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Introduccion: Las lacasas (EC 1.10.3.2; bencendiol:oxigeno
oxidoreductasas) de los hongos de pudricién blanca forman
parte de un sistema enzimatico complejo para la degradacion
de lalignina (1). Estas enzimas catalizan la oxidacion de un
amplio rango de compuestos fendlicos y aminas aromaticas.
El uso de mediadores en la catdlisis con lacasas es una
alternativa importante para €l desarrollo de procesos en
biocatalisis ambiental, tales como el blanqueo de la pulpa del
papel (2), la decoloracién de pinturas de la industria textil
(3), o laoxidacion de hidrocarburos poliarométicos.

Las lacasas de diferentes hongos muestran variaciones
significativas en sus propiedades tales como el potencial
redox, las constantes cinéticas, |a especificidad al sustrato o
el pH Optimo. Ademés, el hongo de pudricién blanca
Pleurotus ostreatus es capaz de metabolizar una variedad de
compuestos contaminantes xenobiéticos como los bifenilos
pliclorados, los hidrocarburos poliarométicos, los colorantes
industriales y los pesticidas. Se ha observado en muchos
casos que las cepas de Pleurotus son mas activas para
metabolizar esos xenobiéticos que otros hongos
ligninoliticos. En el presente trabajo se determinaron las
propiedades cataliticas de seis lacasas purificadas de
diferentes aislamientos identificados como Pleurotus
ostreatus

Metodologia: Las lacasas se produjeron en cultivos sélidos
de granos de avena y buffer fosfatos (60 mM, pH 6.1),
incubados por dos semanas a 28°C. La purificacion de estas
enzimas incluy6 precipitacion con polietilenimina,
cromatografia de intercambio i6nico débil y cromatografia
de intercambio idnico fuerte. Se verifico la pureza de las
preparaciones enziméticas por electroforesis en gel de
poliacrilamida. Los ensayos enziméticos se realizaron en
espectrofotdmetro, estimando la oxidacion del ABTS a 436
nm, la oxidacion de la sringaldazina a 530 nm y la
oxidacion del guaiacol a 470 nm en un volumen de reaccion
de 1ml en buffer de acetatos 60mM, pH 4.5y a 30°C. Una
unidad de lacasa se define como un micromol de sustrato
oxidado por minuto.

Resultados y discusién: Se determinaron las constantes
cinéticas para tres sustratos de las lacasas. ABTS,
Siringaldazino 'y Guaiacol. Se observaron diferencias
significativas en la Constante de Actividad (kez) Yy la
Afinidad a Sustrato (Kyu). EI ABTS y la sringaldazina
fueron muy buenos sustratos para las lacasas de todas las
cepas de P. ostreatusy el guaiacol no fue oxidado con la
misma velocidad que los otros sustratos. La Actividad
Catalitica (kcy) varié de 8 a 1565 U/mg para el ABTS, de 19

a 941 U/mg para siringaldazina y de 4 a 44 U/mg para
guaiacol. Las Constantes de Afinidad aparentes (Ky)
también mostraron diferencias significativas, de 8 a 80 ?M

para ABTS, de 12 a 52 ?M para siringaldazina y de 0.46 a
6.61 mM para guaiacol. Estos valores estan en el rango de
los reportados para otras lacasas. Por otro lado, se ha
demostrado la dependencia de la oxidacion de compuestos
fendlicos de k diferencia de los potenciales redox entre €l

sitio catalitico de las lacasas y €l sustrato. La baja eficiencia
en la oxidacion del guaiacol puede deberse ala baja afinidad
de lalacasa por este sustrato. El valor de la Ky, paraguaiacol
estd en el orden de mM, mientras que para el ABTSy la
siringaldazina esta en el orden de ?M.

Los perfiles de actividad a diferentes condiciones de pH, de
temperatura 'y de concentracion de solvente organico fueron
muy similares para las lacasas de las diferentes cepas de P.
ostreatus. La mayor actividad se observo a pH 5y a
temperatura de 30-40°C. El perfil de actividad a diferentes
condiciones de pH en forma de campana en la oxidacion de
compuestos fendlicos, se atribuye a la reduccion del

potencial redox de los fenoles conforme se incrementa el pH.
Por el otro lado, el efecto de la temperatura en la actividad
de estas enzimas puede estar relacionado con €l nimero de
puentes disulfuro en la molécula, también se ha observado la
disociacion de los dimeros de lacasas con el incremento de la
temperatura y esto puede afectar la actividad de estas
enzimas. Se observé que las lacasas de P. ostreatus pierden
el 50% de su actividad cuando la mezcla de reaccion
contiene 15% de acetonitrilo.

Conclusiones. Se demostraron diferencias significativas
para las constantes cinéticas de las lacasas purificadas de
diferentes cepas de P. ostreatus. Estas diferencias fueron de
hasta 80 veces en términos de la actividad catalica (Kcx) Y de
la eficiencia catalitica (kea/Kn). Este hecho puede atribuirse
alas diferencias a nivel molecular de las enzimas, las cuales,
afectan significativamente la catdlisis, pero no €
comportamiento a diferentes condiciones de pH, temperatura
y concentracion de solvente orgénico.
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