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En la  1JAh.I-1 se ha iniciado  estudios  de  largo  plazo para identificar p aprovechar las lacasas, con fines 

ambientales,  para  oxidar compuestos aromáticos  contaminantes y una parte  importante de este  estudio 

es la búsqueda,  caracterización y clonación de nuevos  genes de las lacasas de origen tropical. 
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Perspectiva histórica del  estudio 

México es una  de las zonas de mayor biodlrrersidad del mundo,  pero  poco se aprovecha para obtener 

nuevos genes de interés  industrial a partir de los hongos característicos de sus múltiples  nichos 

ecológicos. 
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Morfología, taxonomía y biología de los hongos 

Los hongos viven en la materia orgánica, ya sea viw o muerta, a la cual degradan para al imentarse de 

ella. Las especies que se desarrollan sobre materia viva son las parásitas y las simbirjticas las otxa': son 

las saprobias. Los hongos p t . j S i I : ) . r  son los q x  sc desarrollan dentro  de las células de vcgctales o 

anirndes  (incluyendo el hombre). L a s  especies ~i~26id .h7s  son las que viven en  equhbrio biol6gico con el 

organismo,  asociacidn en la que  ambos  obtienen  mutuo beneficio, como es el caso de las micorrizas. 

Los hongos  saprobios,  que  crecen en el suelo,  troncos o sobre desechos agrícolas, degradan para su 

crecimiento,  dicha materia orgánica. 
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El micelio es lo que se cultim e n  cl 1:tboratorio para ohtcncr 1:) ccp:~ \~ cs  a l o  quc. se lc dcnoinina 

aislamiento  vegetativo, aunque la cepa tambitin puede aislarse p o r  medio de esporas, ticne crecimiento 

radial y por ello forma  una masa discoida! sobre !a superficie donde crece. 'l'dcnicamente, a estas  cepas 

se les  llama colonias,  aunque el t6rmino mal aplicado debe evitarse, ya que la colonia sería un conjunto 

de varios  indwiduos y una  cepa es un solo organismo-, aunque  con  muchas hifas y cdlulas. El lnicelio 

crece radialmente y cuando fructifica lo hace  generalmente en las partes  maduras, bajo condiciones 

favorables de fructificación. 
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Sin embargo, en el micelio de una caja de  Petri,  debido :I que nc; hap uniformidad de las condciones, los 

primordios  solo  se  forman  sobre las hifas maduras  en cualquier tipo de desarrollo mnicelial. A esto se 

debe  que  podamos  encontrar  en  el  bosque o jardmes las fructificaciones  formadas en circulo  a las cuales 

se les conoce  como  corros o andlos de brujas, relacionadas con la prácticas mágicas en la Edad Media. 

(Guzmán y Col., 1992). 

El z~iceiio es en general  laxo y blanco, pero  en ciertas circunstancias adversas o cuando están en etapas 

de  maduración  plena se pueden  endurecer,  apelotonar Y oscurecer formando lo que  se  conoce  como 

edcr-oí%.(, que son masas globosas  generalmente de tamaiio pequeiio o grande (1 b 20 cm),  que  se 

desarrollan sobre la superficie del Iicelio. Ejemplos dc grandes csclerocios enterrados  en el suelo, se 

encuentran en los  hongos  comestibles l'leut-o/m. / ~J I . -~ -L?@I /M,  P O I ~ ~ O I Y I . ~  /Iht-us/tr y Pmiu LOI'OJ- (en este  último, 

solamente es comestible el esclerocio). Estos esclerocios funcionan como formas de resistencia del 

hongo  (Guzmán y Col., 1993). 

Las fructificaciones de los hongos constituyen los cuerpos fructíferos de los mismos, en donde se 

poduccn d e s  y d o n e s  de  esporas,  que es la forma  de dispersibn  del hongo,  asegurando su 

pei-pehidad. Las esporas  pueden  ser blancas como la de P/eur-o/n.s o.(frca/us, negro  violáceo  corno las dc 

,4gu~G;ll.1. ~ Z J ~ O I U J . ,  cafés o negras, entre  otros colores (Guzmán, 1977). 

Las partes  fundamentales  del  cuerpo  fructifero del hongo son, el sombrero o píleo, que  protege a las 

láminas o hllnenio, este idtimo es la parte fkrtil dcl hongo Y cn donde se producen las esporas. E! 

sombrero es sostenido  por el pi6 o estípite, en el cual existen a veces el anillo y la volva. 1-4 anillo es e! 

resto  de  un velo que envuelve  a las láminas en el estado juvenil  del hongo y l a  volva también es el resto 

de una envoltura  que cubría  toda la fructificacibn cuando estaba inmadura,  etapa que  es conocida como 

la fase de  huevo (figura 1). 

La clasificación de los organismos que integran el Reino Fungi, ha motivado  a  una discrepancia y 

dscusión  entre los especialistas (Herrera T. y Ulloa  M., 1990), debido a la complejidad y heterogeneidad 

del  grupo,  pero ha sido sintetizado p simplificado en dos  grandes  grupos o divisiones: Los Mpsompcota 

y los Eucompcota (Singer R. y Harris U., 1987) 
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t- sombrero o prleo 

\ 

Figura. l .  (A) El esquema  general  del  hongo donde se puede observar que  la  fructificación,  emerge de  una 

mesa algodonosa llamada micelio. (B) Se esquematiza su origen  a  partir de las  esporas ( 1  y 2).  las cuales  al 

germinar dan el micelio  primario (3), que al fusionarse con otro (5) originan  el micelio  secundario (6) ,  que 

forman la fructificación. La unión de dos micelios se llama  plasmogamia y la de dos núcleos se llama 

cariogamia  (Guzmán G. y Col., 1993) 

El primero se refiere a ciertos  hongos  gelatinosos (m!xos=gclatina J' mycota=hongo). Los I-*;um!rcota 

que son los hongos  verdaderos y dc ahí su  nombre ( c ~ = v c r a d c r ~ ) ,  se dividcn cn  cuatro  grandes  grupos 

o subdivisiones:  Phycomycotina, I)eutero1ll\.cotina, ,-\scotnvcotina y I~asidiom\-cotilla Y quc sc dcscriben 

en la tabla 1. 
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Fungi (Hongos) 

Myxomycota 

Eumycota Aphyllophorales 

Xgaricales * 
i Gastcromycetos 
I 

*Orden  perteneciente  de la especie Pleurotus (Gwzmkn G. y Col., 1993) 

Los hongos  macroscópicos o macromicetos  tienen la  misma forma de crecimiento  vegetattvo, que los 

hongos  microscópicos, sin embargo tienen la particularidad de formar un  cuerpo  fmctifero visible aérec: 

llamado carpóforo,  que es lo que la gente identifica como hongo. i\ cl hongo f’/ez/rotz/s, modernamente 

se le adscribe en los  basidiotnicetes,  del grupo  de los pariales, e n  la familia Lcntinaceae (Mawksworth y 

Col., 1995) 

Características morfológicas en el genero Pleurotrrs 

Las setas como comercialmente  sc IC conoce a dstc hot~go comcstiblc,  pertenece al grupo de 

basichomnicetes llamado P/wt-o///.r sp. En nuestro país, a l  l’/e//t-o/us se le conoce  como  hongo  de  Izote, 

hongo  dc mague\:, oreja de cazahuate,  ctc. Esisten diferentes especies dc este  gdnero, pero las que se 

estudiaron en esta investigación son l’/e//ro/z/.~ o.r/t-edus (Y~\~Il’o7) ,p P/eI/w///.r , t / / / /~~o~a t i i . s  (HKP1’127). La 

morfología y las diferencias fisiológicas son pocas y por lo regular cs difícil distinguir una especie de la 

otra en la naturaleza y así como  en condiciones de cultivo. I3asado en  estudios  hechos por Bresinskv . .  y 

colaboradores (1 987), I? o.r/rcah.r y P. f’~//monn~i~/.s sc distinguen  morfológicamente en la siguiente forma: 

l’letlro/z/spt//nlolra~~/s tiene en el píleo una estensión lateral menor de 10 (-13 cm), la superficie es lisa,  el 

píleo puede crecer en forma solitaria o en  racimo, de  color blanco,  blanquecino  u  ocre  a  pálido, o casi 

violáceo; el estipite  más  excéntrico que lateral; fructifica en épocas veraniegas, ocasionalmente  dcspuds 

de la primavera o en etapas tempranas al otono. 
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Estructuras  como la lamélula (pequeña  lámina que no se extiende a todo lo largo desde el margen  del 

píleo  hasta  el  estipite),  el contexto (tejido fibroso  que constituye la carne o cuerpo  del píleo y del  estipite 

del basilocarpo) y alunas  veces la superficie  del  píleo,  desarrolla  manchas amardentas  cuando el hongo 

esta  seco. El hongo tiene un  olor  parecido al anís. El  tamaño  promedio  de las esporas  es  de 9.15 (k0.6) 

x 3.8 (k0.2)pm. 

Por su parte Plewrottlr ostrenfir/s tiece el sombrero  en  forma  de ménsula  semicircular  aplastada y cóncava; 

gris o castaño;  de láminas  blancas, p posteriormente  color  crema. El pie es excéntrico o lateral, con la 

base  adelgazada; blanco  pero  grisiceo y en la parte  más  próxima al sombrero algo  abultado.  Su  carne es 

compacta  en el sombrero, fibrosa y blanca en el  pie. De olor  fariniceo,  con  esporas  color rosa o 

cenicientas,  oblongadas  a cilíndricas, de 8-1 1 x  3-4.5 p de  tamaño. P l e w u h J  normalmente  crece  en forma 

silvestre y fructifica de  marzo a  septiembre,  crece  sobre  troncos  de varias latifólias y raramente  en las 

coníferas (Hresinsky A. y Col., 1992). 

El cultiro  de hongo comestible P/CL/KL'Z/J. o.rf/'eatz/.s es una alternativa importante  en la producción  de 

a h e n t o s ,  así como una  fuente  de ingresos y bienestar por  su industrialización y los  rendimientos  que  se 

han  obtenido  de &l. 

L a  materia  prima que se  uthza  como  sustrato para  el  cultivo de  Pleurotus, son desechos agrícolas, 

principalmente  bagazos,  pulpas y rastrojos. El micelio es inoculado  sobre  un  sustrato  lignocelulósico, 

que es tratado  con  calor,  como  método  de pasteurizado,  esto  con la finalidad de adquirir la humedad 

necesaria y otro dc reducir la  poblaci6n  microbiana  presente  en el sustrato y favorecer la condiciones de 

crecimiento  para el hongo. I11 desarrollo micelial se lleva acabo  en  oscuridad a una  temperatura  de 27 +1 

"C; para el proceso fructificaci6n, es necesaria la misma temperatura, luz y humedad  entre el 80-90°/o y 

circulacicin de aire ( G u z m á n  Y Col, 1992). 

Para l a  degradación  del  sustrato,  donde  este  basidiomicete  crece  en  forma  natural o aplicando 

tecnologías  para la producción, se  necesitan de la producción  de  enzimas llamadas ligninolíucas, que les 

permitan  adquirir  nutrientes,  para llevar a cabo sus  funciones. La transformación  de celulosa o 

hemicelulosa a monosaciridos, es llevada acabo por hongos ligninolíticos entre ellos Pleurotus, que usan 

un  amplio  rango  de hidrolasas  para la degradación de la madera  (Leonowicz A., 1999). 
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Degradación  de la lignina 

La lignina es  un  complejo  estructuralmente  rígido  que le confiere estabhdad a muchas fibras vegetales, 

debido a que esta formado  por unidades fenólicas. 1 3  resto de las fibras vegetales esta compuesto  de 

celulosa y hemicelulosa, que a su  vez  están  formados  de polisacáridos, que están densamente  empacadas 

en capas de lignina, ésta la protege  contra la actividad de enzimas hidrolíucas u otros factores  externos, y 

nene la función de estabilizar la estructura. El término  de lignina  deriva de la palabra latina "lignum" que 

significa madera,  término  que fue introducido  por ;\liselme (Payen A., 1838), para representar  sustancias 

incrustadas en la celulosa en  plantas con pared celular  lignificada. Iiste  esquema de la lignina (figura 2) 

comprende 16 unidades de  fcnilpropano  unidas C-0 o C-C (Adler E., 1977). Se han  hecho  muchos 

intentos para determinar la estructura  secundaria de la lignina por  medio  de  uniones  hidrógeno (Brauns 

F. E., 1962). Freudenberg (1965) publicó un  modelo  de lignina basado en 18 unidades de Cy como  parte 

entera de la molkcula. 1;ors.s y colaboradores (1966) hicieron modificaciones en la teoría de la 

degradacicin de lignina, proponiendo  fragmentos  de lignina que  contenían 16 guayacilpropanos y dos 

hidrosifenilpropanos  en cada unidad para carbohidratos.  Por su parte Nimz (1974), propuso  un  modelo 

para la lignina de Angiospcrmas v Glasser  para  Coníferas;  introduciendo dos  modelos basados en sus 

estudios de resonancia  magnéuca nuclear. I'inahnentc Sakalubara (1983), publicó su esquema de la 

estructura de la lignina, basado e n  estudios realizados cn lap611. 

I d a  1ignm:l es el segundo polimero  estructural mis abundantc  cn la naturaleza (dcspu@s de la celulosa) y 

el material aromitico  mis abundante,  responsable dcl almacenamiento de alrededor  del 40% de la 

energía solar  captada p o r  las plantas (Jmnowicz l\., 1999). 

Este dato es de gran  importancia para considerarse como la principal fuente  renovable de  compuestos 

aromáticos. Jamentablemente,  debido a  su  función  estructural como agente  protector de las fibras, es 

también un  polimero difícil de romper  en  forma suave y ordenada,  pues los procesos industriales para 

deslignificar  las fibras y produclr celulosa y hemicelulosa, son muy drásticos. 

Esto da lugar a la formación  de muchos  compuestos  osidados de  poco  aprovechamiento  químico,  que 

además  contaminan. Por  eso desde  hace cerca dc 30 anos, se han  desarrollado muchos estudios para 

aprovechar los procesos biolcigicos en la degradacicin  específica de la lignina, y han  sido descritos por 

Leonowicz y colaboradores  continuación (Leonowicz X. y Col., 1999). 
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Figura. 2. Modelo  estructural  de la lignina  en la madera (Leonowicz A, 1999) 
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Enzimas ligninolíticas y la lacasa 

L a  biodegradación de la l ignina representa una etapa clave en  el reciclamiento de la fuente de carbono 

de la Tierra,  porque los  ecosistemas forestales conticnen  alrededor de 150,000 millones de toneladas de 

madera. Esto  es  confirmado  por Leonowics y colaboradores (1999). También afirman, que  aunque los 

principales consutuyentes de la madera, por ejemplo la celulosa, pueda  ser uthzados  por varios 

organismos,  su hidrólisis zn sztu por  muchos  de  estos, esta h t a d o  por la degradación del  polímero  de 

lignina recalcitrante, el cual  esta formado  por la polimerización  de p-hidroxicinarml alcoholes (figura 2). 

Sin embargo, los hongos  de la clase de los basidiomicetcs, han  desarrollado  una  remarcable  capacidad 

para la despohnerización  oxidatira y subsiguientc mineralización de la lignina, que  permite la. uthzación 

de la celulosa por otros microorganismos. En años recientes muchos estudos de la biodegradación de la 

lignina han  sido llevados a cabo  en el hongo I’hut2erol6nete hysoJporirm. Las  primeras evidencias de las 

peroxidasas  involucradas se remontan a la  inhibición de la degradación de lignina por catalasa 

(Shuttlcworth I<., 19%). 

Así dos  de las perosidasas  involucradas en la degradación de la lignina, son la ligninoperoxidasa (LIP) y 

la enzima  manganeso peroxidasa o peroxidasa dependicntc de manganeso @M’). 

I,a ligninopcrosidasa cs caractcrizada por poseer un potencial redox dc oxidación alto y por la 

degradación de  compuestos  aromiticos no fcnólicos, talcs como alcohol  veratríhco y bencenos 

tnctoxilados (Stasxczak hl. y Col. 1996). La manganeso  pcrosidasa de I? L$J?JJ.I.OJ~O~J/LV, requiere 

estrictamente de Mn” para completar el ciclo catalítico y quelar cl A4n” formado,  el cual puede actuar 

como un osidantc eficientc de fenoles y otros  compuestos (Man Young-Hoon, 1996). 

A causa de  que  muchas estructuras que constituyen al complejo de la lignina son no fenólicas, la enzima 

Lip, fue considerada la principal responsable dc la dcspohnerización  de la  lignina (Ander P. y Marzullo 

L., 1997). Esta idea es aceptada  generalmente,  aunque las evidencias sugieren que la biodegradación de 

la  lignina puede  procedcr  siempre y cuando exista un  ataque  del Mn3+ quelado, como  fuerte oxidante 

químico generado por la  ¡%I’ (Szklarz G., 1989). 
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El  hongo l’/ewofuJ eynpt, uene la capacidad de remover selectivamente la l i p a  cuando crece en los 

sustratos  naturales y de  ahí  que sea considerado  colno un  organismo modelo para estudos  de la 

biodegradación de la lignina en plantas de ciclo anual y relacionadas con aplicaciones  biotecnológicas 

(IUlbanov X. hf. y Alberti U., 1981;  Ferrer I .  p Col., 1991; Heinfing A, 1998). 

Las peroxidasas y las  lacasas han  sido observadas en cultivos líquidos crecidos con Pleumtl/s y como 

responsables de la generacih  de  H20, junto de lacasas. Se ha medldo la degradación ligninocelulósica y 

la tasa de  dcspohnerización  por especies de I’/ezmful/s, por  medio de la utdlzación de paja v por la 

detección de enzimas ligninolíticas (tabla 2). Además de las enzimas LIP, MnP y lacasas la  especie 

P/tumf//s posee  otra  enzima  que  es la Aril Alcohol  Oxidasa (AXO), encargada de la ruptura  de las 

unidades fenblicas y oxidacibn de alcoholes  bencíhcos J’ que es dependiente  de H 2 0 2 .  

Tabla 2. Actividad enzimática extracelular y la descomposición ligninocelulósica de la  paja por 
varias especies de hongos. 

Fuc dctcct;d;l ; w i v l d ; d  no pcrosicias;l s o l x  el alcohol ver:ltríhco (I.iP) y de l;lc;lsas, .\.\O y AInP que se muestran como 

Unidades/lOO g de paj;~ In icd  

\ 

I I I I I I 
* Hasta el final del periodo de incubación (Caramelo L. y Col., 1999) 

Las lacasas (I~-difcnol-diosígcno reductasa; EC 1.20.3.3) h a n  sido muy estudiadas. Se les ha llamado 

enzima  cuproproteícas o cnzimas con  cobre.  Este  grupo  dc enzimas utiliza oxígeno como  un  aceptor dc 

clcctroncs para rcmovcr hidrtigcnos de los grupos  hidrosilo  fcnilicos,  reacciin  que  conduce a la 

formaci6n de radicales libres, como los obtenidos  con  compuestos parecidos a las unidades fenblicas de 

la lignina. Las cuproproteínas  pueden  despohnerizar a la lignina por: el rompimiento de los enlaces 

alquil-arilicos, la oxidación  de  alcoholes  bencíhcos y el rompimiento  de las cadenas laterales y los andos  

aromáticos  (Solomon E ,  1996). 

La  lacasa puede  también  oxidar  sustratos no fenólicos en presencia de  medudores  redox  apropiados. 

Estas  enzllnas  tienen  una amplia especificidad por los  sustratos así como  de mediadores  redox 

(‘Johannes C., 2000). 



L a  especificidad de las lacasas por ciertos sustratos  puedc  ser explicado por sus funciones fisiológicas. 

Estas son esencialmente  tres que han  sido  designadas  para las  lacasas de  hongos  en  general  formación 

de pigmentos,  degradación de lignina y e h n a c i ó n  de  compuestos tóxicos (Temp U. y Eggert C., 1799). 

El papel de las lacasas en la degradación de la  l ipina ha sido el. punto central de  un gran número  de 

estudios  biotecnológicos. L a  capacidad de las enzimas lacasas de catalizar l a  oxidoreducción dependente 

de  osígeno  por  mecanismos  de  medadores libres, se ha tomado  con  mucha  atención  en áreas de la 

cinitica y también de sus  propiedades electro-catalíticas (Wong I<. y Col., 1779). 

'I'ambién se ha considerado el uso  de las  lacasas para el desarrollo de  inmunoensayos  enzimáticos, como 

biosensores y para el desarrollo de sistemas de transformación energética (D'Souza T., 1976). Todas 

estas investigaciones requieren  grandes  cantidades de 'enzima. El uso de los hongos es prometedor  por 

su  generación  simple y rápida, especialmente si se usan  hongos  saprobios de rápido  crecimiento. 

1,as lacasas han  sido  detectadas J; purificadas de  muchas especies de  hongos, así mismo  muchas  de estas 

especies producen múltiples isoenzbnas (Muiioz C. y Guillen F., 1797; I'almieri G. col., 1997, I 'aher i  

C;. v Col., 2000). Un gran número son estracelulares y están asociadas al  crecimiento, esto ha impulsado 

estudios donde se han  establecido las condiciones de crecimiento de  muchas especies de  hongos; 

posteriormente estas inwsugaciones se han  encaminado a promover la producción de enzimas. 

( i n  método simple para fomentar l a  síntesis dc enzilnas de interés es la uthzación  de  inductores. I-htos 

s o n  usuallncnte sustratos de la enzima, es decir sustancias que  pueden  ser  estructurahnente  sindares a 

los sustratos, o andogos de los sustratos de crecimiento  natural uthzados  por  muchas especies de 

hongos que crecen  en  forma silvestre, que ski-cn de sciial para que las  células fúngicas produzcan alguna 

enz ima  específica. 

