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Introduccién. Las lacasas son enzimas cuproproteicas
(Bencendiol:oxigeno oxidoreductasa EC 1103.2), se
encuentran en plantas, microorganismos y en hongos
ligninoliticos. Oxidan grupos hidroxifenélicos y substratos
no fendlicos en presencia de mediadores redox apropiados
(ABTS, Hidroxibenzotriazol y Siringaldazina) en presencia
de oxigeno (2 y 4). Se han extraido a partir de cultivos
microbianos en fase liquida y solida impulsando estudios
sobre la degradacion de lignina de | os sustratos donde crecen
los hongos: pgjas, rastrojos y bagazos. El hongo comestible
Pleurotus, produce isoenzimas de lacasa de origen
citoplasmatico o extracelular, y con ello obtiene una mayor
cantidad de nutrientes por la degradacion de fuente de
carbono para la sintesis de biomasa y formacion de
pigmentos (1).

En este trabajo se determind la actividad de las lacasas
citoplasméticas, en los estadios de crecimiento hifas jovenes
y maduras del micelio de dos especies Pleurotuscrecidas en
espuma de poliuretano. También se determinaron sus
parédmetros cinéticos y una caracterizacién parcial.

Metodologia Se inocularon cepas de Pleurotus pulmonarius
(Pp127) y Pleurotus ostreatus (Po7), en cajas Petri con
espuma de poliuretano (PUF), impregnados con 20 mL de
medio liquido extracto de malta (33.6 g/L), inductor de
lacasa CuSO,4 (5mM) y &acido ténico (ImM). Se diferenciaron
las hifas j6venes y las maduras durante un periodo de 21 dias
de crecimiento, con azul de toluidina (0.1%) en HBOs (3).
La biomasa producida se cuantificé para la obtencion de la
velocidad especifica de crecimiento (7). La actividad lacasa
se determind con Siringaldazina (0.05mM) y ABTS
(0.5mM) como substratos. Se purificd parciamente a las
lacasas obtenidas por precipitacion con acetona al 85%. Se
determinaron los pardmetros Km y Vmax, estabilidad a pH
y temperatura, peso molecular, zimografiaPAGE y punto
isoel éctrico durante el periodo de crecimiento.

Resultados. La m observada fue de 0.013 y 0.011 h' para
las cepas Po7 y Ppl27, relacionando una malta con una
mayor cantidad de hifas maduras, que se obtuvieron para
Po7 (Figura 1). No hubo efecto del inductor de lacasas sobre
el crecimiento, y si sobre la actividad lacasa en hifas jévenes
y maduras, con respecto a tiempo, siendo mayor en los
extractos provenientes de hifas maduras. La Km para Po7 y

Ppl127 fue de 0.011 y 0.009 mM, respectivamente, usando
siringaldazina 0.05 mM en metanol como substrato.
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Fig 1. Microscopiectronlcéelaln
Po7 sobre poliuretano

vasion micelial dela cepa

La Vmax fue de 0.016 y 0.012 nmol/min para las cepas Po7
y Ppl27, respectivamente. Po7 tuvo una actividad lacasa
mayor a pH 5 (0.1866 Ul/mL), mientras que en la cepa
Pp127 lo tuvo a pH 5.5 (0.2264 Ul/mL). Po7 produce 3 tipos
de enzimas, mientras que Ppl27 solo una con respecto al
tiempo y que fueron comprobadas por zimografia, con
bandas diferentes tanto para hifas maduras como jévenes.
Ambas cepas concentraron su actividad en un rango de pH
entre 4 y 7 como puntos isoeléctricos. Los resultados
muestran que a una temperatura de 45°C se acanza la
maxima actividad con 0.042 y 0.11 Ul/mL para las cepas
Po7y Pp127, ademas de una estabilidad de la actividad hasta
de 12.5 horas. La zimografia permitio la identificacion de
bandas termolabilesy termorresistentes.

Conclusiones. Los resultados confirman que la produccion
de lacasas que oxidan fenoles, cambia durante el proceso de
crecimiento y dependen de la especie utilizada. Ademas este
tipo de estudios permite la identificacién de isoenzimas con
propiedades i nteresantes como la termoestabilidad.
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