Produccién a escala piloto de lacasa de Coriolopsis gallica

Rosa Roman, Cristina Torres-Duarte,
Marcela Ayala, Rafael Vazquez-Duhalt

Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Autonoma de México. Av. Universidad 2001, Col. Chamilpa, Cuernavaca, Morelos. 62250 México

Production of laccase from Coriolopsis gallica at pilot plant scale

Abstract. The production of laccase from the ligninolytic fungi Coriolopsis gallica was carried
out at pilot plant scale in a 100 L bioreactor. A cheap fermentation medium was used
containing 3% Bran Flakes in 60 mM phosphate buffer, pH 6.0 containing 0.8 mM copper
sulfate. A total of 630 650 laccase units were obtained in 7-days cultures. After few
purification steps, including centrifugation, ultracentrifugation, ammonium sulfate
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precipitation, and two ionic exchange chromatographies, a partially purified preparation was
obtained with 79% of laccase showing a specific activity of 313 U/mg.
Key words: fungal laccases, enzyme production, white rot fungi.

Resumen. Se realiz6 la produccion de lacasa del hongo ligninolitico Coriolopsis gallica a
escala piloto en un fermentador de 100 L. La fermentacion se realiz6 en un medio muy
econdémico consistente de 3% de bran flakes en un amortiguador de fosfatos de sodio 60
mM, pH 6.0, conteniendo 0.8 mM de sulfato de cobre. Se obtuvieron 630 650 unidades de
actividad lacasa en 7 dias de cultivo. Después de pocos pasos de purificacion que
consistieron en centrifugacion, ultrafiltracion, precipitacion con sulfato de amonio y dos
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cromatografias de intercambio i6nico, se obtuvo una preparacion parcialmente pura con
79% de lacasa y una actividad especifica de 313 U/mg.
Palabras clave: lacasas fungicas, produccion de enzima, hongos de la pudricion blanca.
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Introduccién principalmente se encuentra en hongos (Valderrama et al.,
2003).

Lacasas La lacasa fungica tipica es una proteina de

Lalacasa (EC 1.10.3.2, p-difenol:dioxigeno oxidorreductasa)
es una enzima que cataliza la oxidacion de sustratos
utilizando al oxigeno molecular como aceptor de electrones.
Esta enzima debe su hombre a que fue primeramente aislada
del arbol de laca, Rhus vernicifera (Yoshida, 1883). La
presencia de lacasa en otras plantas superiores es escasa.

También se ha aislado de algunas bacterias, pero
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aproximadamente 60-70 kDa con un punto isoeléctrico acido
de alrededor de pH 4.0, y con un 6ptimo de actividad entre
50°C y 70°C (Baldrian, 2006). Es una glicoproteina cuya
glicosilacién es responsable de la estabilidad estructural de la
enzima (Vite-Vallejo et al., 2009). También se ha encontrado
que protege a la enzima de la protedlisis y la inactivacion por
radicales libres (Morozovaetal., 2007).

La lacasa es una enzima comunmente monomérica

que normalmente contiene 4 &tomos de cobre unidos a 3 sitios
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redox, clasificados de acuerdo a sus caracteristicas
espectroscopicas (Battistuzzi et al., 2005): El sitio tipo 1 (T1)
es mononuclear y le confiere el color azul a la enzima en
solucidny se caracteriza por una banda de absorcion a 600 nm
(25000 M™ cm™) (Morozova et al., 2007). El sitio tipo 2 (T2)
también es mononuclear y presenta una geometria metalica
trigonal y propiedades de resonancia paramagnética nuclear
comparables con los complejos tetragonales de Cu(ll).
Finalmente, el sitio tipo 3 (T3) es dinuclear y presenta un
estado basal diamagnético que se origina por el acoplamiento
antiferromagnético fuerte entre los dos iones Cu(ll),
conectados por un ién hidroxilo. En el sitio T1 el sustrato
interactda con la enzimay se lleva a cabo la sustraccién de un
electrén, mientras que en el sitio T2/T3 se lleva a cabo la
reduccion del oxigeno aagua.

