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Introduccion Las lacasas son enzimas fenoloxidasas que se
encuentran ampliamente distribuidas en |a naturaleza. Poseen
un gran impacto biotecnolégico, debido a su capacidad de
oxidar distintos sustratos naturales o industriales por lo que
han sido ampliamente estudiadas en las Ultimas décadas (1).
Una caracteristica importante de la produccién de estas
enzimas es su regulacion ya que se ha visto que se ven
altamente influenciadas por e medio de cultivo y por las
condiciones de fermentacion (2,3). En nuestro laboratorio se
ha aislado y caracterizado un microorganismo termdfilo,
Trametes sp. EUM1, cuya caracteristica principal es que
produce lacasas resistentes a solventes, propiedad muy
importante para su futura aplicacién industrial.

En el presente trabajo serealizo el estudio de la produccion de
enzima lacasa en 3 medios de cultivo cuya diferencia es la
fuente de nitrogeno y dos tipos de fermentacion: agitacion y
estatico asi como su influencia para la secrecién de
i soenzimas resistentes a sol ventes.

Materialesy Méodos.

Condiciones de cultivo. Las cinéticas se realizaron durante 40
dias a 40°C, en estético y en agitacion a 150 rpm utilizando
como medio de cultivo: Medio Kirk cuya fuente de nitrégeno
es el Tartrato de amonio, y el mismo medio sustituyendo este
compuesto con Sulfato de amonio y Peptona a la misma
concentracion.

Actividad lacasa. Se determin6 por e  método
espectrofotométrico descrito por Wolfenden y Wilson (5). Se
define como una Unidad de Actividad a la cantidad de enzima
necesaria para producir 1 ?mol de producto oxidado por
minuto. El ensayo de resistencia a solvente se realizd
incubando durante 1 hora a 40°C la muestra en presencia de
Acetonitrilo a 20%.

Resultado y Discusion. Los resultados (Fig. 1) mostraron que
en los primeros dias de cinética la mayor actividad se obtuvo
con una fuente compleja y rica en nitrogeno tal y como
indican Galhaup y col. (2) para otros microorganismos. Del
mismo modo, se observd una mayor produccion de lacasa en
los cultivos realizados en estético, 1o cual corresponde a lo
reportado por Vasdev y coal., (3) ya que parece que las
condiciones de estrés (como la agitacién) afectan a
metabolismo del hongo, provocando entre otras cosas la
represion de laexpresion de lalacasa. No obstante, se observo
una induccion bastante importante en el caso del medio con
sulfato en un medio agitado lo cual puede corresponder con la
aparicion de un nueva isoenzima ya que se ha visto que hay

casos en los que lainduccién se produce en medios pobres en
nitrégeno como puede ocurrir con el sulfato de amonio, en
condiciones de estrés. Esta hipétesis se vio reforzada con los
resultados obtenidos de resistencia a acetonitrilo ya que en
todos los casos se observa una resistencia de
aproximadamente 70% excepto con sulfato de amonio en
agitacion donde dicharesistencia se reduce aun 35%.
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Figura 1. Actividad lacasa en los diferentes medios de cultivo

Conclusiones.

1.La actividad lacasa en los primeros 27 dias fue mayor en €l
medio con peptonay en los cultivos estéticos.

2.A partir del dia 27 se observd una fuerte induccién
posiblemente de una nueva isoenzimaen el cultivo con sulfato
de amonio en agitacion.

3.En la mayoria de los casos se obtuvo una alta resistencia a
solvente, lo cual puede deberse a unaresistencia por parte de
la enzima o0 a que en e medio de cultivo exista algun
compuesto que estabilice alamisma.
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