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Introduccién. En Biotecnologia ambientd s utilizan
diversas enzimas para la remocién de compuestos conta
minantes. Uno de los grupos enziméticos importantes son
las lacases (1). Estas son enzimas dependientes de cobre
gue oxiden sudtratos orgdnicos como polifenoles, fenoles
metoxisudtituidos y diaminas (2). Se distribuyen en
diferentes grupos de organismos, principdmente  en
hongos y plantas, también estén representadas en agunos
grupos  bacterianos aungue poco se conoce de estas.

Las lacasas fungdes s utilizan para oxidar compuestos
contaminantes pero presentan  cietas  desventgias  pues
oxidan pocos gSetratos y requieren mediadores que son
toxicos. Es por €lo que con € objetivo de encontrar una
opcion que rebase estas limitaciones, proponemos trabgjar
con oxidasas bacterianas, especificamente con la polifenol-
oxidesa de Marinomonas mediterranea (3). Esta enzima se
digingue de las lacasas flngicas por su cgpacidad de
oxidr una mayor vaiedad de sudraios orgdnicos
caracterigticos de lacasay tirosinasa (4).

Es por lo anterior que este trabgo se centra en reportar la
purificacion y caracterizacion bioguimica de una polifenol-
oxidesa con actividad de lacesa, origind de la bacteria M.
mediterranea.

Metodologia. M. mediterranea s cultivé en 10 | de medio
MMC (4) y se recuperd la biomasa, esta se sonicd y
despues de centrifugarla, € obrenadante fue precipitado
con sulfaio de amonio d 40% de saturacion; s didiz6 y se
inyectd en una columna de Intercambio aniénico (DEAE
Sepharosa fast-flow), las fracciones con actividad se
pasaron por Interaccion Hidrofébica (t-butyl); por dltimo
las fracciones con actividad se pasaron por Filtracion en
gd (Sephacryl S200).

Se delemind actividad de la enzima pura con sudraos
tipicos de lacasa y tirosnasa Para agquellos sustratos con
los que fue activa, se determinaron d pefil de pH vy
constantes cinéticas (Km y Kca), para lo cud se midié la
actividad con diferentes concentreciones de sudrato. Con
las velocidades inicides s cdculaon Kca y Km usando
la ecuacién de MichadisMenten. Se midi6 activided en
preencia de diferentes concentraciones de sdes  Paa d
pefil de temperatura s2 midié actividad en un rango de
temperaturas de 25 a 85°C. Se probaron inhibidores como:
azida de sodio, EDTA, cianuro de potasio y L-cigeng,
paa dlo s incubd la enzima durante cinco minutos con
diferentes concentraciones de inhibidor (0.1-50 mM) y se
midio actividad resdua usando 2,6:-DMP como sustrato.

Resultados y discusion. Sguiendo d exuema de
purificacion descrito en la metodologia, se  purificd la
enzima obteniendo un rendimiento de 260% y una
actividad especifica de 269 mU/mg. Con la enzima pura 2
efectuaron los perfiles de pH para sustratos fendlicos y no
fendlicos. Al compararlos con los perfiles de pH tipicos

para las lacasas fungales encontramos que & pH éptimo
para todos los sustratos se desfazaba hacia los pHs bésicos
en una o0 dos unidades a diferencia de las lacasss de
hongo. En cuanto a los pefiles de tolerancia a d, la
enzima mostré actividad a concentraciones més dtas que
las reportadas paralacasas fungales.

En cuanto a las condantes cinéticas, € resumen de
esas s muedtra en la tabla 1. En esta se observan sudtratos
tipicos de lacasas de hongos (Sringddazing, catecol, 2,6-
DMP, guaiacol, ABTS y ferrocianuro de potasio) y de

tirosinasa (L-dopa).
Tabla 1. Constantes cinéticas para la polifenoloxidasa
Km Kcat Kcat/Km
(?m) (s
Siringaldazina 157 86.9 55.35
Catecol 995 2283 2.29
2,6DMP 1732 1311 0.756
L-Dopa 208 93.91 0.451
Ferrocianuro de potasio 1936 730.1 0.371
ABTS 4837 13052 0.0269
Guaiacol NR _

Respecto d pefil de temperatura, la enzima mostré una
temperatura Optima a 65 °C y consarvd d 64% de
activided a 85 °C. Por dltimo cabe mencionar que todos
los inhibidores tipicos de lacasas fungdes (azida de sodio,
EDTA, cianuro de K y L-cisteind) probados, inhibieron la
actividad de la enzima cada uno en una concentracion
diferente.

Conclusiones. La polifenol-oxidesa de M. mediterranea
mosiré actividad a pHs bésicos, a diferencia de las lacasss
fungdes, las cudes son inhibidas a pHs mayores de 6.
Ademds, modr6 actividad a concentraciones de s
devadas, y consarvé actividad a temperatures eevadas.
Aunque etfa enzima mostr6 un  comportamiento
bioguimico muy paecido d de las lacasss fungdes es
importante mencionar que presentd diferencias
importantes 'y Unicas que pueden s utilizadas en
diferentes procesos biotecnol 6gicos.
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