Se han hecho varios intentos para encontrar el inductor  adecuado de la síntesis de lacasas para 

diferentes  hongos. Por  ejemplo, en cultivos del hongo P/wt-o/u.r o.I~/~cu/J/J, se ha notado  un  incremento  en 

la  producción  dc lacasas en cultivos cuando se les adicionan sustratos  fenólicos.  (Koroljova- 

Skorobogat'ko O. p Col., 1778). Después  de la  búsqueda  en una colección de basidiomicetes, se 

enconeó  que Cor-ioltls hirsufus (Wulf. : Fr.) Quél.,  produce lacasas estracelulares con una alta actividad 

específica. 
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También  se ha demostrado,  que la adición de CuSO, a medos  de cultivo líquido donde  se efectúa el 

crecimiento de la especie C. hjr.wt//.c, promueve u n a  mayor producción  de lacasas. Una lista parcial de 

&versos  inductores  se  indlcan en la tabla 3, donde destaca a la Siringaldazina como  potente  inductor 

para promover la síntesis de la lacasa y por ello se considera como  un  sustrato  modelo para  determinar 

la actividad de este tipo de enzimas. Pero vale la pena  tener  en  cuenta que los estukos  con C. hzrwtus, 

sugeren a las enzimas lacasas, como  un  complejo enzimático con especificidad muy laxa y que  también 

posee un tipo de actividad  inductiva,  promovida por una gama muy amplia de  compuestos aromáticos. 

Estos  estudios  fueron  retomados en esta investigación para promover la producción de lacasas en 

PLeuroftls ostrentus y P. pdmonani~.r con la utilización de CuSO,. 

Tabla 3. Efecto de diferentes  inductores sobre la producción de lacasas en el hongo C. hirsutus 

en  medio  líquido. 

;\cid0 I - I h i c o  (0.lg /lOO m1,) 

260 13 Guayacol (O.26mhf) 

210 10.5 Acido Cafkico (0.2 mbI) 

180 9.0 

Ilcido sinapínico (0.3mhI) 

360 18.0 o-Toluidina 

290 14.5 

Siringaldazina (O. 1 1 /AT) 3 O 

(Koroljova-Skorobogat’ko O. V. y Col., 1998) 

La función de la lacasa: el  papel  que  desempefia  durante la degradación de la  lignina 

Las enzitnas lacasas en las plantas, h a n  sido  constantemente estudiadas y en los hongos basidiomicetos 

forman  parte relevante dc la tnaquinaria cnzimitica,  que se encarga de la mineralizacibn de la lignina, ya 

que es el  Único grupo  dc organismos  capaz dc efectuar esta función. X1 respecto, la completa 

mineralización in vitro, no se h a  alcanzado,  los  mejores  estudios  sobre la deslignificación se han 

efectuado con el  hongo l’hanerohxfe dquoJpo t i zm ,  el cual  contiene las dos peroxidasas  mencionadas 

anteriormente (Lip J’ hinP), que  son capaces de romper enlaces fundamentales en la estructura de la  

lignina, adcmis  de un amplio rango de  cotnpucstos  formados  por andlos (Farell y Col., 1989). 
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Algunas especies de  hongos,  son  buenas  degradadoras  de la ligmna, pero  desafortunadamente no 

expresan  a la  lacasa. La función de esta enzima se efectúa  por fuera de las fibras de la madera, en 

conjunto  con las peroxidasas (Gakano H. y Col., 1991). 

Por otro lado, algunas investigaciones concuerdan  con la asociación de la  actividad de la lacasa con la 

ligninólisis. L a  lacasa del hongo Fomes amoms puede ser inhibida por adlción de  ácido tioglicólico 

(secuestrador  de  cobre), al medo  nutritivo  donde  este crece, además de  que influye en un  crecimiento 

menor  del micelio. Este efecto  también fue observado  en el proceso  de  blanqueamiento  de la pulpa  para 

la manufactura  del  papel  (Haars A .  y Huttermann A., 1980). La lacasa puede  romper  porciones  de las 

estructuras fenólicas que  componen a la lignina, directa o indirectamente. El factor  de  que la lacasa 

tienda a pohe r i za r  los sustratos fenólicos en  condlciones in uitro, no e h n a  la posibhdad de que esta 

enzima  contribuva al rompimiento  de la lignina y en  rez de ella,  las enzimas  peroxidasas pohe r i cen  

algunos sustratos  en  condiciones .in vitro. 

De Jong y colaboradores (1992), confumaron  que la combinación  de la lacasa 1' la enzima Lil) es 

necesaria, para complementar  a  otras  enzimas  que  se encargan de la degradación  de la lignina para la 

formación  de  compuestos  altamente reactix-os o tósicos, que le confieren  proteccibn al micelio en 

crecimiento.  Otra  función  de  esos  compuestos, es el ataque para la despolimerizacibn  química  de la 

lignina y con etlo una invasión mayor de la madera por los hongos. En especies dc hongos no 

productoras  de las lacasas, como en P. chryso~poritlnl, este  efecto  de  proteccibn para el micelio se llera a 

cabo  por la secrccibn  de  glucanos (Bes B. Col., 1987). Esisten  otras  funciones de esta enzima que 

requieren de mis  im-cstigación, Y algunas de ellas tratarán  en la siguiente sección. 

La función de la lacasa en la morfogénesis 

En algunos  hongos, la lacasa tiene una  función bien conocida  que esta relacionada con la ligninótisis. Sin 

embargo  en  otras especics, la enzima puede  tener  otras funciones diferentes, por ejemplo en el hongo 

A.pergi/zfj. nzddam, en el cual se han  caracterizado  dos lacasas con actividades &ferentes.  El  producto  del 

gen.yA esta involucrado en la formaciGn del  color verde de los conidios  (Clutterbuck ~l., 1972). La 

segunda lacasa esta localizada en los primordos y esta inoolucrado  en la pigmentación del hongo 

(Hermann y Col., 1983). En hongos  como Daldinia c o n c e h c a  y Lentinnla edodes, la función  de l a  enzima 

lacasa esta asociada a la pigmentación  de  estructuras  más rígidas como  un  agregado miceliar. 
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En la formación de cuerpos  fructíferos puede estar  involucrada la generación de pigmentos,  catalizados 

por la  lacasa, fenómeno  que esta acoplado a la despolunerización oxidativa de los componentes  de la 

pared celular en la madera, como  lo  son las uniones adhesivas entre célula y célula (Leatham G. y 

Stahmann M. A., 1981). 

. ,, , 

La  formación de rizomorfos (red miceliar formada  por  un gran número  de hifas  estxechamente 

asociadas y que  forman  parte final del estipite), es un cambio  diferente en el  desarrollo de los hongos 

que esta asociado con la síntesis de la lacasa en Armillaria melea (Worrell J. y Col.,  1986). Es posible  que 

también, la acción de la lacasa este  encaminada a la formación de una goma polifenólica que  une a las 

hifas, unas con  otras.  En medios de cultivos con Arnzz//utiu me//eu, la lacasa se acumuló  en el medlo, al 

cual se le cambio el pH. Ilsto provocb  un  cambio en la a c t i d a d  de la lacasa que  tuvo  un  efecto 

significauvo sobre la densidad de l a  masa  miceliar del  rizomorfo  formado  (Rehman A .  y Thurston C., 

1992). 

En la forma dicariótica del hongo Sd7i;opkyhnz mnzmnne, los cuerpos  fructiferos  pueden  excretar 

cantidades  considcrablcs de lacasas, que  en las especies monocarioticas no se realiza. Curiosamente, las 

condiciones miximas  de síntesis de lacasas en  estos cultivos en oscuridad se dan a 30"C, en 

comparación con la etapa de formación de  los  cuerpos fr-uctiferos, y que es en presencia de luz, donde la 

mayor  producción de la enzima se da a 25°C. La actividad de la lacasa en el medio  se  da  en  periodos  de 

máximo  consumo  de glucosa,  después  del  cuál la enzima se inactiva (síntesis p actividad de la enzima 

son  controlados) (De \'ries O .  y C o l . ,  1986). 

Este colllpOrtalllicnto tan1bii.n  se h a  obsem-ado cn cultivos de /@ujL ' / / J~  h.porx.r, donde la producción  de 

la lacasa tiene un comportall1ientt) en paralelo con el crecimiento  vegctativo y producción de masa 

miceliar (Wood, 1980). I%te ciclo de acumulacibn-inactivación se repite cuando se producen más 

cuerpos  fructíferos, por ejemplo  durante la producción comercial del hongo. 'También se ha observado 

una  interacción entre la cnzima lacasa y la tuosinasa,  que desempeñan un papel  muy importante  en la 

colonización  del sustrato  por algunos  basidiolnicetes (Ainsworth A. y Rayner A, 1991). 

Ot ras  investigaciones se han  enfocado al 

formación de pigmentos, se h a  encontrado 

estudlo de otro tipo de basidlomicetes, en el proceso de 

que  el  hongo es un  buen  degradador de la  lignina por  medo 

de sus  fenoloxidasas, pero también produce una lacasa, que medm la formación de pigmentos,  por 

ejemplo  el  ácido  cinabarínico (AC), el cual le proporciona  un color rozado a los cuerpos  fructíferos y 
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sirve también como agente  antimicrobiano (Temp U. p Eggert C., 1999). A este  respecto,  Temp y 

Eggert (1999) encontraron  que existe una  interacción entre la enzima lacasa y la celobiosa 

deshidrogenasa,  para la síntesis de  un precursor  del  compuesto AC, el  ácido 3-hdroxi  antradco. 

Por otro  lado,  recientemente  Iakovler J’ Stenlid (2000), investigaron los  patrones de variación de la 

actividad de las  lacasas, en interacción del micelio con la madera en  descomposición,  efectuada  por 

algunos  basidiomicetes,  además de los vínculos con  otros  hongos. Ellos observaron  que dependendo 

de las condiciones  de  cultivo, la actividad de las enzimas  fenolosidasas y perosidasas se incrementa o 

desciende durante las intcracciones con otros hongos o bacterias. La acuvidad de la lacasa esta 

implicada, en una  variedad de hongos,  en la producción  de melaninas y también  en la de síntesis de 

compuestos  tósicos para otros hongos. 

Esto sugiere que cl micclio en los basidomicetes  posee  un sistema indeterminado,  energéucamente 

cficiente v no lineal de regulación. Tales  sistemas  están rcgulados por  mecanismos  de  retroahnentación 

y tienen una  dnimica compleja que afecta la síntesis de metabolitos  hidrofóbicos, su liberacibn a1 

csterior  dc la hifa y su  convcrsión hacia la formacibn de radicales libres y polimeros, en presencia de las 

enzimas lacasa y fenolosidasas. 

Otros  estudios sobre las  lacasas en  hongos, h a  pcrtniudo  descubrir que Pstas, están  asociadas con la 

lignificacicin ! y  procesos biológicos como la csporulación y producción  de  pigmentos  durante el 

desarrollo  del cuerpo fructifero.  Esta actividad parccc cstat mu)-  regulada en los hongos -,.lgalim~. bz~purv~. 

(Smith J .  1;. 1- Claydon N,, 1989) y L}z / iw /u  ctíud1J.r (Leatham G. y Stahmann hl. A., 1981). 

],a exposicitin a 1;1 luz, dc los cuerpos fructíferos dc P/wru///.r, influve en cambios de la producción  de las 

enzimas, !.a que se ha reportado una pigmcntación de color amarillo en  estos  hongos,  dependiendo  de la 

intensidad de la luz a las yuc se somcten los cultivos (Delgado C ;  Y Col., 1992). 

La producciim dc esopolisacaridos cs otro  mecanismo,  que esta asociado  a la producción de lacasas y 

celulasas. l3urns \. colaboradores (1994), estudiaron su intern-cncibn e n  especies de f’/ez/ro/ux, que  son los 

quc  producen mis esopolisaciridos,  por la capacidad para conferirle adherencia al micelio con  su 

sustrato,  prcvenir la deshidratación y almacenamiento de nutrientes. 
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La función de l a  lacasa en el micelio de los hongos es bastante  compleja y se necesitarán  más 

investigaciones, para descubrir como las  lacasas intervienen en el crecimiento y maduración de los 

hongos,  en cualesquiera de las etapas (miceliar o de fructificación). Por lo  tanto lo presentado en esta 

investigación proporcionará otra evidencia más, de  cómo la lacasa esta  vinculada en el sistema de 

desarrollo de los hongos. 

La importancia de la lacasa  en la patogenesis relacionada con las plantas 

El hongo Hotrytis Linerea causa infecciones en la raíz de muchas  plantas, que  están destinadas a la 

horucultura  (zanahoria y pepino), así como en las  raíces de algunos viriedos. Este  hongo  produce lacasas 

extracelulares que  están  involucradas en el proceso  patogdnico,  porque las curcubitacinas, tetraciclinas, 

tritcrpcnoides  producidas por el pepino,  protegen  a la planta de algunas infecciones  (Bar-Nun N.  y 

hlaver A., 1990) 17 esta protcccih esta vinculada con l a  represión específica de la síntesis de la  lacasa por 

los hongos  (Viterbo A .  y Col., 1993). 111 sistema de inducci6n es complejo  e  involucra  acción  concertada 

de sustancias fenólicas J- picticas,  que  promueven la formación de múltiples formas  de lacasas en 

diferentes  medios y esas isoformas ticncn diferentes especificidades hacia los sustratos  (hlarbach I. y 

Col., 1985). 

L a  evidencia m i s  tangible del  papel  que  descmpefia la  enzima lacasa en la patoginesis se h a  observado 

en la ropa castah provocada por el hongo Ciyplmmftirr parasitita, que es una especie hipovh-ulenta, en el 

cual la disminuci0n de la  virulencia, csta asociada con la presencia de una doble  hebra de RNI\ de origen 

viral. Esta especie  rcprimc la síntesis dc la lacasa p o r  :~cumulac¡ón de RNXm (Rigling D. y \'an ;\lfcn 

N., 1991). 

La lacasa y sus genes 

Llurantc varios anos las sccucncias de  genes o cDN.\ para la csprcsiGn de la enzima lacasa, han  sido 

descritas de varias fuentes, de las cuales, las primeras  fueron  reportadas para el hongo  de la especie 

AJcmxprzr LYU.I:IZJ (C;ermann y Col., 1988). Posteriormente, se han  publicado las secuencias de la enzima 

lacasa en otros hongos  de la  f a d a  dc los Deuteromicetes,  como AJpergillllm nid~1hr2.r (Aramayo R. y 

Timberlake W., 1990) y de tres basidionicetos  como Corio/l/~. hzrmcus (Kojima Y. Col., 1990), Ph/ehu 

radiara (Saloheimo M .  J' Col., 1991) y , 4 p i x s  hipor//.( (Perry C. y Col., 1993). 



Además, las enzimas  poseen  una cisteina y diez  residuos de hstidina  en el sitio de  unión  formado por 

cuatro  átomos  de  cobre,  que  están  conservados. Otro grupo pequeiío de secuencias, es  conservado y se 

encuentran  alrededor de cuatro  regiones en las cuales los  átomos de  cobre  están  agrupados,  incluyendo 

el  carbono amino terminal. 

En general, la distribución de la  cadena polipeptídca y los componentes estructurales  antes 

mencionados, son s d a r e s  a la enzima  ascorbato  oxidasa, inclusive tiene  una significativa homología 

con la proteína  plastnitica  ceruloplasmina (Saloheimo hi. y Col., 1991). 

Todas las enzimas  descubiertas en los hongos, se han clasificado en varios grupos. Algunos de esos 

grupos  comprenden  enzimas  que atacan hectamente a los constituyentes de l a  madera;  incluyendo 

enzimas que  actúan  sobre los componentes  de  carbohidratos (celulosa, hemicelulosa) p los que actúan 

sobre la lignina (Solomon E., 1996). Todas  estas  enzimas  actúan  separadamente o en  cooperación una 

con la otra. La maduracibn  en  hongos,  puede  estar  acompaiiada por la participación  simultánea  de 

enzimas  proteolíticas (Larraya L. y Col., 2000). 

Algunas de estas  enzimas y sus isoenzimas han sido investigadas y caracterizadas  genkticamente. Por 

ejemplo en l’hanero~.huc/e dvyo.porN/m, sc han  detectado al  menos 10 genes en el grupo  de las enzimas 

Llamadas lignino  peroxidasas (Lil)), en una f a d a  multigénica que  también codifica para enzimas de la 

clase manganeso perosidasa  (NnP). En el caso de las enzimas lacasas se han  rcconocido al menos 15 

genes, no solo en  hongos ligninolíticos, también en  hongos filamcntosos como IYUIRJJ~UIU uus.cu, 

Ctyphonedrilr purudilu y , l . p e q i / / . s  ~~idn/unx. Cuatro genes han sido  reconocidos en  hongos  patoginicos  de 

plantas como K / ~ z ; u c ~ o / ~ z ~ ~  s o h i  (J,arra\;a L. y Col., 2000). 

Una cantidad  considerable de genes de las lacasas, también se han caracterizado en  hongos ligninolíticos 

como Plezftot1I.i ostreutzfs, Trumtts t x ~ t x d o t - ,  Trtmletes vi//o.ru y 1’impot-N~. uflmhuti/ws, con un  medio  inducido 

con Shdina (2-ami11o-l,4-ditnculbe1lzol). La mayoría de estas enzimas degradadoras de lignina y de la 

celulosa, son descritas por Erlksson y algunos otros (Leonowicz A. y Grzpvnowicz I<., 1981; Erlksson 

I<., 1993; Cold M. H. y Alice M . ,  1993;  Broda P. y Col.,  1994; Thurston C.,  1994;  Cullen p. y Col., 1997; 

Sarikaya A. y Ladish M., 1997;  Ander P. p Marzullo L., 1997). 



MARCO 'I'EORICO 
,. _ _ _  ~ . 

Aspectos importantes en la genética de las lacasas en hongos 

Fen  Xu y colaboradores (1998), han  observado  que las  lacasas de Coprinus cinereus, son activadas a pH 

alcalino, una  propiedad  potencial para las aplicaciones en la biotecnología. Para demostrar la &versidad 

enzimática en  hongos,  obtuvieron la secuencia y clonaron  3 genes de las lacasas de este  hongo (lccl, 

lcc2 y lcc3). El gen  de la proteína  lccl  contiene 7 intrones,  comparado  con los genes de lacasas lcc2 y 

lcc3 que  contienen  13  intrones. La secuencia de  aminoácidos  de las lacasas que codifican los genes  lccl 

y lcc3  son 58 y 80 en  aminoácidos  respectivamente. L a  proteína  que  es  cohficada  por el gen lcc2 

contiene 23 aminoácidos  en el extremo C-terminal, una  extensión rica en arginina v lisina. Se  ha 

purificado y expresado el gen  que codifica a la proteína  lccl  en ApqiIhs oty;ae, mostrando  una masa 

molecular aparente  de 66 I m a  en un gel SDS-PAGE y una  absorción  máxima a 278 y 614 nm  por 

resonancia magnética  paranuclcar. 

Basado  en el estremo  N-terminal  de las lacasas, fueron  procesados 4 residuos  polipeptídicos  durante la 

maduración  de la enzima.  Algunas  propiedades catalíucas de estas enzimas,  muestra  un I<", aparente  de 

22 f2pM y la constante catalítica (k0J de 200 min", para O, con ABTS como  sustrato  reductor a pH 

5.5. L a  lacasa codificada por el gen  lccl  de A. oyrue puede ser producido  industrialmente  (Fen  Xu, 

1998). Muñoz y Gudlen (1997), compararon las secuencias N-terminal  de las lacasas de Pleurotus, con las 

obtenidas  en  otros  hongos,  mostrando  que existe una  homología  considerable, presentando algunas 

diferencias principahcnte cn los aminoicidos  treonina, scrina c isolcucina, esto sugiere que  son 

verdaderas  isocnzimas codificadas por  diferentes gcncs (figura 3). 

Figura 3. Comparación del N- terminal de las lacasas de algunas de especie de Pleurotus y otros hongos 

(Muñoz C. y Col., 1997) 
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Por lo tanto las lacasas de los basilomicetos  tienen  un origen  multigénico, aunque  su  estructura 

primaria  tenga una elevada porción  de homología. Estas diferencias  genéticas y estructurales  permiten 

considerar  que  estos  microorganismos  puedan  producir lst intas isoformas de lacasas, bajo  condiciones 

fisiológicas cambiantes y ello, justifica el es tu lo   de  esas isoformas  durante lst intas fases de  crecimiento 

de  un basidiomiceto  que  es  objetivo  importante  de esta tesis. 

Mediadores de bajo peso molecular 

De acuerdo  con varias teorías, las enzimas  ligninocelósicas no penetran  en la estructura rígida de la 

madera  debido  su  elevada  masa  molecular  (Evans C. S. y Col.,  1994). Por ello, las células de los hongos 

que  invaden la madera, poseen un  potencial  redox  suficientemente  alto,  para  producir  compuestos 

oxidantes  de  bajo  peso  molecular  de  origen  interno  u  externo.  Estos  migran hacia las enzimas  que los 

oxidan y luego  penetran las fibras para  oxidar la lignina. 

Los precursores  de los  mediadores  internos son producidos  corno  resultado  del  metabolismo  de la 

maduraci6n  del hongo, con la participación de cnzllnas  que  degradan la lignina. Muchos  compuestos  de 

masa molecular baja Y radicales libres, se han  sugerido como los factores  móviles, que  difunden  en la 

madera e inician su dc‘scomposicii)l1. 

