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Introduccion. Las lacasas (EC 1.10.3.2, p-difenol:
dioxigeno oxidorreductasas) son fenoloxidasas
multicobre ampliamente distribuidas en el reino fungi; las
lacasas catalizan la oxidacion de una amplia variedad de
sustratos como mono-, di- y polifenoles, aminofenoles,
metoxifenoles y aminas aromaticas (1). En los hongos de
pudricion blanca, las lacasas son producidas como
multiples isoenzimas codificadas por familias de genes y
se ha sugerido que los genes que codifican varias
isoenzimas son reguladas diferencialmente, también
pueden ser expresadas constitutivamente o pueden ser
inducidas (2). El uso de inductores ha sido investigado en
las Ultimas décadas ya que permite incrementar la
actividad volumétrica de lacasas lo que favorece su
aplicacién en procesos de mayor escala (3). En este
trabajo se evalud el efecto de la adicién de inductores
quimicos sobre la actividad volumétrica y el perfil de
isoformas de lacasas.

Metodologia. El efecto de diferentes inductores sobre la
produccion de lacasas de Trametes versicolor HEMIM-9
se determind en diferentes tiempos de adicion (dia 0, 3y
5) de cuatro compuestos quimicos: alcohol veratrilico (2
mM), anilina (0.5 mM), etanol (0.35 M) y sulfato de cobre
(0.3 mM), las cinéticas se mantuvieron durante 8 dias.
Para cada condicion se realizaron zimogramas (12%)
revelando con ABTS. Para la medicion de la actividad
también se utiliz6 ABTS como sustrato (pH 3.8). Una
unidad de enzima (U) se define como la cantidad de
enzima que oxida 1 ymol de ABTS por minuto.

Resultados y Discusidn. Se adicioné cada inductor en 3
diferentes tiempos del cultivo (dia 0, 3 y 5). La adicién al
inicio del cultivo mostr6 un efecto negativo en el
crecimiento del hongo y la produccién de lacasas es
menor a la del control, posiblemente debido al estado
fisioldgico del hongo en ese tiempo. Al adicionar los
inductores en el dia 3 se observé un incremento en la
actividad volumétrica de lacasas, los cultivos inducidos
con alcohol veratrilico, anilina, etanol y cobre
incrementaron la actividad volumétrica (con respecto al
control) 2, 5.4, 3.6 y 1.1, respectivamente. La mayor
actividad se presentd en los cultivos de anilina, aunque
probablemente la accion de proteasas sea la responsable
de la disminucion en la actividad después de 72 horas.
La induccion en el tiempo 5 muestra un efecto positivo
aunque menor al obtenido en el tiempo 3; las actividades
volumétricas después de 48 horas (donde se observa la

mayor actividad para todos los cultivos) se resumen en la
Tabla 1.

Tabla 1. Induccién de lacasas con compuestos quimicos al dia 0, 3y 5.

Actividad volumétrica (U/mL)
Inductor Dia 0 Dia 3 Dia 5
Etanol 0.19+0.01 2.47+0.29 0.89+0.08
Alcohol veratrilico 0.25+0.04 1.41+0.27 0.48+0.05
Anilina 0.48+0.03 3.7+0.42 1.072+0.1
Cobre 0.36+0.05 0.75+0.06 0.54+0.09

Se realizaron geles de los 3 tiempos de induccion, en el
dia 0 no se observaron diferencias en el perfil de
isoformas (datos no mostrados); en cuanto al dia 3 y dia
5 se encontr6 un patron similar. En la Figura 1 se
muestra el zimograma del dia 3, en éste se presentan en
todos los cultivos lacasas monoméricas (Lcc 1) que
comprenden pesos moleculares entre 50 y 55 kDa y en
los cultivos con etanol y cobre se favorece la produccién
de lacasas oligoméricas (Lcc 2) con pesos moleculares
entre 100 y 120 kDa.

Ner oM VA AN

"

Ry [|

Fig 1. Perfil de isoformas de lacasas de T. versicolor con la adicion de
los diferentes inductores al dia 3 de cultivo. Las muestras se presentan
en el siguiente orden: control (carril 1), etanol (carril 2), alcohol
veratrilico (carril 3), anilina (carril 4) y cobre (carril 5).

Conclusiones.

Los compuestos utilizados han mostrado inducir la
produccion de lacasas y también permiten obtener un
perfil diferente de isoformas, lo que podria determinar
diferencias en sus caracteristicas bioquimicas y
cataliticas.
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