El potencial redox de la lacasa depende del
organismo de origen, variando entre 0.5y 0.8 V (Riva, 2006).
Se ha propuesto que la identidad del ligando axial que
coordina al cobre del sitio T1 afecta el potencial redox de la
enzima (Morozova et al., 2007). Con base en la estructura
cristalografica de la lacasa de Trametes versicolor, Piontek et
al. (2002) han sugerido que la longitud del enlace entre una de
las histidinas que coordinan al cobre del sitio T1 modula el
potencial redox.

En la Figura 1 se muestra un esquema del ciclo
catalitico de la lacasa, la cual act(ia por un mecanismo tipo

ping-pong que inicia cuando el cobre del sitio T1 oxida al
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Figura 1. Ciclo caalitico de la lacasa.
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sustrato, preferencialmente fenoles y anilinas, y se genera un
radical libre (Petersen y Degn, 1978). El electron extraido es
transferido a través de un motivo tripéptido His-Cys-His,
conservado en las lacasas. El electrén llega al sitio T2/T3
donde el oxigeno molecular es reducido a agua (Baldrian,
2006). El resultado global de este proceso es la reduccion de
una molécula de oxigeno a 2 moléculas de agua y la oxidacion
de 4 moléculas de sustrato para producir 4 radicales libres
(Riva, 2006). Aunque la lacasa cataliza la oxidacion de una
gran variedad de compuestos, su catalisis esta limitada por el
bajo potencial redox de esta enzima, comparado con el de las

peroxidasas (d'Acunzoetal., 2002).

Usosy potencial industrial de las lacasas

La baja especificidad de la lacasa es una caracteristica que ha
sido explotada en una gran variedad de procesos industriales.
La funcion natural de la lacasa, la degradacién de lignina, ha
sido utilizada principalmente por la industria de la produccién
de papel. En 1997 Novo Nordisk patenté el sistema
Lignozym® que utiliza un sistema lacasa-mediador para
disminuir el contenido de lignina y aumentar la brillantez del
papel (Call y Micke, 1997). Este mismo sistema ha sido
aplicado en la industria alimentaria para la clarificacion de
jugos, cervezas y vinos (Rodriguez-Couto y Toca-Herrera,
2006). La lacasa tiene un potencial importante en procesos de
biorremediacién debido a su eficiencia en la transformacion

de contaminantes como hidrocarburos poliaromaticos,
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plaguicidas, explosivos, disruptores endocrinos, bifenilos
policlorados y colorantes sintéticos, entre otros (Pointing,
2001). Por su capacidad de transformar gran variedad de
colorantes industriales, se ha sugerido su uso tanto para el
saneamiento de efluentes de plantas industriales como parael
tratamiento de fibras textiles (Rodriguez et al., 1999;
Robinson y Nigam, 2008.). En 1996 Novozyme patenté un
producto basado en la lacasa llamado DenilLite® y en la
actualidad es utilizado ampliamente en la produccién de
mezclilla (Rodriguez-Couto y Toca-Herrera, 2006). La
industria cosmética también ha aprovechado la capacidad de
decoloracion de esta enzima para sustituir al H,0, en los tintes
parael cabello (Yoshino et al., 2001), e incluso es utilizada en
formulaciones para el aclarado de la piel (Rodriguez-Couto y
Toca- Herrera, 2006). En la industria farmacéutica puede ser
utilizada para la sintesis de antibiéticos, como cefalosporinas,
y nuevas variedades de penicilinas, asi como para llevar a
cabo reacciones de acoplamiento de compuestos fenélicos y
para la produccién de polimeros biolégicamente activos
(Witayakran y Ragauskas, 2009). Al generar un flujo de
electrones durante la catalisis, la lacasa se ha utilizado para la
fabricacion de biosensores. Por ejemplo, para la deteccién de
compuestos fendlicos en el vino (Fernandes y Rebelo, 2009),
determinar la presencia de morfina y codeina, de algunos
tipos de flavonoides, e incluso de algunos neurotransmisores
(Rodriguez-Couto y Toca-Herrera, 2006). Esta misma
caracteristica se ha explotado para la produccién de celdas de
combustible como una fuente de energia limpia (Szot et al.,
2009).