Algunos de  estos  mediadores  naturales  son: el veratrol, el oxalato, el malato, el fumarato y el  ácido 3- 

hidroxi  antranílico. Se producen  como resultado  del  metabolismo dc hongos y su producción causa una 

colonizacitin \’ dcgradacicin m i s  efectiva por los hongos en la  madera. I;ue reportada la síntesis de 

veratrol c‘n l ) / t ~ / r / ~ ~ ~ [ ~ / ~ ~ ~ ~ / ~ ~  Jqw.tpo,+mz por  Lundquist J. IGrk (1978). Por su parte ’Traquair (1987). 

encontri) que el osalato era producido  en 1-am.rfowu c i n c / r ~  y L Per.wonii. Anos después  Eggert y 

colaboradores (1996) identificaron el icido  3-hidroxi  antraníhco,  como  componente extracelular en 

l~yl~llopol7f.r cil~lltrlldl.r/l.~. 

El veratrol 17 el osalato son  mctabolitos  secundarios uthzados por l ’ l~rrnerochtte ~hty.~o.pol-Nlm 17 a  su vez 

sirven como  sustrato para otros  hongos,  que  producen las enzhnas lignino peroxidasa (Lip) y la 

peroxidasa dependiente  de  manganeso (MnP), que oxida el Mn” a hIn”  (Solomon E., 1996). 
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La reacción de las lignino  peroxidasas con  el veratrol,  da como resultado la producción  de un radical 

catiónico, que es transformado en veratraldehído o en otras quinonas. Si la acción de las enzimas se 

efectúa por la degradación  dlrecta de lignina, del  derivado del ralcal  catiónico formado  por la oxidación 

de un fenol, probablemente actuará como  melador redox en reacciones donde se efectúe  una 

transformación de la lignina. A pesar de  que la vida media de  este  ralcal catiónico es  extremadamente. 

corta, sus  funciones como medlador  de  difusión, son altamente  dudosas. 

En el  sistema de la  perosidasa  dependiente  del  manganeso, los meladores se encuentran como un 

oxalato unido  al Mnii u otros radicales dicarbosíhcos  complejos, los cuales son capaces de oxidar  una 

variedad de  sustratos relacionados con la lignina. Los osalatos  quelantes de cationes como Ca2+, Fe'* y 

NH4+ dan  como resultado en ensanchamiento del tamatio del poro  de la pared celular, lo cual  permite 

acceder a las moléculas de cnzimas dentro  de las  fibras, también estos  osalatos regulan la concentración 

'de los iones  hierro por mcdio de la  reacción de Fenton. I h t a  rcaccibn abastece el ambiente  de la 

degradación de la lignina en la  madera con  iones  hidronio altamente reactivos (H30') y radlcales 

hidroxilo (€40' y HO), l o s  cuales inician la  despohncrización de la lignina. 

Aparte de la  ligninólisis  llevada a cabo  por el 3-hidroxi  antranilato  producido por I~cnopom~ cinnabarinus, 

que es el  mejor  mediador  conocido en la lacasa, se h a  encontrado  que la deslignificación de la pulpa de 

papel por la lacasa, puede ser estimulada por la adición al mismo  tiempo  de u n  colorante de bajo  peso 

molecular u otros  donadorcs  aromiticos de hidrOgenos, que  actúan como mediadores, por  ejemplo  el 

icido 2,2 azinobis (.)-etilbcnccnotiazolina-G-sulfb~~ico) (AKl'S) (Bourbonais R., 1777) o el 1 - 

hidroxibenzotriazol (H13'1J (Call H .  P., 1994), quc s o n  mediadores artificiales, 

El descubrimiento del tI13'1' introdujo u n a  nuc\-a clase de mediadores que ticnen grupos funcionales N- 

OH, y son productores dc radicales NO, pues  estos  grupos químicos cstabilizan la estructura  de los 

propios  mediadores y por ello son seleccionados en diversos  estudios para la  osidación de la lignina. 

Otros eficientes  mediadores incluyen el icido violúrico y la N-Hidrosiacetanilida  (Amman M . ,  1777). 
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Cooperación de enzimas en la degradación de  lignina y celulosa 

Hasta  hace poco tiempo la enzima lacasa no había sido  considerada como  un agente  oxidante de la 

lignina, porque su acción catalítica produce un cambio más pequeño  del potencial  rédox, comparado 

con  el catalizado por las enzimas  peroxidasas. Pero gracias a los estudios  del grupo  de Bourbonais 

(1999) y de Ericksson (1993), ahora se reconoce  que la enzima lacasa también  puede  oxidar la lignina. 

En una  revisión hecha  por Leonowickz y colaboradores (1999), se postula la interdependencia  tipo 

retroalunentación del  proceso  de deslignificación y degradación de celulosa. Esta  hlpótesis es niliday así 

como el reporte por  Gottheb  colaboradores (1950), de que el crecimiento  del micclio sobre la madera 

y degradación de lignina esta relacionado con la acción cooperativa de varias enzimas. Por ejemplo: la  

celobiosa quinona  oxidoreductasa,  que  coopera  con la lacasa y la celulasa en la despolimerización de los 

componentes  del  complejo ligninocelulósico. 

Además la lacasa puede  funcionar como  parte  dc la vía biosintdtica, generando  compuestos  que se 

destinan a la cadena  del  transporte  de  electrones. L<ste modelo  de degradación, ha sido  modificado  para 

incluir enzimas  que  recientelncnte se han descubierto v radicales que  son activos en la transformación 

del  complejo Ligninocelulósico. En  este  sistema, las enzllnas  son  secretadas por la  hifa del hongo al 

ambiente en la cual la citada acci6n  cooperativa,  junto con la de  intenwlción de los mediadores, citada 

en la  secciGn anterior. 

Un aspecto  importante, es la producción de agentes  quelantes y de  radcalcs, llamados  "mediadores" y 

que  son  esportados  dentro de la madera,  actuando  como rnoldculas  clave en la degradación de las fibras. 

1'1 sistema de osidasas-lacasa, oxida radicales dc la lignina  hasta convertklas  en  quinonas,  que  sirven 

como fuente de osígeno par2 la glucosa osidasa (GOD) \./o la osidasa de T'eratrol (Vi\O). 

Las  enzimas que actúan  posteriormente,  producen  perósidos y previenen  polunerización  provocada por 

la lacasa, con la formacih de H 2 0 1 ,  el cual s i n e  como co-sustrato de la actividad ligninolítica de las 

enzimas LIP y hlnl'. L a  GO11 Y la (L'.\O) previenen la polimerizacicin y dcspohnerización acelerada de 

la  lignina ocasionada por lacasa  (Szklarz G .  y Leonowicz L\., 1986). La GOD posee dos funciones 

necesarias para la aceleración del  rompimiento: la oxidación de glucosa y producción de H,O, necesaria 

para la actividad peroxidasa. 
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Esto  también  reduce  los  radcales  fenoxi y quinoides,  producidos por la lacasa durante la oxidación de 

lignina. Cuando é1 oxígeno es consumido  en l a  segunda  etapa de la reacción glucosa-GOD se producen 

radicales o quinonas. 

Por otro lado,  el  mismo  exceso de las quinonas  producidas  por la lacasa inhibe a esta  enzima. De 

acuerdo a este  mecanismo, la GOD coopera  con la degradación  de lignina y la enzima MnP produce en 

esta reacción al H202 ,  que  junto  con la  lacasa, reducen las quinonas  producidas  por  esta  enzima,  lo  cual 

fachta la formación  de  fenoles  adecuados. 

La glucosa es  producida  como  resultado  de la hidrólisis de celulosa, con lo cual se origina el sustrato 

para la GOD. El oxígeno necesario para la GOD puedc scr reemplazado  por  quinonas  producidas  por 

la lacasa, a partir de  oligómeros  de lignina. 

Como resultado  de la oxidación  de la glucosa, se forma D-(;lucosa-6-lactona, la cual medante ciertas 

transformaciones apova el metabolismo  de  hongos  en el ciclo pentosa  fosfato y glucólisis. Por otro lado 

las lacasas desmeulan  oligómeros  que son producidos por las perosidasas y las degrada  a  fragmentos de 

bajo peso. 

Los fenoles son el sustrato  de la protocatecuate-3,4-diosigenasa o de o t r a s  diosigenasas como la 1,2,4- 

trihidroxibenceno -1,2 dloxigenasa o la catecol-l,2-diosigcnasa, presente cn hongos  (Rogalsh J. y Col., 

1996), que  por  su  parte  interviene en diversas reacciones de  rompimiento dc los andos aromiucos, 

formando  cetoicidos  que  ripidamente entran en el ciclo dc I<rcbs. 

Estos  mecanismos  cooperativos  puedcn  ocurrir en hongos que poseen todas las enzhnas  aquí  presentes 

como I’hanet-ohaefe d~ty.ro.porizfnz, l’hlebia t-udzulu, 7 >u/~ztftl.i utt:ridor y algunas especies de Pleumft~s. Sin 

embargo la existencia de  otro tipo de  mecanismos y sistemas de coopcraci6n y con  retroalunentacibn 

del  proceso  de  degradación  de lignina y celulosa puede ser posible. 

La figura 4 y 5, muestran el mecanismo  de acción de las diferentes enzimas,  resaltando la acción  de las 

lacasas en la  reducción de oxígeno y oxidación de  derivados  metoxifeníhcos. 
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Lacasa de Rhus vernicifera 2 2 1 4 2 0  

"""'Q HO 
OH 
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Lacasa de Hongos 
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del radical 

H3C O OCH3 H?CO OCH3 
OH 

I 

O* 

H 3 C O y O C H 3  
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Figura 4. La relevancia fisiológica de las reacciones catalizadas  por las lacasas de plantas y hongos. (A) 

Intervención de la lacasa del Órbol de la laca (Rhus vernicifera),  que interviene en  la  formación de radicales 

libres,  por medio de la oxidación  de  compuestos  fenólicos,  que  posteriormente  polimerizarón, para la 

formación de la lignina,  parte  importante de la pared celular  de  la  planta  (Solomon E., 1996). (6) Reacción 

típica  de  despolimerización  de la enzima  Iacusa perteneciente  a los hongos:  la  enzima  oxida los grupos 

hidroxilo de las subunidades  fenólicas de la  lignina,  en cooperación  con las polifenoloxidasas,  formando un 

radical o semiquinona, que posteriormente ataca otras  subunidades  (Solomon E., 1996). 
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Figura 5. Oxidación de la  siringaldazina  por lacasas de hongos. Izquierda: una  reacción típica donde un 

difenol  pierde un electrón  por la oxidación para formar  un radical libre, que puede convertirse en una 

quinona, catalizada por  la  enzima o por reacomodo espontáneo (Thurston C., 1994). Derecha: La reacción 

típica con la siringaldazina, donde el  primer producto  de la reacción es  un radical libre y la  formación de la 

quinona puede ser enzimútica o por reacomodo  de electrones  (Thurston C., 1994). 

Estructura de la lacasa 

En las plantas el sistema de la lacasa es un  componente  de la síntesis de lignina, pero cn las  lacasas de 

los hongos esta funcitin no sc rc;IIim, puesto  quc no  están consutuidos de lignina, aunque  si requiere 

degradarla, para obtener los nutrientes medante la  osidación  de las unidades fenólicas. Los primeros 

estudios para elucidar la estructura de las lacasas de  hongos fueron en 1'/7unero~.huete cblysoJp0ntrm. Se ha 

observado  que. al purificarse tiene  una  considerable  homogeneidad.  Estas  enzimas son clasificadas 

dentro  de la  farmlia de las oxZdm~n.c multicohe. Poseen en  su sitio acuvo 4 cobres clasificados de la manera 

siguiente: 1 tipo I, 1 tipo 11, y un par  acoplado binuclear tipo 111. Las características hasta este  momento 

indcan  que el sitio tipo I (o cobre azul), es  en  donde existe la transferencia de carga del metal que 

involucra un azufre de una cisteina p el Cu  tipo I1 el cual absorbe la luz a 605nm. 
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El  Cu up0 I1 exhibe  una baja absorbancia y el  siuo I11 involucra un acoplamiento  de  dos  centros  de 

cobre,  involucrados  en la absorbancia  a  330nm. Todos los  cobres  están  involucrados  en  el  mecanismo 

catalítico  para la transferencia de electrones,  durante  el  mecanismo  enzimático  de  oxidación  de 

compuestos  fenólicos  para la  formación  de  quinonas. 

En la figura 6 se obsewa el  acoplamiento  de  &chos itomos de cobre y las distancias en  Angstrom, así 

como su  intervención  en la oxidación de  compuestos  fenólicos.  Hasta  estos  momentos, en el 

basidiomicete i'leru-ofus osfreatm se  han observado isoenzimas  con dos  átomos  de zinc, un  átomo  de 

hierro, y solo  un itomo  de  cobre  por molécula  enzimitica.  Aunque otras isoenzimas que se han  extraído 

de  diversos  hongos  tienen  características  diversas. 

Figura 6. Estructura  del  sitio  activo  de las osidasas  multicobre y formación  del puente  peroxido 

Sitio T2. r o t d o  

Sitio de acoplamiento  trinuclear. Los sitios tipo I 1  y I l l  fueron 
obtenidos  por  cálculos  en los campos de unión  superimpuestos, 
incluyendo  el  orbital p Del puente  hidróxido  oxígeno. El tipo I I  
esta rotado 90" para su claridad (Solomon E., 1996) 

B I T2 

i) 
2 

1 1 ' '  I T3 = 

Dos posibles  modelos para el puente  peroxido. AI 
acoplamiento  trinuclear: (A) Puente  entre  el  Cu tipo 
2 y tipo 3 (B) Puente  entre los tres  Cu  (Solomon E., 
199hl 
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Estas  consideraciones  son údes  para explicar porque  es crucial para las enzimas lacasas, tener  un 

suministro  adecuado de  cobre  en el medio  de cultivo y porque  este  tipo  de  metal  podría ser inductor  de 

las enzimas.  Además en diversas investigaciones efectuadas  extrayendo las enzimas lacasas de &versos 

hongos,  se  han  descubierto características cada  vez  más &stintas, que  serán  mencionadas  en la siguiente 

sección. 

Propiedades  de las lacasas  de hongos 

En la tabla 4 se  muestran las propiedades  de las  lacasas que han sido investigadas hasta 1999 

comparando  entre las Aferentes lacasas de  hongos, así como algunas propiedades (‘l’hurston C. Y Col., 

1994; Szklarz G. y Col., 1989; Bockle B. y Col., 1999; Das X. Col., 1997; Ardón O. Y Col., 1998; 

1,conowicz A, 1999,  resaltando las 5 lacasas tanto  en l’lrt/rot~~.spr~lnlonurit/s como en l’/ejet/ro¡u.r o.r¡reufus. 

Tabla 4: Comparación  entre las características de las  lacasas en hongos 
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La similitud con la enzima  ascorbato oxidasa es  muy significativa. Esta proteína  ha  sido cristalizada y 

analizada por  &fracción  de rayos S (Messerschmidt A. y Huber R., 1990), y se  comparó con la 

estructura  tridmensional  de la lacasa obtenida  del  hongo Neuroqora crassa. 

~, . , ,,, ,̂” , I  

Los es tu los  se  encaminaron  a investigar la estructura  del sitio activo  comparando a la  lacasa con la 

ascorbato oxidasa. Estas  enzimas  contienen  tres  tipos  de  cobres  que  se  distinguen  por sus características 

espectroscópicas,  antes  mencionadas.  El análisis de la secuencia de  aminoácidos de la enzima lacasa 

perteneciente al hongo NeJtroJporo crmw y la  de la especie l’ldd&l rudatu, muestran una estructura  en 

forma  de  p-rizo parecida a la descrita a 1a perteneciente a la enzima ascorbato oxidasa (Saloheimo y Col., 

1991). 

Otras evidencias muestras  una s i r d t u d  del 509’0 en los aminoácidos de las lacasas en  micromicetos 

como A.pergifhs nidz1lan.s p Neuro.pora L T U S . ~  con las de basidiomicetes como PLezmtuJ. (Leonowicz A,, 
1999). 

Se conoce  que  muchos basidiolnicetcs producen múltiples formas elcctroforbticas de lacasas, tanto intra 

y extracelulares como lo demostraron en gel de poliacrilamnida (P,-\GE) -zimograma o electrocnfoquc 

(Wood, 1980; De Vries y Col., 1986; Choi y Col., 1987). Rlaich Y Esser (1975), encontraron  que las 

múltiples isoformas  de la  enzima lacasa, en basidiomicetcs que  degradan la madera,  fueron parecidas e n  

gwpos taxonómicos  del.mismo nivel, pero  no  en  grupos  dc  hongos  de un orden  superior.  Prdhnger y 

hldttoris (1979), observaron diferencias en las electroformas  de las cnzimas lacasas, entre  poblaciones 

alelopiticas en  el hongo I’lef/ro/J/J os/reu/us. Kerrigan !’ Ross (1988) corroboraron  estos  estudios e n  

,4pr%ns~ hz.tpm/.c, observaron similitudcs aparentes  entre las lacasas de esta especie, afirmando  que se 

puede aplicar esta técnica en  hongos  de  diferente  grupo  taxonómico.  Este  método  puede aplicarse para 

la identificación de cepas productoras  dc lacasas v tambibn para la  diferenciación entre especies de 

l ’ / c ~ m / ~ ~ r ,  que son mot iw de csta tesis. 
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Mecanismos  de  desactivación  de  peroxidasas  en cultivo  líquido 

La degradación de lignina por basidlomicetes, como Plemro/us, es la mejor estudada,  por  su potencial 

industrial y como degradadores de lignina de las pajas. Estudos hechos por el grupo de Bockle y 

Martínez (1999), etiquetando con C,,, algunos compuestos parecidos a la ligmna, demostraron  que la 

oxidación del Mn?” en i’/emroh/s pt//nzonatiz/.r, estimula la mineralización de la  l i p n a  cuando  el  hongo 

crecía en  fermentación sólida (SSF). 

El Mn3+ esta  involucrado, y puede  ser  generado por la oxidación de Mn2+ por peroxidasas, que son 

secretadas por  el  hongo. En presencia de quelantes  secretados por  el  hongo,  el A h ”  formado,  puede  ser 

el responsable del  ataque a la lignina a larga distancia por el  micelio del  hongo. Se han purificado siete 

M n P  de cultivos Líquidos v SSI; de I? uyqiz~~~ I? pr//nlo/l~r/inx (hlartínez hí. J . ,  Ruiz-Duenas F. J .  y Col., 

1996). Dos peroxidasas se han  obtenido  de cultivos líquidos de P / e m / m  os[t-eutu/s. Seis de ellas,  las de 

l’/eum/~/.\.pu/nlonol-il/..l. tienen actividad sobre  sustratos aromáticos fenólicos y no fenólicos y colorantes, el 

pH óptimo  de estas  cnzimas es de tres. 

La caracterización de nuevas  peroxidasas aisladas del hongo I’/euro/u.s etyngii se han investigado a partir de 

los  aminoácidos v de la arquitectura  molecular de esas enzimas, que  son parecidas a las de 1’. 

c6ty.mpotizm. Iktas tienen sitios de uni6n a A h ” ,  que  poseen la habhdad  de oxidar M n ”  (hlartínez Al. 

J., Bockle 13. y Col., 1996). 

Estudios  hechos en I? pr//?mto/iu.r, por los mismos  autores,  demostraron  que es un  hongo ligninolítico, 

que ha mostrado una gran miner;llizaci6n de la lignina. Se h a n  descrito  grandes niveles de  perosidasas 

en medios que  conticncn pcptona donde crece I? ~ t 1 / 7 m m / i 1 1 . s .  Ida producci6n  eficiente y purificación de 

estas enzitnas en cultivos  lícludos muestra un muy rdpido declive en la actividad peroxidasa. l’/ej/t-o/L/s 

prr//monarius secreta  peroxidasas versides  que oxidan Ah”, así como diferentes compuestos  aromáucos 

fenólicos y no fenblicos. Durante el cultivo, la producci6n  de  enzima mostró un pico  tan  alto como 

lOOOU/l,, que fue medido  por la  formaci6n de ’lartrato-hln”,este pico fue muy efímero,  debido a la 

cstabhdad  de la enzima (arriba del 80Y0 de la actividad se per&ó a las 15 h). 

En filtrados obtenidos  de  estos cultivos, la desactivación fue más rápida, por la acción de proteasas y 

por  un  aumento  de H 2 0 2 ,  que  perdió la actividad en  pocas horas. Por  otro  lado  el anisol es  un  sustrato 

natural de la Aril Alcohol oxidasa, otra  enzima  que es importante  en la degradación de l i p a  y es la 
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principal fuente  de H,O, en cultivos de P/cut-otz~~-,  se  ha  visto que la achción de anisol  a  fitrados 

conteniendo  enzima  estable  de peroxidasa, &o como  resultado la desactivación  rápida. El descenso  en el 

pH también  puede  afectar  dramáticamente la establlidad de la peroxidasa de l'leumtt/spu/monantls, ya que 

se ha observado  que  en  un  intervalo  de pH  de 3.2-6, hap un  incremento  del nivel de desactivación por 

peroxido  de 5 a 80% después  de una hora (figura 7) (Muiioz C. y Gudlen F., 1997). 

C 2 4 ti 8 1,3 12 

Time (days) 

Fig. 7. Actividad  de las diferentes enzimas durante 13 dias de  crecimiento  de Pleurotus pulmonarius 
en Medio Líquido locasa 4 Aril Alcohol  Oxidasa U proteasav.  peroxidasa O y pH[ ....) 

