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Introduccion. Eluso de enzimas como la lacasa que tiene
la capacidad de oxidar contaminantes organicos es una
opcién prometedora para el campo de la biorremediacion.
Enzimas con alta actividad y estabilidad son deseables en
este tipo de procesos. El estudio de estas propiedades,
relacionadas con la estructura molecular y electrénica de
las proteinas, es relevante para el disefio racional de
lacasas con mejores propiedades cataliticas. Para la
generacion de estas enzimas modificadas se requiere de
Su expresion en un sistema heterdélogo. La levadura Pichia
pastoris ha sido utilizada con éxito en la expresion de
lacasas fungicas (1). Es un sistema con ventajas, tales
como altos niveles de expresion, modificaciones post-
traduccionales y eficiencia en la secrecién de proteinas.
El objetivo de este trabajo es llevar a cabo la expresion
heter6loga de la lacasa de Coriolopsis gallica en P.
pastoris, estudiando los factores que la afectan.

Metodologia. Se utilizé el vector pPICZB inducible por
MeOH. El plasmido pPICZB/Lcg con el gen de la lacasa y
el factoro de Saccharomyces cerevisiae, modificado por
evolucidn dirigida (2), se transformé en la cepa X33 de P.
pastoris por electroporacién. Las tranformantes se
seleccionaron por resistencia a zeocina. Se eligieron las
tranformantes que expresaron el gen de la lacasa como
describe Lu et al. (1). Se crecieron 4 transformantes en
matraz y se eligié la de mayor actividad enzimatica para
realizar estudios del efecto de [MeOH] y [CuSO4] en la
expresion. Con las mejores condiciones encontradas en
matraz, se llevaron a cabo ensayos en biorreactor, los
medios utilizados son los que se describen en Hong et al.
(3). Se us6 un fermentador marca New Brunswick™ de 2
L, con un volumen de trabajo de 1.5 L. Los ensayos de
actividad lacasa se realizaron a temperatura ambiente en
amortiguador  succinatos  (pH=4.5, 60mM), con
siringaldazina como sustrato (530 nm, £=64,000 M-lcm-1).

Resultados. El plasmido pPICZB/Lcg fue transformado
por electroporacion en la cepa X33 de P. pastoris. Las
colonias que expresaron el gen de la lacasa se
seleccionaron por la presencia de coloracion verde
alrededor de las mismas. Los resultados del efecto de la
concentracién de CuSOs y MeOH se reportan en la Figura
1. La [CuSO4] no mostro efecto en los niveles de
expresién, mientras que [MeOH] si mostrd una influencia.
Se realizaron pruebas con 0.25, 0.5, 1y 1.5 % de MeOH.
Para 0.25 y 0.5 % se estimd una actividad volumétrica
menor a 0.001 U/mL. Por otro lado para 1% se alcanzé
una actividad maxima de 0.07 U/mL en 12 dias, mientras

gue para 1.5 % la actividad maxima fue de 0.01 U/mL en
7 dias.
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Fig. 1. Efecto de [MeOH] y [CuSOy4].

A 1.5% MeOH - 0.1 mM CusS0O4
m1.5MeOH -1 mM CuS04

Posteriormente se realizaron pruebas en biorreactor con
la mejor condicion de MeOH encontrada (1 %) y 0.5 mM
de [CuSOg4]. La cinética de crecimiento, asi como de
actividad volumétrica se muestra en la Figura 2. La
actividad maxima correspondi6 a 0.3 U/mL.
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Fig. 2. Cinética de crecimiento y actividad volumétrica de la lacasa
producida en fermentador.

Conclusiones. Se logr6 expresar heter6logamente la
lacasa de C. gallica en el sistema de P. pastoris. El factor
gue mostré mayor influencia en la expresién fue [MeOH].
Los niveles de actividad lacasa alcanzados en matraz
fueron muy bajos (0.07 U/mL). En la produccién en
biorreactor se logr6 aumentar esta actividad
aproximadamente tres veces (0.3 U/mL).
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