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Introduccioén. Las lacasas (EC 1.10.3.2), son enzimas
utilizadas en la oxidacién de compuestos xenobioticos.
Para incrementar la produccion de la enzima,
recientemente se ha utilizado la induccién biolégica
mediante cepas del género Trichoderma (1). Sin
embargo, hasta este momento, en las interacciones
biolégicas en medio liquido, no se han evaluado
parametros de cultivo como el tiempo de infeccion y la
agitacion que pueden influir en la produccion de la enzima
y en la estabilidad de la actividad volumétrica.

En este trabajo se evalué la interaccion Pleurotus
ostreatus-Trichoderma viride en cultivos liquidos. Se
evaluaron dos tiempos de infeccion sobre la produccion
de la enzima y el perfil electroforético de lacasas
generadas. Se analiz6 también la estabilidad de la
actividad volumétrica durante el co-cultivo.

Metodologia. Los cultivos se realizaron por triplicado, en
matraces con 100 mL de medio extracto de malta (20
g/L), EH (inicial) de 6.0, a 25°C y 150 rpm. La infeccion
(1x10° esporas/mL de T. viride) se realizé alas 30 hy a
las 48 h (inicio y mitad de fase lineal de crecimiento,
respectivamente). T. viride no fue productora de lacasa.
Se generaron in6culos en medio liquido, se recuperaron
las células y se preparé una suspension. 1 mL de ella se
inoculd6 en los matraces. Se determind: biomasa
(gravimetria), actividad lacasa (con DMP), proteina
(Bradford) y el perfil de isoformas (geles nativos). Los
experimentos fueron comparados con un cultivo control
(sin infeccion).

Resultados y discusion. Al infectar los cultivos liquidos
a las 30 h, la actividad volumétrica (AV) se increment6
2.4 veces respecto del cultivo control (Cuadro 1). Al
infectar a las 48 h de incubacion, no existieron diferencias
en la produccién de la enzima, respecto del cultivo control
(Cuadro 1). En cultivos liquidos estéaticos el crecimiento
del hongo y la AV se redujo significativamente respecto
de los cultivos agitados, lo cual se reflej6 en las
productividades especificas maximas de produccion de la
enzima: 6.4 U Qpomasa N Y 2.7 U Qpiomasa ™ h™ para
cultivos agitados y estaticos, respectivamente. El patron
de isoformas cambié en el cultivo respecto del cultivo
control: el cultivo control presentd dos isoformas: Iccl y
Icc2 (Figura 1). En el co-cultivo la isoforma Iccl no se
observd y se aprecio la isoforma (Icc3), mientras que lcc2
no sufri6 cambios. Por otro lado, una vez alcanzado el
maximo en la AV, ésta disminuyé en el co-cultivoy en el

Cuadro 1. Produccién de lacasas por P. ostreatus en
interaccién con T. viride, en cultivos liquidos agitados y en
cultivos liquidos estaticos.

Tiemoo Cultivos agitados Cultivos estéaticos
dep Biomasa| Actividad en DMP (U/L) _ Actividad
cultivo (control) Infeccion | Infeccion [Biomasa pmp (u/L)
@y |Contoll "a50h | a4sh | (/L)
48 0.76% 236.9°° 159.3°° 236.9°" 048 2% 56.5°
72 16" 161.6"° 388.3° 277.69 044 ° 8gP®
96 1.63¢ 83.1%® 140.7° 1362 " 0507 97.6"
144 239  56.1% 166.3° 121.4% 0562 104.4°

En la comparacion entre biomasa y entre actividad volumétrica, diferentes letras
indican diferencias significativas (p = 0.05). DMP: 2, 6 Dimetoxifenol. Los cultivos
liquidos estaticos fueron infectados a las 72 horas de cultivo.

control (Cuadrol). Por ello, se analizo la estabilidad de la
AV en el sobrenadante libre de células y ante la presencia
de T. viride o de P. ostreatus, En ellos, la AV disminuy6
hasta un 80% (datos no presentados). Sin embargo, en
los co-cultivos la AV fue siempre mayor. Ello indicé que
durante los co-cultivos existe simultdneamente una
biosintesis de la enzima y una degradacién/inactivacion
de la AV. Ademas, el cambio observado en el patrén de
isoformas es producido por T. viride sobre la enzima
biosintetizada (Figura 1).
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Figura 1.- Patrén electroforético en la interaccion P. ostreatus-
T. viride.

Conclusiones. La actividad volumétrica cuantificada en
los co-cultivos es el balance entre la velocidad de
biosintesis y la velocidad de degradacién/inactivacion. El
cambié en el patron de isoformas es debido a un
procesamiento de la enzima por T. viride.
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