Sin emGargo, la estabilidad d e  la enzima se obscn-6 despubs de la adicibn con catalasa y Aln2.. Se h a  

visto que  entonces la produccihn de H 2 0 2  por el hongo durante la osidacitin de  metabolitos  aromiticos, 

es responsable  de la  dcsactivaci6n de la  pcrosidasa y que la enzima puede  protegerse e n  parte  en 

presencia de otros azúcares  reductores. Ilu estudios sobre la  estimación dc peroxidasa, se h a  observado 

que existe  una  secrcciim  cnzitnitica difcrcntc para cultivos  lícpidos (l30cklc R. y Col., 1999). 

Como se h a  visto  en esta  seccitin, l a  acci6n de las pcrosidasas es importante para la deslignificaci6n y en 

la oxidación  de  compuestos fcnólicos  importantes, en acción concertada  con la enzima lacasa. Ida 

presencia de pequefias  cantidades de pcrhsido,  provoca una acción catalizada por las perosidasas e n  el 

medio  donde  crecen los hongos v esto  tambii.n a su vez inactiva la osidación enzimática de la enzima 

lacasa (Mufioz C. y Gulllen F. 1997). 
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Bockle, Martinez y colaboradores (1997), hacen  evidente  una  forma  de inactivar a las enzimas  MnP y 

Lip,  por  me&o  de la adción  de 100 UE/mL de catalasa a los extractos  obtenidos de  hongos.  Esto es 

importante para los fines que persigue esta tesis, ya que al cuantificarse las lacasas en extractos totales, l a  

presencia de las peroxidasas influye en la estimación efectiva de la actividad de la enzima lacasa en las 

cepas de Plezlrotus. 

Otro  aspecto  importante, es que  los  sustratos  uulizados para la determinación  de la actividad enzimática 

de la  lacasa, como son el ABTS y la Siringaldazina, no son tan específicos para la determinación  de 

lacasas. Esto  hace énfasis en inactivar a las enzimas peroxidasas en los extractos  obtenidos  del micelio 

de I’letlrotz1.s. 

Por  otro  lado, se han  descubierto algunas isoenzimas de las  lacasas con  propiedades  interesantes,  que 

podrían ser útiles con fines aplicativos, como es l a  búsqueda de enzimas  con características especiales: 

termotolerantes, rcsistcntes a las condiciones drásticas de pH o a catalizar reacciones en fase no acuosa, 

degradación  de  colorantes,  etc. Este aspecto se tocará en la siguiente sección. 

Isoenzimas de lacasa  en otros hongos 

Otros  hongos  como 1’leurotu.t. erytgii, generan  una  gran variedad de lacasas, con  propiedades l s t in tas  

(isoenzimas). La importancia de su actividad y el probar  distintos  sustratos, las ha llevado a purificar, por 

diversas técnicas, con  un  rendimiento variable (figura 8 y tabla 5). 

Cultare tlmr (dayn) 

Figura 8. Registro de la actividad  de las lacasas y AAO, proteína y azúcares  reductores en cultivos de Pleurotus 

eryngii 
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Tabla 5. Purificación de isoenzimas de lacasas de 1'. elyngii 

Ultrafiltración 237.5  5.02 95.0 47.3 

Shephades G- 

1 O0 

147.4 91.3 1.55 238.1 

Mono-Q (1") 

Lacasa I 

32.8 0.35 83.4 Lacasa I1 

51.3  0.26 138.3 193.3 

339.6 

Mono-Q (3") 

Lacasa I 

Lacasa I1 

503.9 34.2 O. 17 85.5 

547.5 26.3 0.12 65.7 

Superosa 1 (Idacasa I) 1 75.0 I 0.14 I 30.0 1 535.7 

1 .o 
3.7 

11.5 

38.5 

25.7 

39.3 

42.8 

41.9 
1 

Las lacasas fueron  purificadas a partir de 3 litros de cultivo. La actividad fue calculada con 0.05 mM de 

siringaldazina como sustrato  (Muñoz y Col., 1997) 

Las lacasas I y I1 de este hongo son gluco-proteínas  monoméricas con 7'','0 v 1"!0 de  contenido  de 

carbohidratos, masa molecular (por PAGE-SDS) de 65 y 61 K D a ,  y con pI de 4.1 y 4.2, 

respectivamente. Ambas isocnzimas son estables a pH altos,  reteniendo el 60 a 70% de actividad 

dcspués  de 2411 hasta PI-I 8 a 12. I A  composicibn  dc  aminoicidos y secuencias  N-terminal  fueron 

determinadas,  difuiendo altamente de las  lacasas de  otros basidiomicetes. L a  aplicación de anticuerpos 

contra la lacasa I han  sido  probadas  con la lacasa 11, así como  con las  lacasas de I? ostreatm; P. puhzonaritls 

.y I? jiblimiam/~. (h,lufioz C. y Guillen F..,1997). 

La oxidación de difercntcs  fenoles  hidroxi y metoxi  sustituidos y aminas  aromáticas, por las dos 

isoenzimas de lacasas de I? e t ~ q z i  ha sido variable, debido a la naturaleza, número y dsposición  de 

grupos funcionales en los anaos  aromiticos  sobre las constantes cinéticas (tabla 6). Ambas  presentan 

afinidades s ida res ,  la tasa mixima de reacciGn catalizada por la lacasa I fue mis alta que para la  Lacasa 

11. En reacciones con  hidroquinona p semiquinonas  producidas por isoenzimas de lacasa, fueron 

producidas  quinonas vía enzimática y en segundo  término  por un reacomodo  de electrones. 



Tabla 6. Constantes cinéticas de las  lacasas de P. etyngzz 

p-anisidina 542 1173 3.1  20.6 6.6  3.3 17.9 5.4 

p-Metoxifenol 253 4990 0.8  10.8  13.5 0.9 0.8 0.9 

Guayacol 465 12100 7.6 5.9 0.8 8.0 1.3 0.2 

Catecol 392 1456 2.2  32.1  14.6  4.1 15.4 3.8 

Q Hz 247 21028 4.6 21.3 4.6 2.5  2.6 1 .o 
Me QH2 250 21112 3.1 123.3 58.2 1.6 8.4 5.2 

2,6- 

Dimetosifenol 
368 27500 1.4 54.3  38.7 0.4 3.3  8.2 

Reacciones de las lacasas I y I 1  con diferentes  compuestos,  en  condiciones de amortiguador de acetatos 100 

mM a p H  4 y 5.3 respectivamente. La A. y E fueron  usados  por  estimación espectrofotométrica de los productos 

de reacción formados (Muñoz y Col., 1997) 

I 

1 

En la especie l'/e~/rof~/s se han aislado varias isoenzimas de la lacasa con características especiales, como 

ya se obscmci. Este  aspecto  es  importante ya que sc necesitan integrar  enzitnas que  puedan ser de 

aplicaciim industrial. Esto es importante, para los fines que csta investigación pretende  aportar  en el 

descubrimiento de enzimas  que  tengan  vínculo  con el crecimiento miceliar de los basidiomicctes. 

Utilización y búsqueda de mediadores de la  lacasa 

].,as técnicas de  blanqueamiento de la pulpa de papel con cloro o químicos con  cloro  como base, 

generan compuestos  que  son tóxicos  en el ambiente. Idos métodos de blanqueado  enzimático  han 

tomado  mucha  atención,  puesto  que las empresas necesitan reducir las cantidades de clorofenoles. Junto 

con la silanasa, la lacasa  se 1x1 incluido e n  estos  mbtodos  por su rersathdad. X expensas de mediadores 

redox, la  lacasa puede ser  implemcntada  en el blanqueamiento de la pulpa. La  lacasa tiene  importantes 

aplicaciones ya que también participa en la biosíntesis de la  lignina, degradación de la pared celular de 

plantas,  esclerotización en insectos,  formación de melanina en bacterias y virulencia relacionada con la 

melanina en  humanos. 
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MARCO 'I'Ei)RICO 

Por otro lado el  potencial  redox de la enzima es crucial  para la degradación, al natural o con  compuestos 

fenólicos y no fenólicos, ya que las subunidades no fenólicas, son las más  predominantes  de las 

l.x., , . "  _ _ _ l _ : " .  . ,. . .j" , .  , " _ .  . . 

estructuras  de la lignina en la madera,  tienen  altos  potenciales  redox. 
2 2 7 4 2 0  

Por ello se había estudado,  que la peroxidasa es capaz de oxidar compuestos  aromiticos no fenó,licos 

con muy altos  potenciales de ionización como el 1,2 dunetoxinbenceno (E '/2 =I 5OOmV) y el  alcohol 

veratdtco  (Feng  Xu., 1996). 

Se creía que esta  enzima  era  importante  porque la lacasa no podía  oxidar el alcohol  veratríhco.  Aunque 

se  ha demostrado  que la lacasa es  capaz de oxidar  algunos compuestos  (mediadores  redos)  con  un 

potencial  redox  alto,  pero no se  han  demostrado los  mecanismos de  cómo se efectúa. Se han  hecho 

muchos  esfuerzos por buscar  medadores  redox más  efectivos  para la lacasa, con el fin de degradación  u 

oxidación de  compuestos. 

Feng  Xu (1996) ha  obsewado,  que la lacasa puede degradar  compuestos, ya que se han determinado los 

parámetros  de lacasas puras, medante a oxidación  de  dímeros p-0-4, quc son las más  predotninantcs 

subestructuras de la lignina p el rojo de  fenol,  usando mediadores. Las estructuras de los medadores 

redox,  que  se  probaron  con las lacasas para  este  estudio f k r o n  de  cuatro  fuentes: l'ycnopom~ (iu/rabarim/.c., 

Trametes villosa, h4yceliopl)tora femzophilay l3ottyfi.r Linereu. Un efectivo sistema mediador  de la lacasa para la 

degradacicin de la lignina, puede  tencr las siguientes características: una alta I<,,, para un  mediador 

efectivo de lacasa,  alto  potencial  redox y que sea resistente a la dcsactivación por radicales libres  del 

mediador  de la lacasa. 

Los descubrimientos  concernientes al papel  que  juegm las lacasas y en  particular  los  mediadores tanto 

sintéticos y naturales en la biodegradación  de la lignina, cstin apoyadas en varios fundamentos y 

estudos, sin embargo es posible  que  existan  mecanismos  que  puedan  ser  descubiertos,  para  el 

funcionamiento  de la lacasa y de  otras enzimas  cooperativas,  apoyando las transformaciones  del  proceso 

ligninocelulósico  e  investigaciones  referentes a la estructura en particular de las lacasas. 
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La fermentación  en  medio  sólido es un  proceso  microbian0  que  ocurre  principalmente  ,sobre la 

superficie de materiales  sólidos,  que  tienen la propiedad  de  absorber o contener agua con o sin 

nutrientes  solubles y materiales que  pueden  ser o no biodegradables.  Algunas  características  que 

determinan y controlan la fermentación  en  estado  son: la humedad y aire  necesarios en el soporte, para 

el crecimiento y cultivo  de  los  microorganismos  u  hongos, el intercambio  de gases  (oxígeno y COJ a 

través de los poros del soporte, la salida de  metabolitos  secundarios y productos  que  posiblemente  sean 

tóxicos  para el crecimiento y control de la temperatura  por  me&o  de la circulación de los  gases  (Zadrazil 

F., 1992). 

L a  variedad de  productos  que  han sido obtenidos y las características de  este  proceso  han  sido 

extensivamente  revisadas por Xuria y colaboradores  (1992). En fermentación  en  estado  sólido,  son 

usados  generalmente  los  subproductos  de la agricultura, en el cuál el crecimiento  ocurre  dentro o en la 

superficie de  este. X causa  de  que el crecimiento esta intimamente  ligado al soporte, es muy difícil el 

medir la biomasa  directamente.  Uno  de  los  métodos más usados  para  estimar  el  crecimiento,  es por 

medio  del  consumo  de O2 y/o producción  de CO,. La estructura  del  fermentador  cambia dependiendo 

del  tipo  de  microorganismo  cultivado y composición  química del soporte. 

Por  otro  lado los  microorganismos  invaden  los  poros  ksponibles y cambian la  composición  química  del 

soporte, ya que  el  crecimiento  cubre la superficie  del  soporte. L a  modificación  del soporte  por 

consecuencia  del  creclllllento  cambia el coeficiente de transferencia  del  gas  en  este  medio. 

La fermentación en estado  sólido,  tambikn se lleva a cabo en  sdportes  inertes, como una alternativa a la 

fermentación en cultivo  sumergido y en sustrato  biodegradable. 

En alios recientes se ha  reconocido las ventajas de la fermentación en m e d o  sólido, sobre la 

fermentación  en  medio  líquido,  sobre  todo  en la producción  de  metabolitos  fúngicos y en la producción 

de enzimas (Romero-Gómez y Col., 2000). 
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MAlZCO 'IE~>RlCO 

En fermentación  en  estado  sólido, no existe un  método universal para la determinación de la biomasa. 

El mismo  problema existe en la fermentación sumergida. En muchos  de los casos la estimación es 

esencial, para  lo cuál, existen  métodos  directos  e  indirectos.  El  escoger el camino por el cual se va 

estimar, depende  del  proceso y su escala (laboratorio o industrial), el objetivo, la necesidad  de  que sea un 

método  simple y rápido. La fermentación  en  medlo sólido, también  se u d z a  para los alunentos, 

producción  de  enzimas y ácidos orgánicos. 

, I  I .I" . , , ~, , *, _*. .. ,, , ?* ., . . ., ~ " ,  . ,  

El mismo  problema  se tiene en la estimación del crecimiento,  es decir calcular la velocidad específica de 

crecimiento (p), que es característica para cada especie de hongos, ya sean  micromicetes,  en  este caso 

hongos  filamentosos y/o macromicetes,  como  lo es P/emufu.r. 

A este  respecto,  Viniegra-González y colaboradores (1993) sugieren que los datos  morfométricos,  junto 

con  un  apropiado  modelo  cinético, es una  manera de estimar la  velocidad de  crecimiento (p), de los 

hongos  crecidos  en  sustrato  sólido. I,a validación de  este sistema modelo,  puede ayudar a mejorar la 

medición de  diferentes especies de  hongos y formulación  de medos  de cultivo a escala de  laboratorio. 

La aplicación práctica de este  tipo  de  fermentación y su relación con el modelo  matemático, esta 

relacionada a l  posible uso. de A.pel;gi/h.c. 11lger para la producción de ácid0 cítrico por  medio  de 

fermentación sólida (Gutiérrez-Rojas y Col., 1995) como se indica a continuación: * 

Estos  modelos y otros ya propucstos relacionan las características morfológicas de los hongos,  como 

son el diámetro promedio de las  hifas ( D h  [pm]), velocidad de extensión radial (ur[pm/h]), 

longitud promedio de la hifa en el cultivo (L,,,) y constantes que  son específicas para cada especie 

de  hongo (A y B). Este  mismo  modelo es uullzado para estrmar la velocidad específica de  crecimiento 

experimental  cn /'/e?/t-O/7/X, modclo clue ya fuc aplicado en ,4petgi//J/.r +get- (J,arraldc-Corona P. y Col., 

1997). 
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Prosser y Trinci (1979), en  este  campo  de estudo, han  propuesto  un  modelo de crecimiento hifal y de 

ramificación, que relaciona  los  eventos citológicos dentro  de la hifa junto con la cinética de crecimiento 

miceliar. El  modelo  es capaz de predecir los cambios en la longitud  hifal y el  número y posición de las 

ramificaciones 'y septos.  Este  modelo  se basa en los  cambios en la concentración de vesículas y núcleos. 

Prosser (1990), afirma que son tres los mecanismos que contribuyen a la formación  del micelio. 

Primero:  que  el  crecimiento se comporta  en  forma polarizada, es decir, un crecimiento en los  extremos 

de las hifas, además de  que las hifas se extienden en sus  puntas.  Esta característica permite  que las hifas 

alcancen  una  velocidad de extensión elevada. Del mismo modo la longitud de las hifas (el crecimiento 

en la  zona periférica),  contribuye al crecimiento en  pequeñas  zonas hacia sus  puntas(extensión radial). 

Segundo: que la frecuencia de iniciación de las ramificaciones esta cuidadosamente regulada. Por último, 

que los mecanismos, como el autotropismo, regulan la distribución espacial de la hifa dentro del mnicelio. 

Esto sugiere que la iniciación de la ramificación puede a t a r  regulada por  un sistema,  involucra la  

producción,  absorción y distribución de vesículas dentro del micelio. Las vesículas iniciarán el 

engrosamiento de la pared celular de la  hifa arudando a la extensión de la misma  (Prosser J. I. y Trinci 

A. P. J. y 1979), pero también  tendrán la función de  transporte,  tanto  de  metabolitos  importantes para 

los  hongos, como de enzimas que  permiten la degradación, y posteriormente estas vesículas se 

encargarán del  transporte  interno para ashdaci6n de nutrientes. 

La producción  enzlmática por fermcntacibn shlida, apllcada a los hongos es una alternativa viable. Se 

han  comparado la produccibn  de  enzimas poi fcrmcntaciih  sdida y líquida, sugiriendo que la 

fermentación en medio sólido es m6s productiva que la fermentación en  medio líquido. Las principales 

ventajas de la fermentación sólida es la menor rcpresi6n catabólica para la producción de enzimas. Se 

han  uuhzado  como  soportes,  desechos agrícolas como bagazo de caiia. 

Sin embargo  una  de las desventajas de la fermentación sólida  es el  uso  de materiales biodegradables, 

debido a la dificultad para medu la biomasa producida,  que  nos  proporciona la velocidad de  crecimiento 

de los  microorganismos  (Zhu Y. y Col., 1996). Para solucionar  este  problema,  fue  uulizada la espuma de 

poliuretano (PUF), para la producción de enzimas de  hongos  (Zhu Y. y Col., 1996). 
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La espuma  de  poliuretano  ha  sido  uthzada  como  soporte sólido  en la producción  de  ácido cítrico por 

Aqhqidus niger (Young H. y Col.,  1989; Romero-Gómez y Col., 2000)., ácido  fumárico  por Rhi7opus 

arrhi~us y en la producción  de enzimas (Zbu Y. y Col.,  1996). En la fermentación  sólida uthzando 

espuma  de  poliuretano,  se u d z a  un exceso de agua y la pureza  que  ofrece durante la extracción de 

enzimas o cuantificación de biomasa es formidable, y su  principal  ventaja  es que es un  soporte  inerte, no 

degradable. Los resultados son reproducibles  al uthzarlo para el crecimiento (Zhu Y. y Col.,  1996). 

En el caso  del  lnicelio  de  macromicetes, como f'/eLwohJ., nunca se ha uthzado este tipo de  soporte  inerte, 

esto abre  un  campo  importante para su udzación  con fines en la estimación  de la velocidad de 

crecimiento e inclusive de la formaciGn de cuerpos  fructíferos  para  estimar la eficiencia  biológica,  que 

tanta  variabihdad produce  en la estimación  estadística. 

En este  estucho se ha propuesto la  udzación de l a  espuma de  poliuretano  para el crecimiento  de 

I'let/rott/s, como  un  soporte inerte,  que  perlnite  una  adecuada  estimación de la biotnasa, adernis  de 

facdttar  una  exu-acción de las enzimas y una cuantificación  adecuada de la actividad de la lacasa en 

extractos  provenientes  del  micelio,  dependiendo  de la etapa de  crecimiento  de  los  basidiomicetes, 

aplicándose  los  modelos  antes  mencionados. 
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OBJETIVOS 

Objetivo  General 

Contribuir la estudio  del  papel de las enzllnas lacasas en la morfogénesis de las especies del gCnero 

P/eumtus medlante la caracterización de las enzimas lacasas del micelio en estadio  joven y maduro  de 

l’let/m/~t~,pzt/mona~~~~. (HIWP127) y I’/ez/m/rds o.rfrra/,vs (uX’l’l’o7). 

Objetivos Particulares: 
Aplicar métodos histoquítnicos y bioquímicos, para determinar la temporalidad y localizaci6n v 
características de las enzimas lacasas del micelio maduro y joven de l’leJ/ro/u.c, crecido sobre 

poliuretano (PUF). 

0 Desarrollar un  modelo cinético espacial de l a  producción de lacasas durante el desarrollo  del 

micelio de I’leuro/zts sobre PUF. 

Comparar las propiedades de las enzimas lacasas producidas por l’/er/ro//f.r. 

(:aractcrizar la distribuci6n  temporal y espacial de la actividad cnzimitica  de la lacasa, durante el 

desarrollo de  dos especies de Plec/rotm y determinar sus posibles diferencias moleculares. 



H I P ~ T E S I S  

L a  producción  de lacasas que  oxidan fenoles en las cepas de P/e//rofus o.r/rea/m (I’o7) y l’/ewo/us 

pulmonnrius (Pp127) puede  cambiar  durante el proceso  de  crecimiento mnicelial, desde la etap a J oven a 

la madura y depende del tipo  de cepa utilizada. 

0 Se supone  que las enzimas lacasas, juegan un  papel  importante  en la morfogénesis  de l’lcurotus y 

que  su actividad enzitnática esta asociada primariamente,  con la emergencia de hifas maduras y que 

después se difunden hacia el resto del micelio. 

Se supone  que esta actividad enzirnitica se expresa al final del crecimiento lnicelial del hongo 

0 Se supone  que las distintas especies de P/euro//t.r, pueden  producir diversas isoformas dc la  lacasa con 

distintas propiedades  fisicoquínicas. 
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Algunas  especies de  genero f'leumtm, han  tenido  repercusiones  comerciales y de investigación  actual 

profundas. En el campo  de la  investigación se ha tratado  de verificar como  se  efectúa la degradación 

natural de los hongos  en  general y la cooperación  de las diferentes enzimas,  pero  los  mecanismos  aún 

son poco  conocidos  tanto  en esta  área, como  en la de  efectos  fisiológcos in vivo. 

