrado que Pycnoporus cultivado en diversos medios de
cultivo liquido en diferentes sistemas matraz o reactores produce
lacasas, las cuales son secretadas al medio, sin embargo altas
concentraciones de los componentes pueden inhibir la
produccion de enzimas o ser toxicos para el organismo (3). En
éste trabajo se determind el efecto de la concentracion del
CuSO0s sobre la produccién de lacasas y en el crecimiento del
hongo en cultivo liquido.

Metodologia. Se llevo a cabo el cultivo liquido durante 15 dias
en matraz con un volumen de 50 mL de medio de cultivo con
glucosa como fuente de carbono, extracto de levadura como
fuente de nitrégeno y CuSO4 como inductor de lacasas. De
acuerdo a un disefio factorial 2K se variaron las concentraciones
de los componentes como se muestran en la tabla 1. El
crecimiento del hongo se determiné por diferencia de peso seco.
La actividad enzimatica de lacasas se realiz6 usando como
sustrato  2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP) a pH 45 y se
determinacion por espectrofotometria (4).

Tabla 1. Concentraciones de Glucosa, extracto de levadura y sulfato de
cobre en los medios de cultivo.

- . Glucosa | Ext. Levadura | CuSO,
Fermentacion Nivel gl
1 + 4 5 0.80
- 2 2 0.01
5 + 8 10 0.5
- 1 3 0.1
3 + 12 15 1
6 7 0.25

Resultados. Se obtuvieron 24 medios de cultivo de acuerdo al
disefio 2K, de los cuales 4 medios registraron las actividades
enzimaticas mas altas por arriba de las 2100,000 U/L. En la
mayoria de los casos concentraciones altas de CuSOs presento
una mayor actividad de lacasas, sin ser toxico para el crecimiento
del micelio, siendo la concentracidon de glucosa y extracto de
levadura crucial para contrarrestar la toxicidad del cobre y para
una mayor produccion de biomasa (Fig. 1a, b y c), siendo de
mayor importancia el extracto de levadura, ya que es un
componente rico en vitaminas, aminoacidos, entre otros factores
que favorecen al hongo.
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Fig. 1. Gréficc; de superficie de respuesta de Té produccién de biomasa
contra A) Glucosa y extracto de levadura B) CuSO, y Extracto de
levadura C) CuSO, y Glucosa.

En el zimograma se observa que algunos extractos crudos de los
medios de cultivo presentan 1, 2 y hasta 3 bandas con actividad
(Fig. 2). El medio 23 demostré activad de lacasa alta aungue no
se distinguié claramente una banda. Por otro lado en el 24 se se
muestra un patron de tres bandas y registré la actividad de
lacasas mas alta. La actividad enzimatica registrada en cada
sobrenadante no se puede relacionar directamente con el
numero de bandas (Tabla 2).
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Fig. 2. Perfil de zimograma de lacasas a pH 4.5, extractos crudos de los
medios 16 al 24 correspondiente solo a los 8 mejores medios de cultivo.
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Conclusiones. Los resultados proporcionaron bases para
identificar las concentraciones ideales para la obtenciéon de un
mayor rendimiento de lacasas sin afectar el crecimiento del
micelio.
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