Por  otro lado, las enzimas  de  algunos  hongos  han  tenido  un auge pleno  industrialmente,  por  ser 

versátdes en  propiedades bioquimicas T' por su produccih fisiológica abundante.  Una  de estas  enzimas 

es la lacasa, que  en los alios recientes h a  sobresalido por poseer  todas  estas  virtudes. 

Las lacasas se han tratado  de purificar, pero los mdtodos  aplicados  para ello son bastante largos,  para 

finalmente  obtener una pureza  enzimática  adecuada.  Se ha buscado  una  manera  segura  de  cuantificación 

de la actividad en  extractos  enzitnáticos  mediante la desactivación de otro tipo de enzimas  que  puedan 

participar en los extractos  enzimiticos,  como las peroxidasas. Se  ha investigado que las enzimas 

Ligninoperoxidasa (Lip) J: klanpneso peroxidasa (Mnl') están  ausentes en la especie f'/wro/z/.s o.r/reca/u.r, 

pero  que esta  especie posee dos oxidasas  descubiertas  por  Young-Hoon  Han y colaboradores (1996), la 

D-glucosa  oxidasa y la perosidasa  extracelular (Pol') como  generadoras  de H,O,. En la especie Pleru-ottlJ. 

pdmonunus se han  detectado peroxidasas (Uocklc 13. Y Col., 1999). Una forma de desactivación de estas 

peroxidasas es la uthzación  de catalasa que es dcpcndiente  de  peroxido  con el fin de  que estas enzitnas 

sean desacti\.adas. 

Se han hecho  estudios  sobre los sustratos m i s  adccuados para mcdiciGn de la actividad de las lacasas, 

aunque la gran mayoría son inespccíficos, ya quc tambikn  pueden  ser  oxidados por las peroxidasas. 

Entre los más utilizados esta el Al3'l'S (13ourbonais R., 1999) y la siringaldazina, que es el mis  específico 

para las lacasas (Leonowicz A .  Y Grzvwmwicz l\., 19W). 

Por otro  lado, se han efectuado los estudios  sobre el crecimiento de algunas espccics de  hongos 

micromicetes, en espuma de poliuretano (PUF) (Romero-Gómez S. J .  y Col., ZOOO), con la finalidad de 

síntesis y secreción  de  enzimas  de  interés, );a que es una  manera h p i a  y fácil para su  obtención.  Este 

tipo de  soporte  no  biodegradablc,  no se ha aplicado en particular  sobre  especies de basidiomicetes como 

Pleurotus, hasta años recientes (Dombrorskaia E .  N. y Col., 1997). 
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Lo anterior  hace  más  atractivo el aislamiento y el estudio  de las lacasas del  género l’leumtus, que  por  lo 

general  se  ha  cultivado  sobre  desechos agroindustriales (Mata G. p Martinez-Carrera D., l988), y que no 

permiten  una  extracción enzimática adecuada. 

Se  sabe  que los hongos ligninolíticos son  productores considerables de lacasas en  forma  natural,  pero  en 

cultivo sólido o líquido, en algunas especie  de Pleurotm, la producción  se  ve  disminuida  por los 

fenómenos  de  represión catabólica. Las investigaciones hechas para una  mayor  producción de lacasas 

(Koroljova-Skorobogat’ko y Co1.,1998; Das N y Col., 1997; Palrmeri G. y Col., 2000), permiten  que se 

obtengan  en  cantidades  considerables  durante el cultivo de I’leurotzts, por medo  de la uthzacicin  de 

inductores  de estas enzimas. 

Las investigaciones con las especies P l e t m f m ,  h a n  mostrado  que  pueden  produclr una  cantidad 

considerable de lacasas con  respecto al tiempo  de  crecimiento p que  posiblemente esta enzima tiene 

vínculos con el crecimiento micelial, además del desarrollo  de  carpóforos (Das N. Y Col., 1997). I-:l 

seguimiento  de los patrones  enzimáticos  de l’/u/ro//q ayudará en la mejoría de las condiciones  de 

producción v calidad de las cepas udzadas, pudiCndose plantear como una forma  más dc selección dc 

cepas con alta capacidad lipnolítica, además de la posibhdad  de identificar nuevas lacasas con 

propiedades  interesantes. 
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Obtención  de las cepas inicial 

A partir de cepas Pleumtuspuhonarius (HIQP127) y P/eutvfus oshatus (UATPo7)  (proporcionadas  por el 

laboratorio de Biotecnología  del  Centro  de Investigaciones en Ciencias Biológcas  de la Universidad 

Autónoma  de Tlaxcala) se  inocularon cajas de  Petri  con agar extracto de malta (33.6 g/L),  e  incubaron 

durante  un  periodo  de  12 días de crecimiento, a una  temperatura  de 25OC. 

Obtención  de la cepa maestra 

Se inocularon  cepas del hongo l’/elelmft~.s ojheuhts ( u r i n o 7 )  y I’letlrofus pt/lnzonatius (FIK1’1’127) 

provenientes  de cajas con agar extracto  de malta (33.6 g/L) en  conhciones  de esterilidad, en matraces 

Erlenmeyer  conteniendo  2  g  de  cubos  de  poliuretano  de  0.25  cm por lado, impregnados  con 20 mL de 

extracto  de malta líquido (33.6 g/L, Bioxon). Los matraces  fueron  incubados  de 12 a 14 días a 28” C y 

en  condiciones  de  oscuridad para la  invasión micelial. Se  incubaron  matraces  Erlenmeyer  con  un  medio 

m’nimo para verificar si existía la degradación del soporte (0.50 g MgSO,, 0.46 I<=H,I’O,, 1.0 g KJ’O,, 
20.0 g dextrosa) (Martinez C. y Cruz F., l982),  con una proporción  de 20 mL de líquido por  dos  gramos 

de  soporte. 

Inoculación  en  cajas  de  Petri  con  discos de  poliuretano (PUF) 

Se prepararon cajas de  Petri  conteniendo discos de  poliuretano  de  7  cm  de  diámetro, para inoculacicin 

en  condiciones estériles, a partir  de  inóculos  con micelio provenientes  de los matraces  con las cepas 

LT:\’1*1’07 y HI<PP127. Los discos fueron  impregnados  con 20 mI, de  medio  de cultivo estracto  de malta 

(33.6 g/L, Bioson) Conteniendo icido  tinico (O.OOlM,  Sigma) y CuSO4 (0.0015h1, Sigma) como 

inductores  de lacasas. L a s  cajas fueron  incubadas  en oscuridad durante  periodos  de 3, 5, 7 ,  9, 12, 15, 18, 

21 días de  crecimiento  a  temperatura  entre 27-29” C. 

Determinación  de la Masa Micelial 

Las determinaciones  de  masa micelial se efectuaron a los 3, 5, 7, 9 ,  13, 15 y 21 días de  crecimiento  por 

triplicado. Se determinó la extensión  rada1  total  de la colonia. El  disco se tomó,  con unas pinzas de 

disección y fue colocado  en  un  embudo  de talle largo, para su posterior  lavado,  evitando arrastrar el 

micelio y secado  en  una  estufa a 40” C, durante 10-12 h y se calculó el crecimiento  por  hferencia  de 

peso. 
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Se determinó la velocidad específica de  crecimiento, por m e l o  de la sigwente  relación. 

dx/dt = p  x 

dx 

" - p [ 1- x/I<] x 

dt 

integrando  entre x,, y x en un  tiempo O a t y t -00 a x+k (ecuación 1) 

Donde: 

p es la velocidad cspccífica de crecimiento 

K es la capacidad  máxima  de carga o de  densidad  de la población de hifas en el sustrato,  que esta 

hnítada  por los nutrientes o por el espacio físico 

x es la cantidad  de lnicelio producido  en  un  tiempo t 

x, es el inoculo  con el cual se inicia  el cultivo 

Esta  ecuación esta justificada cuando la concentración del sustrato h t a n t e  en el culuvo, es mucho 

lllcnol  que el I<,, porque según Alonod (1943). 

Donde: 
S= concentración de sustrato 
p= velocidad  específica de  crecimiento 
I<,= constante dc disoc iac ih  del complejo 
enzimitico 
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Para estimar en buena medda el  crecimiento de las cepas de l'letlrottls, fue  usada la ecuación  propuesta 

por Larralde-Corona,  Viniegra-González y colaboradores (1997) (ecuación 2). 

u J ~ 2  

Tinción convencional y selectiva de hifas de Pfeurotus 

A las colonias de l'lez/rotz/.s desarrolladas sobre  PUF, se le adicionó 10 m I ,  de azul de toluidina 1'10 (Hycel 

de México) en  ácido  bórico (J. T. Baker) al lqó, dejando teiiir durante  un  periodo  de 10 minutos. Se 

e h n ó  el colorante  por  decantación y se adicionaron 20 mL de agua desulada  agitando por 1 minuto 

para e h n a r  el  exceso de  colorante.  El micelio central es teiiido, pero  no el de los  alrededores. La 

técnica se confirma por lnicroscopia y densitometría,  para evaluar con una mayor  certeza el área de 

unción de hifas jóvenes y maduras (Sánchcz C. 1' Moore D., 1999). 

Extracción enzimática de la lacasa  de Pfeurotus 

Las determinaciones se efectuaron  a los 3, 5, 7, 9 ,  13, 15 v 21 días de  crecimiento  en  discos de 

poliuretano, con crecimiento micclial diferenciado en zonas  maduras y jóvenes, determinando la 

intensidad de  color, por medio de  un analizador dc inxígcncs acoplado a un  microscopio  (Zeiss).  Cada 

zona fue aislada por  medio  dc un bisturí y tomadas  con pinzas dc diseccicin v colocadas en un  embudo 

de talle largo. Posteriormcntc se efectuaron  lavados con agua desulada, evitando  arrastrar el micelio y se 

colectaron las aguas de filtración. Se colocó cn un mortero la zona Iferenciada  de  poliuretano invadlda 

de la colonia,  adicionando  con precaucicin  nitrGgeno líquido y se molió hasta obtener  un  polvo fino. Se 

adicionaron 10 mL de  buffer  de acetatos pH 5 para la cepa I' oJ.frenfu.c y 5.5 para la cepa P. pu/~uonu)i~r,  a 

concentración 0. 1 M .  

Se filtró al vacío el extracto  primeramente por  me&o  de un papel Whatman No 42 y posteriormente 

con  un  papel  hldhpor No 2 y se recolectó el filtrado en  un  tubo  de centrífuga. Se adicionaron 30 mL de 

acetona  incubada en frío (hielo, acetona y sal), a los tubos  con  estracto  proveniente  del micelio y de las 

aguas de filtración y se centrifugó  a 10,000 rpm a - 4°C durante 15 minutos. 



Eliminado el sobrenadante se conservó el precipitado.  Se  secaron los restos de  acetona  por  medto  de 

aire para  evaporar  totalmente. Se  añadieron 0.3 mL (300 pL) de  amortiguador de acetatos  con  un  pH 3, 

4, 5 y 6; y de fosfatos  a pH 7 u 8 a  una  concentración lM, conteniendo una  mezcla de  inhibidor  de 

proteasas (50 pL de  inhibidor  de  proteasa  por l g  de  hongos o levaduras, Sigma) y 100 U / d  de catalasa 

(catalasa, Sigma) (1999), y se adicionaron 2.7 mL de agua desionizada. Se efectuó  una  prueba  de 

medción  de  proteína  para  determinar la cantidad extraída (Bockle B. y Col., 1999). 

Determinación  de los patrones de actividad enzimática para las cepas  de PZeurotus crecidas en 

PUF 

Se inocularon  cepas  de PleurOttlJ; como se i n l c ó  en la sección de inoculación en  cajas de Petri con 

PUF, incluyendo  los  inductores  enzimáticos  CuSO, y ácido tánico a la misma concentración y además 

se añadtó al medio  de cultivo extracto malta (33.6 g/L), una cantidad de ABTS en una  concentración 

5mM,  que  actuó  como  patrón de seguimiento  de la actiridad lacasa. Las cajas fueron  incubadas  durante 

21 días y se fotografiaron  durante  este  periodo. La prueba tiene como finalidad verificar, de u n a  forma 

fácil, si las enzimas  generadas  están asociadas al crecimiento o son extracelulares. 

Determinación de proteína total (proteína unida a colorante) Bradford 

Se determinó la cantidad  de  proteína total proveniente  de los extractos del micelio en estadio joven y 

maduro  de las cepas UX'l'Po7 y HIQP127, para los lstintos días de  crecimiento (3 ,  5, 7 ,  9, 12, 15, 18 y 

21 días) en caja dc Petxi con  poliuretano. Se tomaron 800 pL de extracto  en  buffer  de  acetatos 0.1M a 

pH 5 y 5.5, añadiendo 200 pL de  reactiro  de  Bradford (Sigma). La reacción se efectuó  por  5  minutos y 

posteriormente se leyó espectrofotométricamente, en celdas de acríhco a 595nm. Se calculó la cantidad 

de  proteína,  tomando  como base una  cuma  patrón  de  seroalbúmina  bovina en solución  de  NaCl0.15M 

a concentraciones  de  1.25, 2.5, 5, 8.3, 12.5 25 pg/mL. 

Se efectuó  una  curva  de la cantidad  de  proteína extraída contra el tiempo  de  invasión del soporte para 

los dos estadios de  crecimiento. Para cada una de las determinaciones  posteriores, la cantidad proteica se 

determinó  por este método  de  Bradford  (Bradford M., 1976). 
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Estimación  de los parámetros  cineticos K, y V,,, de la lacasa  con siringaldazina 

Se  colocaron y etiquetaron 9 tubos de ensaye lunpios y secos en  una gradilla. Se les adicionaron las 

siguientes cantidades  para el ensayo siringaldazina 0.5 mM  en  metano1 grado HPLC, para  me& la 

actividad de las lacasas extraídas del micelio total, con  amortiguador  de  acetatos lM, para las cepas 

U A n o 7  a pH 5 y HICPPl27 a pH 5.5 (tabla 8). 

Tabla 8. Ensayo para la determinación  de I(, p V,,, de las lacasas de la especie PLet/t-Ofm 

Se efectuó la lectura de la absorbancia a una  longitud  de  onda  de 530 nm para el ensayo con 

Siringaldazina, determinando la actividad lacasa por lapsos de 15 segundos  durante 2 minutos, en 

espectrofotómctro  (Bcckman). L’na unidad de actividad enzimitica, se definió  como el incremento  de 

una unidad  de  absorbancia/min cn un mililitro, la actividad específica se definió  como unidades  de 

enzima/mg  de  proteína. 

Determinación del efecto del pH sobre la actividad de la lacasa 

Se distribuyeron en tubos de ensaye, diferentes  cantidades del extracto  proveniente  del micelio total de 

I’/eurott/s, con el fin de  determinar el pH óptimo de actividad de la lacasa con siringaldazina (tabla 9). 

Los amortiguadores  correspondientes al  pH de 3 ,  4, 5 y 6 son de acetatos, los amortiguadores a pH 6 y 

7 son de  fosfatos a una concentración 1M. Cabe resaltar que los amortiguadores  uthzados  contienen 

50pL de inhibidor  de  proteasas J’ catalasa en una concentración  de 100 U / m L  (Sigma). 
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Tabla 9. Ensayo  del  efecto  del pH sobre la actividad de las lacasas de Pleurotus 

Se determinó la actividad espcctrof~)tomctricainetltc a 530 nm para siringaldazina, por lapsos de  15 

segundos  durante 2 minutos cn un cspcctrofotómetro  Beckman. 

Determinación  de la actividad  zimográfica de la lacasa de PIeurorus 

Se preparó la solución  de  monómcro por combinación  de  todos los reactiros  elaborados para la 

electroforesis  mencionados en la tabla 12, escepto el persulfato  de  amonio (APS) (Biorad) y N,N,N’,N’- 

tetrametd  etden  diamina [rthlL<L>) (Biorad) que se  adicionaron al final dc la mezcla con el fin de  que 

pohnerizara,  de  acuerdo a las siguicntcs  cantidades  para un gel al 10% (tabla 10). 

Tabla 10. I’reparación del gel de separación 

1.5 Al l ‘ r ~ s - I  ICI<S.H 2.5 1111, 2.5 m L   2 . 5   m L  

TELIGD 7 . 5 ~ 1 ~  5PL SpL 

hlonómero Total lOrnL 1OmL 10mL 
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5 m l ,  

19 m1 I 

4 ml. 

8 1111, 

2 ml. 

21111, 

(Laemmli U., I<., 1970) 

1 ml, 

3.8 m l ,  

0.8 1n1. 

1.6 1111. 

0.4 m1 I 

0.4 ml, 
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Actividad zimográfica de la lacasa 

Se  suspendió  el gel de electroforesis sin agentes  desnaturalizantes  (mercaptoetanol y SDS, sin 

calentamiento  a 95OC) y corrido  en frio, en 15 mL de siringaldazina por 5 a 10 minutos,  para  situar las 

bandas  con actividad lacasa (tabla 13). 

Tabla 13. Solución de actividad zimográfica para gel PAGE 

I .\mortiguador de ;\cetatos pI-f5 111 I 1.5 mL I 

Una  vez  mostrada la actividad, el gel se fijó en  papel  celofin y estos, se suspendteron  en  una  solución  de 

glicerol a l  10% e  isopropanol al 20% y se colocaron en un  cuadro  extcnsor  de acríhco. Se procedió a 

secarlo por  medto  de  un  vendador  de aire caliente por 20  minutos, se enfrió a temperatura  ambiente y 

se  recortó. 

Determinación del punto isoeléctrico (PI) 

Se  precipitó por medio  de  acetona al  75% en frió, l g  de proteína proveniente  del micelio de las cepas 

UATPo7 y HIQP127.  La proteína fue &suelta en una disoluci6n de 2mL de rotolitos  de  amplio  rango 

(pH  3-10) (Biorad) en 48 d. de agua desionizada c inyectada en un aparato  rotoford (Biorad), 

efectuando el corrimiento  por un periodo  de 4 horas hasta alcanzar un voltaje estable y a una 

temperatura de 4°C. Las fracciones fueron colectadas al vacío en  tubos de ensaye, se verificó el pH  de 

cada fracción y se midió la actividad con siringaldazina por  pcriodos  de 15 segundos  durante  2  minutos. 

Las fracciones que  presentaron actividad fueron  corridas en el gel de zimografía para determinar la 

cantidad  de  enzimas  (Dhugga y Col., 1991). 
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Estimación de la temperatura óptima de actividad y estabilidad medida por zimografia 

A partir de la proteína  precipitada de los extractos  enzimáticos  del micelio de las cepas evaluadas, 

crecidas a los 21 días, se  efectuó la incubación  a  temperaturas  de 10, 20, 30, 40, 45  50,  55 y 60°C, en 

amortiguador  de acetatos 0.1M con catalasa (100 U/mL). 

La proteína  obtenida  de la cepa UATPo7 se suspendó en  amortiguador  de  acetatos 0.1M pH 5 y para la 

cepa HI<PP127 en  amortiguador a pH 5.5.  La determinación  espectrofotométrica de la actividad se 

efectuó  a 530 n m  con siringaldazina, en  un  espectrofotómetro UV-16OA SHIMADZU,  estimándose 

cada 15 segundos hasta un  periodo  de 2 minutos. 

Se determinó la velocidad de reacción a las temperaturas indicadas y se  estimó la constante  de activación 

y desactivación por  me&o  de la ecuación  de  Xrrhenius, así como la temperatura  óptima de actividad. 

La temperatura  afecta el crecimiento  de  manera  notable, principalmente porque los microorganismos  de 

una especie solo  pueden crecer en  un  intervalo restringido de  temperatura. La ecuación  de  Arrhenius es 

en teoría, la más frecuentemente  empleada, para relacionar la dependencia  de la temperatura  sobre la 

velocidad de  reacción  en el campo  de las enzimas (1889). A medida  que  aumenta la temperatura  ocurren 

dos reacciones simultáneas: 

1. La velocidad de reacción aumenta  como  sucede en la mayoría de las reacciones químicas. 

2. La estabhdad  de la  enzima  disminuye por inactivación térmica. 

Las constantes  de reacción aumentan  con la temperatura,  de  acuerdo  con la ecuación  de  Arrhenius.  Esta 

relación se expresa matemiticamente  como sigue: 

o en su forma lineal: 

E, 1 

log k= - - + log X 

2.3 R T 
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La forma  integrada de la ecuación  de  Arrhenius es: 

log -= S 

k, y k2= son las constantes específicas de reacción (activación o desacuvación (mid)  a las temperaturas 

TI Y Tz 
A= factor de frecuencia (min") 

E,= energía de activación o desactivación (I<cal/mol) 

R= constante universal de los gases (I<cal/mol "I<) 

'r= temperatura  de  incubación ("10 

Por  otra  parte  se  incubó la proteína extraída por 20 minutos, a las diferentes  temperaturas y fueron 

corridas a la misma  concentración  en  un gel de zimografía, sin agentes desnaturalizantes para determinar 

el efecto  de la temperatura  sobre la actividad enzimática con siringaldazina 0.5mM en etanol  como 

sustrato. 

Determinación  de la estabilidad térmica de la lacasa de Pleurotus 

Se incubaron los extractos  proteicos  de las cepas Uhl'l'o7 r HKI'1'127, 5OC por arriba de la temperatura 

óptitna,  determinándose la actividad lacasa por  periodos  dc 30 minutos, hasta obtener una  mínima 

actividad. La determinacion  espectrofotornctrica  dc la actividad para cada periodo, fue obtenida por 

lapsos de 15 segundos hasta un  tiempo  de  dos  minutos, a una longitud de  onda  de 530 nm,  con 

siringaldazina 0.5 mM en  etanol  como  sustrato. 
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El dlseño experimental  de  este  trabajo,  sobre las  lacasa de las cepas  de 1'leurotuspulmonariu-r (HKPPl27) y 

Pleumtus ostreatus (UAno7), se  muestra  en el s i p e n t e  esquema. En los  apartados  siguientes  se 

desarrollarán  cada uno de  estos. 

2 2 9 4 2 0  
con  poliuretano 

tinción de hifas 

enzimática 

Determinación 
de proteína 

Actividad  ABTS 
y siringaldazina 

(catalasa) +" "" 

Determinación 

It 11 

b r z r L l  masa  micelial 

1 
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Obtención  de  cepas  de Pleurotus 

Cepas de Pletlmtus  ostreattls (UAno7)  y Pleumtuspulmonatim (HICPP127) se  hicieron  crecer  en  matraces  de 

500 mL con  tubos de poliuretano (PUF) de 0.125 cm3,  impregnados  de  extracto de malta líquido, 

incubados  durante un periodo  de 21 días a 27-28" C. Los cubos  invaldos  de micelio, sirvieron para la 

inoculación  en cajas de  Petri  con discos de  poliuretano.  Dichas  cepas se inocularon  en  un m e l o  

mínimo  basado en sales (ver materiales y métodos)  (hlartinez C. y Cruz F., 1982) y se  obsenró  que las 

cepas no tuvieron  crecimiento  en  dlcho  soporte,  lo cual i n l c ó  que el poliuretano no fue una  fuente 

principal para el hongo y que  no fue capaz de  degradarlo.  Pero el crecimiento micelial en l c h o  soporte 

con m e l o  de  extracto  de malta fue abundante  durante el periodo de  incubación, y mejor  en la cepa 

UATl'o7; esto  permite su uthzación  en  determinaciones  de la biomasa  producida (figura 10). 

Figura 10. Crecimiento de cepas de Pleurofus en matraces  con PUF, matraz derecho cepa UATPo7, matraz 
izquierdo cepa HKPP127, incubados por 21 días 27-28°C. 

Crecimiento micelial sobre poliuretano 

Durante el proceso  de  incubación  de las  cajas con discos de  poliuretano, se efectuaron  melciones  de la 

biomasa  generada a los 3, 5, 9 ,  12, 15, 18 y 21 días de  crecimiento,  en presencia y ausencia de  ácido 

tánico y CuSO,  como  inductores  de lacasas. L a s  determinaciones se hicieron  por el método  de  peso 

seco,  efectuándosc cstas cn el micelio total  generado y por el método  de radio de  crecimiento. 

Los resultados  sobre estas determinaciones,  mostraron  que no existía influencia de los  inductores  sobre 

la biomasa  generada.  La velocidad especifica de  crecimiento y la biomasa  máxima  generada  para las 

cepas UATPo7 y HKPPl27 se muestran  en la tabla 14. 

62 



Tabla 14. Parámetros  de  crecimiento  de las cepas  de Pleumlus crecidas en PUF 

P. ortreatus 

0.98 0.8 0.1 1 0.03 P. pulmonarius 

0.70 1.51 0.13 0.07 

*Los ajustes con las  curvas de la figura 1 1 ,  se realizaron  por  minimización de la curva de los residuos 

cuadrados. Se  determinó la biomasa  inicial [Xo) y la  biomasa  máxima producida [Xmax), la  velocidad 

específica de crecimiento [p) y el  valor del ajuste de los datos  experimentales (R2). 

Los resultados confirman  que la cepa UATPo7 tiene,  tanto una velocidad de crecimiento como una 

invasión mayor del poliuretano comparada con la cepa de I? prt/nzonariz/.r. Los resultados sobre el 

crecimiento  de las dos  cepas  se  observan en la figura 11. 

O UATPo7 
1 60 " - Solver UATPo7 

1.40 1 A HKPp127 O 
I - " " O  

i f  1 - - - Solver HKPp127 ..- = 

' g 1.w 
I n  

m ., 0.110 1 
# 

i TIEMPO (dias) 

Figura 11. Crecimiento de cepas de Pleurofus con CuSO4 (0.0015M) y ácido Tánico (0.001M). Se  muestran los 

datos  experimentales (A y O) y el  ajuste  logistico  por método de aproximación  "Solver"  [línea punteada). 

Estos resultados se apoyan en la estimación de los parámetros calculados en la ecuación 2 (ver 

Materiales y Métodos), para el cultivo de las cepas de l'/eleuroftcJ; en caja de Petri con PUF, en dondc se 

retomó el valor  de la velocidad radial  de crecimiento (u,[pm/h]) para cada cepa (figura 14), además de 

que se calculó el valor promedo del &ámetro de las hifas ( D h  [pm]), la longmd  promelo de la hifa  en 

el cultivo (La,.) por  método de microscopía  electrónica  de barrido, constantes que son específicas para 

cada especie (A y B). 



Los resultados  del análisis para calcular la velocidad de  crecimiento específica (cL,,,~, a través de la 

expresión logística y los  parámetros  morfométricos  para cada  cepa, se muestran  en la tabla 15. 

Tabla 15. Parámetros  morfométricos  de ajuste para cultivos de PLeztrOtzts crecido  sobre PUF 

I I 

ul [ p m h ]  187.2 232.3 
I I 

Lv [pm] 360 220 1 

I I 

B 1.16  2.3 

Ecuación logística de ajuste para estimar la velocidad específica de  crecimiento,  considerando 10s 

parámetros  morfológicos: 

u$n2 

La relación de las características morfológcas microscópicas y las obtenidas  en el soporte  por  métodos 

gravimétricos de ajuste,  confuman  que la  cepa  de I? osfreafus (ChTPo7) crece más  rápido,  comparado 

con la de I? pulnzonanhs (HI<PI'127), ya que  su velocidad radial de crecimiento es mayor y aún  más,  los 

parámetros  morfómetricos A y B, inchcan que la densidad de invasión micelial en  el  soporte se 

comporta en igual mancra. Los parámetros  morfométricos A y B, relacionan la  velocidad de  aparición 

de ramificaciones en cada hifa. Las cepas UATPo7 y tKl'P127, tiene una velocidad promecho  de 430 

pm/h para la aparición  de  una ramificación, comprobando  que el cultivo de  este  tipo  de basidiomicetes 

es  bastante  prolongado. 111 ciclo de vida de  estos  macromicetes, no es equiparable con el obtenido para 

las especies de  nicromicetes,  que  por lo regular son crecidos en  tiempos  de  incubación  cortos,  por 

ejemplo Apergillus rzeer, en el cual la velocidad específica y radnl  de  crecimiento es mayor (=: 0.20 h" y 

614 pm/h, respectivamente) y su velocidad de aparición de ramificaciones en las hfas es 

aproximadamente 1 pm/h (Larralde-Corona P y col., 1997), lo cual los hace cultivos bastante  densos  en 

áreas superficiales de  crecimiento  pequeñas,  comparados  con las especies de Phrotxr, donde  lainvasión 

lnicelial se da  en  zonas  de  crecimiento más  extensas. 



Se diferenciaron las zonas  de hifas  jóvenes y maduras, por el  método  de  tinción  con o-toluidina en 

H,B04. Las  determinaciones  se  efectuaron  durante  un  periodo  de  incubación  de 21 d í a s .  Las  muestras 

una  vez  teñidas fueron  observadas  al  microscopio,  dferenciando cada  zona con el anahador de 
. .  
unágenes. 

Se dlstinguieron dos  zonas  defindas y el  criterio  se  basó  en la metodología  propuesta por Sánchez C. y 

Moore D. (1999). El micelio de la zona  joven  fue  teiiido en menor  cantidad  que  el  maduro. Se 

determinó la biomasa  generada  para las dos cepas  para  estas  zonas. 

Debido al  mayor  crecimiento  de la cepa U A n o 7  y en abundancia, la cantidad  de hifas  jóvenes y 

maduras, tanto  en biomasa como  en radio de  crecimiento, fue mayor comparado  con la cepa HKPPl27, 

que generó  más hifas  jóvenes  durante  el periodo  de incubación (figura U) 
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Tiempo [dias] 

Pleurotus pulmonarius (HKPp~27) 
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5 0 1 5  ' 
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Figura 12. Cinética  de crecimiento de Pleurotus: La biomasa producida por  la  zona de hifas  jóvenes (Hi) (O) 

e Hifas Maduras(HM) ( S ) ,  de las cepas crecidas  en  poliuretano (PUF) durante 21 días. 

Los resultados  muestran que la cepa UATPo7, genera una mayor cantidad de hifas  maduras y que las 

hfas  jóvenes que se desarrollan,  van  disminuyendo  rápido  debido a la maduración (figura 14). El 

desarrollo micelial de la cepa HIQP127, tiene  un comportamiento paralelo  en  lo que respecta  a las zonas 

en  desarrollo y maduración (figura 13).  
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Figura. 13.  Diferenciación de hifas  maduras (HM) e hifas  jóvenes (H,) con o-toluidina ( 1 % )  en H3B03 ( 1 % ) .  Las 

zonas oscuras pertenecen a la zona de HM y las zonas mas claras a las Hi. Cajas: a)  cepa UATPo7 y b) cepa 

HKPP127 sin tratamiento y cajas c)  cepa UATPo7 y d)  cepa HKPP127 teñidas. 

Se  efectuaron  observaciones  por  microscopia  electrónica  de  barrido, para la  zona  de hifas jóvenes y 

maduras,  con el fm de determinar la invasión  en el soporte  de  poliuretano (figura 15). Las micrografías 

muestran  una  invasión  total a través de las trabéculas del poliuretano y de la superficie. L a  invasión fue 

abundante y se midieron hifas (tabla 15). Se  hicieron  lnuestrcos  en  diferentes  zonas,  tanto  de hifas 

jóvenes y maduras  en las dos ccpas, patrones  tintorealcs  efcctuados  con  o-toluidina.  Esto nos indica que 

el micelio maduro,  se tine en  una proporción l n a ~ o r  comparado con cl lnicelio joven, indicándonos  que 

la etapa  de  maduración se da desde el centro  de la caja a la periferia. Los resultados  sobre los patrones 

tintoriales de las zonas jóvenes p maduras  en el micelio de l’leuro/u.s, se presentan  en las figuras 12, 13 y 

14. Estos resultados  comprueban  que la velocidad de  maduración es mayor en Pletlrotm osfreafxs y que 

además, la biomasa  producida  por esta zona es mayor, debido a la mayor velocidad de  crecimiento. 

Determinación  de la velocidad radial (ur) de  crecimiento 
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Figura 14 Incremento radial de las hifas maduras (R,) y del radio  externo total (Re), para las cepas de 

Pleurotus crecidas en caja de Petri  sobre PUF. 

Tabla 16. l'arámetros cinéticos que  determinan la velocidad de  crecimiento  de I'/elmtu.r 

La figura 14 y tabla 16, muestra el aumento radial, tanto  interno  como  externo,  en el micetio 

dferenciado por toluidina cn icido bórico. El parimetro R,, representa la  magnitud radial de la zona 

madura (HJ.y el parámetro R c ,  la magnitud radial total en la caja. El cambio  en el estadio  de 

crecimiento, es decir  zona  de  cambio  morfológico  jovenmaduro,  que es la magnitud dlferencial rada1 

en la zona  joven (HJ con respecto a la zona  madura (H,,,) mucstl-an, que la cepa  HIWP127 tiene una 

magnitud radial menor  con  respecto a la cepa UX'lTo7, esto se refleja en una menor  producción 

micelial, velocidad de  crecimiento específico menor (p) y una velocidad radial (u3 baja. 

*En otras palabras, el cambio  morfológico  del  estadió joven al maduro,  es  mas  lento  en PletmtlAs 

pulmonan'us, es decir existe una zona de  cambio  morfológco micelial joven-maduro,  más  amplia  que  en 

U A n o 7 .  Esto  concuerda  con el comportamiento  que  muestran las dos cepas, en la producción 
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enzimática (figuras 11,  14 y IS), donde la mayor producción  de biomasa, viene acompañada  con  un 

aumento  en la actividad enzimática, 

i , , .,. ,,,. . , ..,, , . ~, ~ ._ , . G , ~  " > ~ $  .,., "^. ,,, ".,, "i*r. ,I.. * "._ I , 

Por otro lado,  se  observó la presencia  de micelio secundario y el desarrollo de fibulas o nodulaciones, 

indicindose  en la figura 15 C, por la unión  de  hfas  en las zonas maduras,  con  una  mayor  presencia  en 

el  centro  de la caja, e  indica  que  el  desarrollo del micelio se lleva a cabo en el  espacio  intertrabecular. 

(figura 15). 

Figura 15. Microscopía  electrónica de barrido de muestras en lo zona  micelial  correspondiente  a las  hifas 

jóvenes y maduras: a) zona de hifas  jóvenes de la cepa HKPP127 (aumento 90 x), b) hifas  jóvenes de la cepa 

UATPo7 (aumento 120x) y c) Hifas  maduras de la cepa UATPo7 (aumento 3500 x). La flecha  indica  la presencia 

de fibulas. 

Extracción enzimática de la lacasa  de PIeurotus 

Para las determinaciones dc la estracción  enzimitica de la lacasa, se diferenciaron las zonas  de 

crecimiento de hifas jóvenes y maduras en las ccpas U12'l'Po7 y HI<PP127 hasta los 21 días, 

obtenikndosc el extracto  como es dcscrito en la metodología,  tanto del micelio generado en estas zonas, 

como  de un extracto  de las lacasas que se encontraban en el medio  de  cultivo,  es  decir  con actividad 

lacasa estracelular. X1 mismo  tiempo sc efectuaron  determinaciones  de la cantidad de proteína  obtenida 

al final del proceso  por la tkcnica de  Bradford. La actividad lacasa fue determinada  con 0.5 mM  de 

Siringaldazina en  metanol. L a  enzima fue suspendida  en  2mL  de  amortiguador  de  acetatos 1M de  pH 5 

para la cepa UI\TPo7 y pH 5.5 para la cepa HKl'P127, incluyéndose catalasa para la desactivación de 

peroxidasas en el extracto en esta determinación (100 U/mL) (Bockle B. y col., 1999). 
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Los resultados sobre la determinación de las lacasas de hifas jóvenes y maduras en las dos  cepas, 

muestran que la actividad lacasa en la cepa U A n o 7  es  mayor,  al igual que la actividad en las hifas 

maduras, comparado  con la de las hifas jóvenes para ambas cepas de l'ieumtus. Los resultados inchcan 

que el mayor desarrollo predetermina una mayor movhzación de nutrientes, así como los  mecanismos 

de desarrollo  morfológico  en la fase madura, que permitirán a los hongos la formación  de estructuras 

superiores como los basichocarpos ó primordlos (figura 16). 

.?,S . I t -  "?V>"w,4",,,r> < _ I  ,*P ill> " ,: I , "_. *, ),ql ,**,~~,. , ,,...,"_ L . ",,*~> _.._-"u, . , > ~ >  , ,. e"*/ b* it*<*-, ~ R ~ ~ ~ ~ . ~ r ~ * W I & . I ' ~ O ~ W f i ~ ~ ~ ~ "  .,.>.e,,,"~*.? . .. 

Una  mayor actividad enzimática predspone una adaptación mejor al soporte,  así como un mecanismo 

de  competencia natural con especies alternas. En lo que respecta a la actividad de la lacasa extracelular 

las mayores actividades se encuentran en la cepa U A n o 7 ,  i d c a n d o  una mejor adaptación con una 

velocidad  específica de crecimiento  mayor. E l  efecto de una actividad mayor en la cepa HKPPl27 fue 

analizado por zimografía, para corroborar la presencia de dferentes isoenzimas, lo cuál  se tratará más 

adelante. 

P. osfreatus (UATPo7k- 
i ' S  

P. pulmonarius (HKPp127) 

1 7  

Figura 16. Actividad de las lacasas de Pleurotus con respecto a la biomasa producida por la zona de Hifas 

Jóvenes (Hi) e Hifas  MOdUraS(HM) de las cepas de Pleurotus crecidas  en  poliuretano (PUF) en un periodo de 21 

días. Se midi6 la actividad de la lacasa  extracelular producida. 

Las  velocidades radiales de micelio  vegetativo  en las cepas UATPo7 y HIQP127, son mayores que la 

velocidad de extensión radial de la zona de maduración, indicando que los  dos  procesos  tienen una 

cinética dstinta y  que la maduración de todo  el  micelio,  ocurre  cuando  el  micelio  ha invadido todo  el 

espacio chsponible. Además  de  que la producción  másima enzimática, se da cuando  el  micelio ha 

entrado en la etapa de madurez. 
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En lo que  respecta  al efecto  de la inducción, los resultados muestran aumento  en la actividad de las 

lacasas en ambas  cepas, además de  que no hay efecto del inductor  sobre la biomasa  total  de Pleurotus, 

mostrándose en  el rendimiento  de la extracción  sobre la actividad (figura 17 y tabla 17). 
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Figura 17. Extracción  enzimática de las lacasas  de Pleurotus y efecto  del  inductor  (CuSO4 0.0015M y ácido 

tánico  0.001M)  sobre Io actividad en el micelio  total. A: cepa Pleurotus ostreatus UATPo7, B: Cepa Pleurotus 
pulrnonarius HKPP127, incubadas durante  un periodo de 21 días a 2528°C. 

En la figura 17, se muestra el perfil de actividades con y sin inductor (ácido tánico, 0.001M y CuSO,, 

0.0015M). E n  ambas  cepas  se encontró que la adlción del inductor solo tiene efecto cuando  el nivel de 
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la biomasa  había  sobrepasado la mitad del nivel máximo  de la biomasa (X,,,J (tabla 17 y figura ll), lo 

cual indica que la inducción  de las lacasas es un proceso tardío, asociado con la segunda mitad del ciclo 

de  crecimiento  de  los  micelios  de Pfemtus y que es en esta etapa del ciclo,  cuando  se  nota  el efecto 

positivo  del  inductor,  especialmente  en el caso  de P. ostreafzts. 

Tabla 17. Producción y efecto  del inductor  sobre la actividad de las lacasas por las cepas de Plenrotus 

0.08 I 0.06 I 

Los resultados sobre la producción de enzima con respecto a la  biomasa, es decir la eficiencia en la 

producción  enzimática micelial (Y E,x), fueron ajustados por el modelo de Luedehng y Piret. La forma 

de estas curvas de  producción enzimática corresponde a un modelo no asociado al crecimiento (figura 

18) 
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Figura 18. Producción  enzimática de las cepas  de Pleurotus crecidas  en PUF. Se  muestran los datos 

experimentales (A) y los ajustados con el modelo  logístico (- - - -). 

Cuando  aumenta la producción micelial, la actividad enzimática tiene el mismo  comportamiento. La 

cepa U A n o 7  tiene un comportamiento mayor en la producción  tanto  de  biomasa, como de actividad. 

Los parámetros calculados en  este ajuste se muestran en la tabla 18 y en la ecuación. 



Tabla 18. Parámetros de ajuste de la producción  de enzima y su  asociación con  el micelio de l ' lemtus 

I 1 I 

HKPP127 I 0.08 0.01 0.009 

Ecuación  de ajuste  para un  modelo  no  asociado al crecimiento  (Ludeking y Piret): 

Los parámetros  de  ajuste,  muestran  que UAn'o7 produce una cantidad  mayor de enzima,  comparados 

con los de la cepa HKPPl27. El parámetro k, indica  que la producción  enzimática  asociada al 

crecimiento,  mostrando  son  del  mismo  orden  para cada cepa. Como k>O y PY, : ,~  es bajo, esto 

demuestra que las lacasas  efectivamente  son  necesarias  en la etapa  de  maduración, ya que sc observa en 

la figura 18, un  aumento en la producción  de  enzima,  con  respecto a la biomasa  generada. 
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Para verificar el  patrón  de  asociación  de las lacasas al micelio de Pleumtus, fueron  inoculadas las cepas 

sobre  poliuretano,  adicionando al medio  de  cultivo  los  inductores ya mencionados,  además del sustrato 

enzimático ABTS (Acido 2,2' hzino-bis (3-eulbenzotiazolina-6-sulfonico)) (figura 19). 

Figura 19. Actividad  enzirnótica del micelio de Pleurotus crecido en PUF a diferentes  días de crecimiento. 

cepaHKPP127:A(1día),B(3días)yC(l1,15y16d);cepaUATPo7:D(1día),E(3días)yF(3,5,7,11,15y16 

días). 

En la figura 19, se  observa  que existe un  patrón  desordenado  de  secreción  de las lacasas (zonas 

oscuras).  Esto se debe a que  esisten  zonas  de alta humedad,  puesto  que el PUF es una red desordenada 

de trabéculas, por  donde  difunden los nutrientes, así también el sustrato  enzimático,  se  encuentra  en  una 

manera aleatoria. A medida  que  se da el crecimiento micelial, se presenta  una  cantidad  importante  de 

actividad oxidativa y es  mayor  en la cepa Ur\TPo¡'. JJos resultados comprueban  que las enzimas 

producidas  son extracelulares Y que tienen una asociación importante  con el micelio a los 12 días de 

crecimiento, ya que es en  ésta, en la cual se produce la  mayor cantidad de  enzima (figura 12 y figura 

17). La coloración asociada a la oxidación de ABTS, parece estar asociada a la actividad en el centro  de 

la caja (figura 19B), para después  &fundirse hacia la periferia. Es de  notarse  que al frnal del cultivo, la 

coloración  del ABTS oxidado (figuras 19C y F ) ,  no aparece como  en  el micelio central. Lo cual 

indicaría que la lacasa solo se produce  en una  etapa  intermedla  de la maduración,  pero  como  después  se 

excreta al medlo  en  forma  abundante,  se  observa  como  producto final en  toda la caja, indicando  que 

también  se  produce al final del  crecimiento (figura 18). 
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Se determinaron los parámetros  cinéticos  de Km y Vmxx de las cepas de PLezmtw, midiendo la actividad 

con siringaldazina. E n  la tabla 18 se  muestran los resultados de los análisis cinéticos. 

Tabla 18. Datos cinéticos en las cepas  de IYeutvt~~ 

Los datos experimentales heron  ajustados por el método Lineweaver-Burck  para  calcular  el K, y V,,, p 

corroborados  por el método  de  aproximación Solver (figuta 20). 

Estos  resultados  cinéticos  indican  que las enzimas lacasas de estos  extractos,  tienen  alta  afrnidad  por la  

siringaldazina, pero es tan baja la cantidad,  pues la kc;,, de estas  enzimas es del orden  de lo2 molP/mI. E 

mnin" y su peso molecular  es  cercano a 80 kDa. Por lo  tanto la concentración  de  estas  enzimas es dcl 

orden  de 0.09 y 0.08 UE/gS Y de 0.7 y 0.67 UI'/g PU1; para las cepas UATPo7 y HIQ1'127, 

respectivamente  en  un  volumen  de  muestra  de 1 d. 
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Figura 20. Cinética de oxidación de la siringaldazina para las lacasas de las cepas  de Pleurotus y la 

determinación de Km y Vmox. Datos  experimentales [Círculos), ajustados  por  el modelo de Lineweaver- Burk 

(línea punteada), ajuste logísiico  por  el  método de ajuste  "solver" (línea  sólida). 



Determinación  proteica de los extractos 

Las  determinaciones  proteicas  de  los  extractos  fueron  estimadas por el método  de  unión  de  colorante 

Figura 21. Curva  Patrón de Seroalbúmina  Bovina 

Curva Patrón 
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La curva fue determinada  por el método de Bradford 

Tabla 19. Curva  estándar de seroalbúmina bovina 

Para cada una de las determinaciones  efectuadas, se estimó la cantidad de proteína obtenida, basándose 
en la curva patrón de seroalbúmina bovina  (595nm). 

Se determinó la  cantidad de  proteína  de  los  extractos  provenientes del micelio  total de las cepas de 

I'lez/rotw.r, mostrando  que  debido un mejor  crecimiento  de la cepa UATPo7, la cantidad  de  proteína es 

* mayor con  respecto  al  tiempo,  además  de  que  esta  vinculada  con el ciclo  de  crecimiento  de las cepas 

(figura 22). 
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Figura 22. Cuantificación de los extractos  proteicos  provenientes  del  micelio  total de las cepas de Pleurotus 
~. 

Se  observa  que  al  nivel  máximo  de la biomasa (S,,,), la cantidad de  proteína  total  producida  por las dos 

cepas dc f'lenmttls es considerable  a los 13 días de crecimiento, demostrando  que a mcdida que la 

cantidad  de  proteína  aumenta,  también lo hace la cantidad  de  enzima (figura 17 y 19). listo demuestra 

otra evidencia que la cantidad  de  enzima,  parece estar vinculada con la maduración  de  los  hongos, ya 

que se puede  ver  en la figura 12,  que al comportarse  en  forma  ascendente la cantidad  de hifas  maduras, 

lo  hace  también la proporción  proteica. 

Determinación  del pH óptimo para  la actividad de las  lacasas de Pleurotus 

Se efectúo la determinación de la actividad de la lacasa del micelio total de las cepas Ui\'l'l'o7 y 

HKPp127 a  dlferentes  valores de pH (3, 4, 5, 5.5, 6, 7, S), con la finalidad de  encontrar la máxima 

actividad de los extractos. Los resultados sobre la actividad de la lacasa de las cepas de 1'leurofu.r (figura 

23), mostrando  que a pH  de 5 se obtiene la mayor  actividad  para UATPo7 y a pH 5.5 para la cepa 

HICPp127, coincidiendo  con lo obtenido  por  IGxoljora-Skorobogat'k y colaboradores (1998), donde  se 

estipula que la  mayoría de las lacasas producidos  por los basilomicetes tienen  su mayor actividad en un 

intervalo de pH de 3 a 7. 
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Figura 23. Estabilidad de las lacasas de Pleurofus a  diferentes  valores de pH. La actividad fue determinada 

con siringaldazina como sustrato. 

La estabilidad de las lacasas en las dos cepas de Pleurotm se encuentra  entre un intervalo de  pH  de 5-5.5, 

con actividad máxima de 0.32 y 0.18 U/mg prot*ml para las cepas HIQp127 y UAll'07 

respectivamente. 

Zimografia de  lacasas del micelio total de Pleurotrls 

Se efectuaron zitnografías por medio  de geles dc poliacrilamida no desnaturalizante (sin mercaptoetanol 

ni SDS). Se obtuvieron extractos del micelio difercnciado de las cepas UATPo7 y HIQp127, a los 

diferentes días de crecimiento (3, 5, 7, 9, 12, 15, 18 y 31 días) Y se detcrmin6 l a  concentración  proteica 

total, así como la actividad con siringaldazina (figura 25). 

Una vez terminado el corrimiento,  los gclcs fueron  suspendidos en una  solución de siringaldazina 

O.lmM en amortiguador de acetatos pH 5 para la dcterminación  de las bandas de actividad. Debido a la 

inestabihdad de los productos  de reacción  con siringaldazina, en este  caso la producción de 

siringaldehído que  se degradada, se tomaron  imigencs de las preparaciones frescas, para no perder las 

bandas  producidas. 
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Las tomas  se  efectuaron  con  una  analizador  de  imágenes. Por otro lado  se efectuó  un gel en  condiciones 

desnaturalizantes con el fin de  determinar las bandas  proteicas, con una  concentración  del 10% para 

corroborar el peso molecular de las lacasas  de las especies de Pleumtus con  su  correspondente 

zimograma (figura 24). 

, b  , '  , : * ,1 x) , ., I ,  , . , .  "~.*.""~." , , - , &*L... .*,., ,,% " . ,. , _"_ _ .   _._ ... , 

Figura 24. Gel de SDS-PAGE  a1 10% (A) y zimografia (B) de las  lacasas de Pleurotus. (A) Carril 1: estándares 

(miosina  207KD0, p- galactosidasa 120KD0,  seroalbúmina  78KDa, ovoalbúrnina 47 kDa), Carril  2:  Lacasa de 

Miceliophfora termophila,  Carril 3: extracto proteico de la cepa UATPo7, Carril 4: extracto proteico de la cepa 

HKPp127. (6) Carril 1: extracto proteico de  la cepa HKPp127, Carril 2: extracto proteico de la cepa UATPo7, Carril 

3: Lacasa de Miceliophtora termophila. 
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Comparación  zimográfica  de los extractos de hifas  jóvenes y maduras de Pleurotus 

Se efectuaron zimografías de los extractos  obtenidos  de las hfas jóvenes y maduras,  para las cepas 

UATI'o7 y HKPpl27, incubadas  durante un  periodo de 21 días de crecimiento a temperatura  de 25- 

28OC y de la proteína  obtenida  de lavados efectuados  en el poliuretano (proteína extracelular) (figura 

25: A, B, C, D y E). En la tabla 21 se marca el contenido  de cada card,  así como los días en  los cuales 

las muestras  fueron extraídas. 

Zimografía de lacasas de Pleurofus: (C) Día 13: carriles 14 al 17, Día 15: carril 18 y 19; (D) Día 15 Carril: 20 Y 21 

Día 18 Carriles: 22 al 25. 
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Zimografía d e  lacasas d e  Pleurotus: (D) Diu 18 Carriles: 26 y 27, Día 2 1 Carriles 28 al 33 

Figura 25. Zimografias de las lacasa extraidas de hifas  jóvenes y maduras  en cepas de Pleurotus incubadas 

durante 2ldías (A) a la (D). Los geles fueron  hechos  a una  concentración del 10% e  incubados con 

siringaldazina. 

Tabla 21. Asignación en las  zimografía 

I I Jórenes (HJ I 1*+ I S** 

I I I 

Extracelular I 2" I 

I 

Se describe cada asignación efectuada los carriles de la figura 25 (A-D) indicando el día y de la cepa de 

I 
9* 12* 24* 30* 

10' 1 I 16* 1 20* 1. 1 31" 

17" 32' 

11' 21' 27* 33' 

Pleurotus de la que fue extraída. Los (*) indican el  número de bandas  encontradas  en cada zimograma 

efectuado. 

Se corrieron  muestras  de hifas jóvenes y maduras,  además  de  extractos  con actividad extracelular, por 

PAGE, mostrando la actividad con siringaldazina a los diferentes tiempos  de  incubación de las cepas. 

Los resultados  muestran  que existen diferencias entre las  lacasas expresadas entre cada  cepa, así como 

de las expresadas  contra el tiempo. L a  cepa  HKPp127 solo  presentó una  banda  por carril, mientras  que 

la cepa Ur\T1'07 dos o más  bandas. Los resultados  muestran  que UATPo7, produce más bandas  cuando 

el tiempo  fue  mayor  de los 12 días. Aparentemente l a  mayor velocidad de  maduración y de  producción 

de  bandas  de lacasas, está asociada también  con la mayor oxidación de ABTS (figura 19) y en forma 

más ampliamente Istribuida en la colonia. 
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RESUL'TADOS 

La cepa UATPo7 presentó  hasta tres bandas  de actividad a los 15 días. La producción de lacasas en las 

hifas jóvenes, mostró  una  cantidad  de lacasas mayor  que las hfas maduras  para esta cepa,  contrario  a la 

cepa  de P. pulmonarius, que  solo  tiene  una  banda  de actividad. La banda de expresión  de las lacasas 

intracelulares respecto a las exportadas es dlferente  en  peso. 

r w , , w . * , < . < . ,  ' ,. , " ~ , .  ,,. ., . , _  .. , . I  - . ., . . .  , b c I .  ~ , .  I_x_. ^*< ~ xll.* ,Y" ". .. , j j  

Tanto la lacasa en hifas jóvenes y maduras de las dos cepas fueron  más  pesadas  que la expresada 

extracelularmente o extraída de  los lavados del  poliuretano.  Los  resultados  indlcan  que  una  expresión 

mayor  de lacasas es  determinante  durante  el  periodo  de invasión del micelio. Se ha  estipulado  que la  

producción  de lacasa es  importante para una  mayor  degradación del sustrato,  producción  de  pigmentos 

antioxidantes y que es un  factor  determinante  en la producción  de  cuerpos  fructíferos  en las especies de 

1'ieurottt.r (Das N. y Col., 1997). Las diferencias en el nimero de  bandas  de  isoenzimas, no son raras en 

I'hmitCJ: Martinez y González (1992), inlcaron una regulación compleja de dlversas enzimas, la cual 

varía de una  cepa a otra y cuyo s ipf icado  fisiológico aún no h a  sido esclarecido. 

Electroenfoque de lacasas  de PIeurotus 

U n a  proteína  con carga neta positiva, en  una región en particular del  gradlente de  pH tiende  a migrar 

hacia  el cátodo  donde se agrupan los protones.  Este  mismo  efecto se produce  para las proteínas  con 

cargas negativas hacia el ánodo.  Para el caso  de una  proteína  con carga neutra la migración  dentro del 

gradente electroquímico  es nula. Una vez  e€ectuado el corrimiento, se colectaron las fracciones en 

tubos  de ensaye, verificándose el gradiente  de pH para cada fracción así como la cantidad  de  proteína 

colectada en  cada tubo  por el método  de  Bradford,  obtenidndose hasta un 60% de  recuperacibn de la 

proteína total en los cxperimentos. 

La actividad lacasa fue determinada  con siringaldazina y las fracciones con actividad fueron 

corroboradas  por zimografía, en PAGE al 10%. Se mostraron actividades considerables para la cepa 

UATPo7  en  un  intervalo  de valores de pH de 7.4 a 3.5, con  un  máximo pH  de 6 y para la cepa 

HIcPp127, en  un  intervalo  de pH de7.0 a 4.8 con máximo pH de 6.3 (figura 26). Cuatro  de las 

fracciones a la misma concentración  proteica p con la más alta actividad para cada  una  de las cepas, se 

muestran  en el gel de  electroforesis (figura 27). 

81 



P/eumfus osfreatus (UATPo7) fleurotus pulmonarius (HKPp127) 
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Figura 26. Electroenfoque de las lacasas  extraídas del  micelio total de las cepas Pleurotus. Se presenta  el 

intervalo de valores de pH en los cuales se  mostró actividad  en las fracciones colectadas. (A) Actividad  de las 

lacasa  de  la cepa Pleurotus  ostreatus (UATPo7) en un  intervalo de valores de pH de 7.4-3.5; (B) Actividad  de 

las lacasas de la cepa de Pleurotus  pulmonarius (HKPp127) en un fango de valores de p H  de 7.9-4.8. 

Figura 27. Zimografia de las fracciones con actividad lcicasa colectadas por  electroenfoque para  cepas de 

Pleurotus. Se colocaron 4 de las fracciones con la más alta actividad. Cepa UATPo7:  Carril 1 (pH 6.4). Carril 2 

(pH 6.0), Carril 3 (pH 5.6), Carril 4 (pH 4.6); Cepa HKPp127:  Carril 8 (pH 7.1). Carril 7 (pH 6.8), Carril 6 (pH 6.3), 

Carril 5 (pH 6) .  

Las  fracciones  muestran la presencia de solo una  banda de actividad, indicando  que  en estas solo había 

una lacasa (figura 27). 
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Efecto  de la temperatura y termoestabilidad de la lacasa de Pleurotus 

Se incubaron  muestras  de  proteína del micelio total  de las cepas de U A P o 7  y HI(Ppl27, con  una 

concentración  de 600 y 500pg/mL respectivamente, a temperaturas  desd- 10 hasta 60°C, con el  fin de 

determinar la temperatura óptima de actividad para las lacasas de P /ezmLm.  

La proteína  fue &suelta en  amortiguador  de  acetatos 0.1M a un valor  de pH de 5 para la cepa U A n o 7  

y a pH 5.5 para la cepa  HICPpl27 y fue incubada. Los resultados del  efecto  de la temperatura  sobre la 
- 

actividad de la lacasa se ajustaron  por  medio  de la ecuaci6n  de  Arrehnius, para determinar las constantes 

de activación y desactivación para cada una las cepas (figura 28). 

A Pleufotus  osfreatus (UATPo7) 
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Figura 28. Determinación de la estabilidad  térmica y constante de Arrehnius para las  lacasas  obtenidas del 

extracto  micelial total  de las cepas de Pleurofus. (A)  Pleurotus  osfreatus, (8) Pleurotus pulmonarius. El Ln V0+8, 

es el In de  la  velocidad de reacción de las  lacasas, solo sumado con 8 unidades por conveniencia de obtener 

números  positivos. 

Los resultados  muestran  que a una  temperatura de 45°C se alcanza la mixima actividad para la  cepa 

UATPo7 con 0.042 UI/ml mg Proteína,  con u n a  constante  de activación de 52000 cal/tnol \’ de 

desactivación de 168000 cal/mol.  Por  lo  tanto si E, es grande, el e€ecto de la temperatura es pequeno, ya 

que  en la figura 28, la temperatura aparece como  inverso. 

Se tomaron  muestras incubada’s a las temperaturas ya indicadas por 20 minutos y fueron cargadas en 

electroforesis, para  efectuar el zimograma. 
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Figura 29. Efecto de la  temperatura sobre la  actividad  de las lacasas de Pleurotus. Zimografia de lacasas  en 

PAGE al 10% de los extractos del  micelio  total de las  hifas de Pleurotus, tratadas  a  las  temperaturas de 20 

hasta 55°C. (A) Pleurotus osfreatus y (6) Pleurotus pulmonorius. 

Los zimogramas  muestran l a  desaparición total de una  de las bandas de 50 a 55OC, para la cepa  de 

lYeur0tu.s ostreatzts (UriTPo7) así como la disminución  de la actividad de las bandas para las dos cepas por 

el aumento  de la temperatura. 

Las muestras  fueron  incubadas a 55°C para detcrtninar la termoestabilidad de la lacasa hasta obtener la 

mínima actividad, con  muestreos cada 30 minutos,  determinando la actividad con slringaldazina. En 

paralelo se  incubó a 70°C  una  muestra  de la lacasa termoestable  de Midzoph/ora /etmophz/a. Las lacasas de 

las cepas UATPo7 y HIQp127 presentaron actividad durante 2.5 y 3.5 h a 55OC respecuvamente, 

mientras que l a  lacasa de M. femzophzlu tuvo actividad hasta de 12 11 a 70°C (figura 30). 

Esto  demuestra  que las lacasas de la especie l’/cnro&.c tiene una resistencia desde 21 hasta el 30”/0 de la 

actividad con  respecto a la especie del hongo termófdo.  Se  efectuó el cálculo de la  constante cinética de 

inactivación térmica (tabla 22), por  medio  de la ecuacih de Xrrehnius,  escalando los cálculos a parG 

de  una temperatura  de 55°C hacia 45°C. 

Con ello se -determinó que a temperatura  óptima, las lacasas de las cepas de l’/ezm/u.r, tienen  una 

estabhdad hasta de 12.5 horas,  comparadas  con la lacasa de M. temzophila en conlciones  óptimas hasta 

de 21 horas. 
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Curva de Inactivación de las lacasas 
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Figura 30. Termoestabilidad de las lacasas extraídas del  micelio de Pleurotus. Actividad en extractos  del 

micelio  total incubados a una temperatura de 55°C para la cepa UATPo7 y HKPp127: y actividad  de la lacasa 

de M. termophila  a una temperatura de 70°C  (Símbolos:  datos  experimentales,  Línea punteada: ajuste por 

regresión lineal). 

Los resultados sobre la inactivación térmica enzimática,  muestran que 1'. osfreutt,sy M. termopbz~'~, tienen 

la misma velocidad específica de inactivación a 4 5 O C ,  en cambio 1'. ptdmonaritls tiene lacasas que se 

inactivan a1 doble  de la  velocidad, a esta temperatura.  Estos  datos  concuerdan  con lo presentado en la 

figura 29, en la cual  una de las bandas  tiene una termoestabilidad considerable en la  cepa UA?']Po7. 

l'osiblcmentc el  efecto  de una 1nenor velocidad específica de inactivación, sea debido a esta banda. Por 

lo cual la estabilidad es debida a la cooperación  entre las diferentes  isocnzimas  encontradas. 

Tabla 22. Constantes cinkticas de  inactiracion para las lacasas de 1'/er/rottls_y Midiopbtoru temzophzlu 

I? osfreufm 127.10 0.010 

Columna 2: Constantes de  velocidad  específica  de inactivación para las lacasas de las cepas  de P. ostreatus 

(UATPo7) y P.  pulmonarius  (HKPp127) a de 55°C y para la lacasa  de M. termophila  a 70' C. Columna 3: 

constantes de velocidad  específica  de inactivación de las lacasas calculadas por  medio de la ecuación  de 

Arrhenius a  temperatura  óptima de 45°C para las cepas  de Pleurotus  ostreafus y Pleurotus  pulmonarius y para 

la lacasa  de M. termophila  a  60°C. 
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Lo anterior  confirma  que P. osteatusy P. pulmonarius tienen  diferencias  fisiológicas importantes,  respecto 

a la producción  de las enzimas  lacasas. Estas dlferencias  se  hacen  más  evidentes, durante las  etapas  de 

maduración, ya que se demostró  por zimografía (figura 25), que  existe  un aumento  en la cantidad  de las 

bandas. Es decir que  a medlda que el  estado  morfológico  en el micelio  pasa  del  joven al maduro, existen 

señales  “regulatorias”, que  promueven la formación  de  pigmentos,  así como estructuras  superiores, 

como  lo es el  basidlocarpo. Los resultados confuman  que existe un vinculo estrecho  entre el  estadlo  de 

crecimiento micelial con la expresión y número  de lacasas formadas. Esto hace  presuponer,  que existe 

un  mecanismo  complejo  de  regulación  morfológica.  Aunque se ha estudiado  en  varias  ocasiones,  que 

dependiendo  de las condiciones  de  crecimiento en varias  especies de  hongos, los mecanismos  de 

exprcsi6n enzimitica  cambian (Das N. y col., 1997). 

Por otro lado las características de estas  isoenzltnas  cambian con  respecto a la etapa  de  crecimiento 

micelial y que  tienen  propiedades  sobresalientes, como lo es la estabhdad térmica.  Algo  bastante 

novedoso es la desaparici6n de  una las bandas  cuando se incuban a diferentes  temperaturas. 

Los cambios  morfológicos en el  micelio son  bastante  complejos y se requerirán  herramientas  de 

investigación  sofisticada,  para  tratar de elucidar  estos  mecanismos.  Esta  investigación trató  de  aportar 

datos y técnicas s e n d a s  que  permiten,  seguir los patrones enzimáticos y morfológicos, en una  manera 

fácil, ello permititi abrir  campos  de investigacibn tanto en el campo  morfológico y cinético,  para  tratar 

de descub~ir nuevas cnzimas con características  novedosas, así como especies de  hongos  con una 

actividad tignino1ític;l mayor. 
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A continuaciórl  se  discuten los resultados  sobre la producción  de lacasas de  dos especies de Pletcrottrs. 

l’le~mtus ost~utt/~. y l~le~mtus pu/.zonanks y algunos  aspectos  sobre la  influencia durante el desarrollo 

micelial. 

L a  metodología  empleada  sobre el cultivo de  macromicetes  como l’leumttrs, sobre  espuma de poliuretano 

(PUF), permitió  una  forma fácil de me&ción de la biomasa  producida, ya que  por largos años  se  han 

implantado técnicas de  medición,  cuando se efectúa  por  fermentación  en  sustrato  sólido (FSS), además 

de  que estas especies nunca  se  habían  cultivado  en  un  soporte  inerte. En años recientes la  producción 

de micelio sobre PUF se ha desarrollado  en  micromicetes,  como ,+!.pergil/z/s n&er (Romero-Gómez S.J. y 

Col., 1999). Esta  propuesta  de cultivo en PUF, de  diferentes especies de  hongos y microorganismos 

abrirá un  campo  importante  en el apoyo  de las técnicas analíticas para la determinación  de la  biomasa. 

Las especies l’/ez(mf~(.i os~rerrfrts FL4’Y1’07) y P/eurof)ts pu/montrtir/s (tIIWp127), presentaron  buena  invasión 

en el soporte  dc P U F  imprcgnado  de  estracto  de  malta. Ida cepa U L ~ ~ ’ P O ~  mostró características de 

invasión  mayor a 25°C;  en  cambio  en la cepa  HKPp127, debido  a  que la temperatura de  incubación es 

mayor (k 28°C) hubo  variación  en la humedad y esta se observó que  debe  de  mantenerse al 70%. 

Se demostró  que las cepas son incapaces  dc degradar el PUF, ya que no hubo  crecimiento  en las cajas 

cuando se hicieron  crecen en  un  medio mínimo (baskdose en sales, sin fuente  adcional  de  carbono). 

L a  p y la biomasa mixima alcanzada para la cepa UATI’o7 de 0.13 11” y 1.5  de  micelio/g  soporte, 

mientras  que para la cepa  HKPp127 se obtuvieron mlorcs dc 0.1 1 11~’ y 0.8 g de micelio/g  soporte, 

durante 21 días de incubación. 

Aunque no se  probaron variacioncs en el medio  de cultivo propuesto, se han  hecho varios estudios 

sobre el crecimiento  de l’/em-otz/.s en medos sólidos comerciales como papa  dextrosa agar (FDA), 

extracto  de malta agar (EMA) y Dextrosa  Sabouraud agar (DSA) con  buenos  crecimientos (Martinez C. 

y Cruz F., 1982). En m e l o s  líquidos se ha propuesto  que la variación de la  fuente de  carbono  es  un 

factor  que influye en la cantidad  de  biomasa  producida en f’leztmtzuflorida (Das N. y Col., 1997). Esto 

podría probarse  para el cultivo de  otros  hongos  donde se requiera un  mejor  crecimiento y por  ende una 

mayor  cantidad  de  biomasa. 
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Como  se ha mencionado, el crecimiento y desarrollo fisiológico de los hongos en forma  natural 

depende  de la capacidad  de  crecimiento y el factor  de una  buena  degradación  de la ligmna y para ello se 

necesita de  un  eficiente sistema enzimático de degradación  (Leonowicz A., 1999). L a  lacasa es parte  de 

este sistema de desiignificación que se encarga de la oxido-reducción de  compuestos fenólicos, aminas 

aromáticas y formación  de radicales libres. 

Su  extracción  es fácil, pero los sistemas de purificación requieren de sistemas de cromatografía  en 

columna  avanzados  donde se uthcen resinas de  intercambio  iónico  como el sephadex, sephacryl o 

columna  Mono-Q (Muiioz C. 7 Gudlen F., 1997; Martinez T. v Col., 1999), que  requieren  de  tiempo 

para llegar a obtener una  muestra  con una pureza  aceptable. 

Aunque se han  propuesto diversas metodologías para la extracción de las lacasas en especies de Ple tmtc l~  

(IGm Yeon-Ran, 1996; P a h e r i  G. y Col., 1997 y Bockle B. y Col., 1999), muchas de ellas no permiten 

una  adecuada  medición  de la lacasa de  hongos, por la  presencia de  otras  enzimas  como la 

ligninoperoxidasa y manganeso peroxidasa (Thurston  C., 1994 y Solomon E., 1996). 

Los métodos más eficaces para la desactivación de las peroxidasas de la especie I'lewofuJ., se han 

propuesto, por me&o  de la udzación  de catalasa (100. U/mL) .(Bockle B. y Col., 1999), mismos  que se 

udza ron  en esta investigación para una  mejor  medición  de la lacasa en los extractos, ya que si tuvo 

influencia sobre la actividad medida. 

Así también, se han investigado &versos  sustratos para la medición enzimática de la lacasa de Pleurottls, 

desde  sustratos fenólicos simples hasta sustratos  que son parecidos a las unidades  de la lignina 

(Caramelo L., 1999). Los más específicos son el AB'I'S y la siringaldazina (Leonowicz A. y Grzywnowicz 

IC., 1981; Bourbonais R., 1999). 

La extracción y mehción  de la actividad de las lacasas, por meho del cultivo de I'lezmttls en PUF y la 

uthzación  de catalasa, son  herramientas analíticas de  udzación poderosas, por la manera h p i a ,  fácil y 

segura en la que se efectúan  (Romero-Gómez S.J. y Col., 2000). 
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Los hongos  son  fuente de lacasas en  forma considerable,  aunque en medto de cultivo la cantidad 

enzimática  obtenida es  menor,  se requieren condiciones en las cuales a los  hongos se les pueda  inducir 

una  producción  enzimática mayor. De aquí que primero sea optimizar las condtciones de crecimiento y 

segundo  promover la producción de enzimas con la uuhzación de inductores. 

Las  investigaciones han sugerido que los  inductores  que se pueden uthzar  son  de tres  tipos:  sustratos de 

la enzima,  sustancias  estructuralmente s d a r e s  a los sustratos u análogos de  sustratos de crecimiento 

natural de razas silvestres (Koroljova-Skorobogat’ko 0 . 1 7 .  y Col., 1998). L a  uthzación  de sales metálicas 

se  han  sugerido (Palrmeri G. y col., 2000), por  ejemplo el CuSO,, promueve  también la inducción  de la 

lacasa en Pletrrntus, ya que no uene repercusiones en la biolnasa  generada. 

Los resultados  apoyan esta evidencia,  además que se obsemó una producción  mayor  de lacasa 

comparada  con  el  control. La velocidad específica de crecimiento no varió en presencia y en ausencia 

del  inductor.  Esto indica que la cantidad de  cobre  en el mcdio  de cultivo permite  una ashdación  dentro 

del micelio de f)/enrot,v.r, y que es necesario para la formación de los centros  cobre  en el sitio catalítico. 

Una  cantidad  extremadamente  pequeiia de cobre permite la incorporación  de  este al sitio catalítico de la 

enzima, ya que  el micelio del hongo secreta lacasa aún sin  el inductor. 

El  método  de tinción de hifas jóvenes y maduras  propuesto Sánchez y Moore (1999), demuestra que la 

cantidad de proteoglicanos  que componen la pared celular del micelio de los hongos, es clave en la 

determinación  del  estadio  de  crecimiento. Los resultados  obtenidos en esta investigación se basan en los 

criterios encontrados  por Sánchez y Moore (1999). Una mayor cantidad de proteoglicanos implica una 

tonalidad en tincibn  mayor, es decir el estadio maduro  producki una ma!.or unción,  nllentras  que  en el 

estadio  joven será menor. 

Los resultados sobre la  diferenciación de hifas jóvenes y maduras muestran  que la velocidad de 

crecimientos y generacih  de biolnasa es determinante en la generación de hifas jóvenes y 

posteriormente  en l a  maduración. 

La cantidad de hifas maduras se generó  en  una cantidad mayor en la cepa UATl’o7, debido a una mayor 

velocidad de Crecimiento del micelio en caja con poliuretano. Las micrografías por microscopía de 

barrido de las zonas  maduras de la cepa UATPo7, muestran la presencia de fibulas, que  son 

características del micelio secundario y de estadio maduro. 
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Para las dos  cepas la invasión  en los espacios  que conforman al PUF es  total  formando  una red micelial 

interna,  que es favorable en la medtción  de la biomasa. 

E n  lo que  respecta a la velocidad de  conversión  del  sustrato, los parámetros  cinéticos  de las lacasas 

obtenidas  de las cepas UATI>o7 y HKPp127, se  encuentran  en  el  intervalo de velocidad de conversión 

para la siringaldazina en esta  especie de  hongo,  reportados  en la literatura de 0.0172 mM (L,eonowicz A. 

y Grzywnowicz IC, 1981; Palrmeri G. y Col., 1997). 

Los resultados  muestran  un  valor Km y T'max para la cepa UATPo7 de 9 x 10~6mmol/min p de 

0.01 ImM, mientras  que  para la cepa HKPp127 fue de 2 x10 "mmol/min y de 0.016mhi respectivamente. 

L a  razón  I(m/Vmax fue  parecida  para las lacasas de UX'1'1'07 y HlQp127, indicándonos  que la 

especificidad sobre la oxidación  del  sustrato  es s u d a r .  

En  lo que  respecta al efecto  del  inductor, la cantidad  de  cobre es esencial como  fuente  de  formación  de 

cuproproteinas  como lo es la lacasa. I'ahnicri v colaboradores (ZOOO), investigaron que las sales de  cobre 

fueron  excelentes  inductores  sobre la producción  dc lacasa, obteniendo  alrededor  de  un  incremento  dc 

50 veces con  una  concentración  de 100 p M  en un periodo  de 6 días. 

Una  vez hferenciadas las zonas fisiológicas de los diferentes  estadios se comprobó  quc la cantidad  de 

lacasa aumento  en  toda la colonia,  hasta en un 30'',o con rcspccto  a la producción  del lacasa generada del 

micelio  crecido  sin el inductor  CuSO, y que la etapa fisioltigica madura es detcrminante  en la actividad 

en  dcha enzima, para cumph  con  funciones  preparatiras a la formaci6n  de  basidiocarpos, en  donde el 

estrés  oxidativo  es  mayor,  siendo necesaria la formación  de  pigmentos v asimdación de  nutricntes  cn 

una  cantidad  mayor.  Se  obtuvo  una  cantidad de proteína total mayor con  respecto al tiempo  como 

respuesta  al aumento  de la masa micelial y de la cantidad de lacasa producida. 

Las lacasas obtenidas para las cepas de /'/enroh/.s fueron  estables a pH de 5 a 5.5. Una vez  determinado el 

pH óptimos  para la actividad enzimitica, los  ensayos esperhentales fueron  hechos  en  este pH. Las 

lacasas medidas  para la cepa HKPp127 fucron más estables a pH  de 5.5, comparadas  con la cepa 

UATPo7 que  lo hicieron a pH5.. Estos  resultados  concuerdan  con las investigaciones  hechas por 

Giardina y col  en 1999, donde se  hicieron  cstudios sobre la  lacasa de I'lez/rotz/s, encontrándose  que la 

estabihdad de ésta  enzima esta entre 3-6 y que  depende del sustrato  empleado,  siendo pH 6 para la 

siringaldazina. 
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Muchas de las lacasas reportadas en literatura  tienen  pesos moleculares entre  56 y 94 I m a ,  además de  se 

han  descubierto  hasta 5 isoenzimas para las especies de i’/euroftls hasta el momento (Thurston C., 1994; 

Solomon  E., 1996;  Palmieri G. Col., 1997;  Martinez T. A .  y Col., 1999; Larraya L. y Col., 2000). En  

esta investigación se encontraron para la cepa UriTTPo7 y HKPp127, tres y dos enzimas lacasas oxidantes 

de la siringaldazina respectivamente,  mostradas mehante zimografia PAGE. Las zimografías mostraron 

que existen  diferencias  marcadas en la cantidad  de  enzimas  que  se  producen en el micelio en el  estadio 

maduro para la cepa UATPo7, hasta de 3 bandas de actividad en los  21 días de crecimiento y que la 

adaptación  del micelio en el  soporte, es un factor que contribuye. 

Se ha reportado  que existen dlferencias en el peso molecular de las enzllnas extracelulares e 

intracelulares y que  una secuencia de 20 aminoácidos en la posición  N-terminal es la importante para la 

exportación de enzirnas lacasas en l’/ewo/u.r y que  esiste una homología entre las variedades de esta 

especie (Giardlna P. 1’ Col., 1999; Larrava I-,. Y Col., 2000). Se observó  que existe un  peso  diferente entre 

las lacasas que  son extracelulares por zimografía. Giardina P. y colaboradores (1999), concuerdan  que 

muchas  especies de hongos  estudiados producen más de una isoenzima lacasa y que se llan obtenido 

diferentes  patrones de isoenzimas de  acuerdo  con las condiciones de crecimiento y que estas son 

importantes para la eficiente  colonización del  sustrato (Das N. y Col., 1997), además  de  que algunas de 

las enzimas lacasas están asociadas al crecimiento. 

Se especula en esta investigaciih que  las tres  bandas que se encuentran para la cepa UAI‘l’o7 17 una para 

HIQp127, están  vinculadas a las etapas  tempranas  de  maduracihn  de las hifas y que la presencia de la 

últuna banda  en la cepa UA‘l‘l’o7 a los 15 días, se estaría expresando al  final del  proceso  de  maduración. 

Es interesante  indicar  que una de las Ilandas de I? o.rttw/u.r, que  corri6  con el marcador de 47 kDa fue 

termolábil y en  cambio las otras Ixmdas de mayor peso molecular resultaron termo resistentes. Esto 

indica que este hongo  produce lsocnzimas con propiedades  Iioquhnicas  diferentes, que  pudieran  ser 

parte de  su capacidad de  adaptacibn a distintos  ambientes. E n  cambio, I? pu/nlorzubu.r, solamente  produjo 

una bada de lacasa termolábil (ca. 78 kDa). La variedad de isoenzimas encontradas para las dos cepas se 

refleja en los  resultados  que se obtuvieron  por  electroenfoque p que  concuerdan con  lo ya reportado 

(Solomon E., 1996; Larrapa 1,. Y Col., 2000), encontrándose  que la actividad se presenta en  un rango  de 

pH de 7.4 a 3.5. Este hallazgo coincide con  lo  encontrado por el gmpo del Dr. Aldo  González  en  el 

Centro  de Investigaciones Biológicas de Madrid, Espana (comunicación  personal). 
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Ellos han  demostrado  que en los  cultivos de Coriofopsisgallzca se  producen distintas  isoenzimas  durante  el 

curso  de  su  maduración,  según  lo  han  observado  usando la técnica de PCR. Queda  por estudiarse  el 

papel  que  desempeña  cada tipo de isoenzimas  en el proceso  de  maduración  de las hfas  y en la capacidad 

adaptativa de los hongos a  dlstintos  ambientes. 

Las  fracciones  colectadas muestran  que la separación  fue  eficiente ya que  solo hay una  banda  en la 

zimografía PAGE. L a  mayor  cantidad de isoenzimas  en la cepa UATPo7 se refleja en  un  intervalo 

amplio de mayor  actividad, suponiéndose  que tiene las mejores características tanto  de  adaptación  como 

de  invasión  en el soporte  por  una  mejor movilización de  nutrientes. En la naturaleza aunque el género 

Pfenrofns es un  buen  degradador  de la lignina; en  forma  de  producción  comercial no se ha llegado  a  una 

degradación  máxima  de  los  sustratos  ligninocelulósicos. 

L a  cepa HIQp127, con  invasión  de PUF a 28OC, produce enzimas con  un  grado  de tolerancia, y 

actividad óptima  mayor  que la cepa  UATPo7.  Además la tolerancia de las isoenzimas es variada en la 

m i s m a  especie. Este  efecto  de  determinó  en la zimografía por la desaparición de  una  banda  termolábil y 

por la disminución  en la actividad de  una  de las bandas  en la cepa P/ewo/xr o.r/r-ea/r/s. Por  otro  lado las 

enzimas de las dos cepas son poco estables  a la temperatura  en  función del tiempo, ya que  solo  tuvieron 

actividad  hasta 3.5 h a 55OC, es deck, 5°C por  encima  de su  temperatura  ópuma  que fue de 45OC, que 

comparado  con la lacasa de M .  /erw~oplda que tiene una resistencia hasta de 19  horas  a 70°C. 

L a s  características, tanto  bioquhnicas,  como moleculares de las lacasas intra y extracelulares  producidas 

por el micelio de las cepas  de P/two/m., son diferentes. Las lacasas generadas en los diferentes  estadios  de 

crecimiento  dan  indicios  de la expresión  de  los  genes  que  controlan el crecimiento  de  este  hongo. Se 

han  hecho  estudios a  cerca de la estructura,  expresión y mecanismos,  por los cuales las lacasas en el 

género /'/euro/~/s son  diferentes  (Dan,  1997,  Giardina, 1999; Larraya y col, 2000). Estos  autores 

concuerdan,  en  que los fenómenos  de  adaptación conllevan a la generación de lacasas con características 

diferentes,  tanto  estructural como bioquirnicamente, T' que ello tiene  repercusiones fisiológicas en el 

desarrollo  del  micelio y formación  de los  cuerpos  fructiferos, es decir en etapas  tempranas  de la 

maduración. 
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Los resultados  demuestran  que la producción  de lacasas, está asociada con  principio  del  crecimiento 

logístico, además  que la oxidación  de ABTS, se inicia a los tres días, en el centro  de la placa, que tiene 

hlfas maduras y luego se &funde hacia el micelio joven, siguiendo el patrón  de  lstribución  del agua. Lo 

que i n l c a  que la enzima fue excretada a1,medo  de  cultivo,  después  de los d e z  días. Además  que  el 

micelio maduro, deja de oxidar el ABTS, indicando  que la actividad lacasa no parece  .estar ligada al 

proceso frnal de  maduración  del micelio. 

Con ello se  apoyan  aún más el hecho  de  que la expresión y producción  de la lacasa tiene  importancia  en 

el desarrollo y más en la primera  etapa de  crecimiento  como  lo es el micelio de los basilomicetes  como 

I’/et/rotus, ya que esta enzima es importante  en el sistema enzimático  de la degradación parcial de la 

lignina, formación  de  pigmentos  que  protegen al hongo  del estrés oxidativo  causado  por la luz y en la 

competencia  con otros hongos por su proliferación, ya que  un sistema eficiente de degradación 

proporciona estas ventajas. 

Las velocidades radiales del nicelio  vegetatiro  de 1’. osfrzakr y 1’. pz//monunt/s son mayores que la 

velocidad de extensión  de la zona  de  maduración,  indicando  que esos dos  procesos,  tienen una cinética 

dstinta y que la maduración  de  todo el micelio ocurre,  cuando el micelio ha invaldo  todo el m e l o  

dsponible.  Esto  puede ser úul, para la selección de  cepas  de rápida maduración.  Por  lo  tanto  lstintas 

especies producen  isoformas,  que tienen distinto  grado  de tolerancia a la temperatura elevada. Esto 

puede significar, un  diverso  grado  de  adaptación evolutiva de las especies a distintos  ambientes. Así 

también las isoformas  de lacasa producida, variaran en termotolerancia si los hongos  crecen a una 

temperatura  mayor. 

Los  resultados  apoyan  aún mAs cl hccho  de  que la expresión J’ la producción  de la lacasa, tiene 

importancia  en el desarrollo 1. mAs cn la primera  etapa de crecimiento  como es el micelio de los 

basidiomicetes como I’leurotrls, ya que esta enzima es importante  en el sistema enzimático  de la 

degradación parcial de la lignina, formación  de  pigmentos  que  protegen al hongo  del  estrés  oxidativo 

causado  por la luz y en la competencia  con otros hongos  por  su  proliferación, ya que  un sistema 

eficiente de  degradación  proporciona estas ventajas. 
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Estos  resultados  confirman la hlpótesis  en  este  trabajo, a cerca de  que la producción  de lacasas que 

oxidan fenoles, pueden  cambiar  durante  el  proceso de crecimiento y que  dependen  de la especie 

u t h a d a .  Los estudios  efectuados  proporcionan  grandes ventajas y abren  un  campo  extenso, 

primeramente  sobre el cultivo P/ewo/m- y otras especies de  hongos  en  poliuretano,  además  de  innovación 

ya que  nunca  se  ha  cultivado  en esta forma,  segundo  como una  forma fácil de estimación  de  parámetros 

lfíciles  de calcular como es la  velocidad de  crecimiento y como  una  manera h p i a  y rápida de la 

extracción de lacasas, además  de una  metodología para la selección e identificación de  cepas  con alta 

capacidad de  producción  de lacasas y permitiría la identificación de lacasas nuevas para la inserción  de 

genes de P/e.urott/s u  otros  hongos tkrmofilos, en  otras especies que no produzcan estas enzimas.  Por 

Últkno el  aprovechamiento  de la producci6n  de lacasas con  propiedades catalíttcas sobresalientes y 

estables para la degradación de  compuestos  dfíciles  de e h i n a r ,  y que  por  todo ello las lacasas de 

I’lezmtus, tengan cabida de tomarse  en  cuenta 

RESUMEN DE LAS CONCILTSIONES 

Los resultados  confumaron  que: la cepa  más  productiva (P. ostnatus) creció más  rápido y por lo tanto, 

produjo  más  enzima lacasa puesto  que el nivel de lacasa no estuvo asociada al crecimiento  pero sí a la 

cantidad final de la biomasa, ya que se producían  en  mayor cantidad al final de la maduración. En la  

cepa  más  productiva, se obscl-varon mis bandas  dc isoenzimas dc lacasa que  en la menos  productiva J’ el 

número  de  bandas  aumento  conformc avanzci cl grado  dc madurez del lnicelio. I? odrcu/uJ produce más 

isoenzimas  que P. puhzonmis y-su actividad es más estable frente  a  cambios  de pH J’ temperatura.  Esto 

i n l c a  que  un  ambiente  de  adaptación más general predetermina  una  expresión  mayor  de  enzimas,  en 

comparación  con la cepa que  crccc más rcstringido y con una  adaptación  menor.  Queda  por estudtarse 

el papel que  desempeiia cada tipo de isoenzimas en el proceso  de  maduración  de las hifas. 
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