Una ventaja mas de la lacasa es que sus aplicaciones
pueden ampliarse a través del uso de mediadores, por lo que el
disefio de nuevos compuestos que sean mediadores eficientes
y no téxicos es de suma importancia (Torres-Duarte et al.,
2009). Por ejemplo, en la transformacion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos la actividad mejoroé
significativamente en presencia de mediadores (Vandertol-
Vanier et al., 2002; Pickard et al., 1999a). Por otro lado, las

técnicas de inmovilizacién deben ser mejoradas con el fin de
lograr que la enzima sea reusable y estable por largos tiempos
y asi facilitar su aplicacion tanto en procesos a gran escala

COmo en sistemas nanométricos.

Lacasade Coriolopsis gallica

En cuanto a la produccién de lacasa por el basidiomiceto
Coriolopsis gallica, se encuentran pocas referencias en la
literatura. Calvo y colaboradores (Calvo et al., 1998)
reportaron la produccion de lacasa por Coriolopsis gallica; la
enzima resultd interesante por su capacidad de transformar
diferentes colorantes industriales. La proteina se caracteriz6
bajo condiciones desnaturalizantes y se determind un peso de
84.1 kDa. Se identificaron 4 isoenzimas con puntos
isoeléctricos de 4.15, 4.20'y 4.27 (dos de ellas tienen el mismo
pl). Su actividad maxima se obtuvo a pH 3, y a una
temperatura de 70°C, con actividad estable a 28°C. Su vida
media fue de 32 diasa 37°Cy 8diasa60°C.

Por otro lado, la lacasa proveniente de la cepa de
Coriolopsis gallica UAMH 8260 del herbario de la
Universidad de Alberta en Canada (University of Alberta
Microfungus Collection and Herbarium) present6 una sola
isoenzima con un pl de 3.4, un peso molecular de 66 kDa
determinado por SDS-PAGE, y de 56.6 kDa determinado por
MALDI-TOF, un contenido de carbohidratos de 21% (wi/w,
equivalentes de glucosa), y 3.3 atomos de cobre por molécula
de lacasa (Vandertol-Vanieretal., 2002). Aunque el potencial
redox de esta lacasa no se ha determinado, de acuerdo a la
secuencia de aminoacidos reportada (PDB 2vds) , esta lacasa
comparte los motivos conservados de las secuencias de las
lacasas de alto potencial redox (Morozova et al., 2007). En la
Figura 2 se muestra un diagrama del sitio catalitico de esta
lacasa. Se puede observar que contiene el motivo His-Cys-
His conservado a través del cual pasan los electrones
extraidos por el cobre T1 hacia el sitio T2/T3. Ademas, esta
lacasa contiene los 4 &tomos de cobre coordinados por

histidinas.
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Figura 2. Estructura del sitio catalitico de la lacasa de Coriolopsis gallica UAMH 8260 (Protein Data Bank:

http: //www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureld=2VDS).

Por lo anterior, queda de manifiesto la importancia
de la lacasa en la nueva quimica “verde”; con el fin de
desarrollar aplicaciones comerciales, su produccién a gran
escala es imperativa. En este trabajo presentamos la
experiencia del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México en la produccién a escala

piloto de lacasa de Coriolopsis gallica.

Materiales y métodos

Cepay reactivos

La cepa de Coriolopsis gallica UAMH 8260 fue obtenida de
la de la Coleccién de Microhongos y herbario de la
Universidad de Alberta. Para su mantenimiento, la cepa fue
crecida a 28'C por 7 dias en cajas Petri con medio de papa-
dextrosa-agar (PDA). Posteriormente se conservé a4 C.

La siringaldazina y la glucosa fueron obtenidas de
Sigma-Aldrich. El extracto de levadura, el extracto de maltay
el medio PDA fueron adquiridos de Difco. Las sales fueron
compradas a J. T. Baker. Como sustrato organico para la

fermentacion piloto se us6 Bran Flakes comerciales

(Kellogg's, Queretaro) triturados en mortero.

Cultivos

Los preindculos crecieron en matraces Erlenmeyer de 250 ml
conteniendo 100 mL de medio GMY modificado como
describe Mester et al. (1996). Este medio soporta excelente
crecimiento pero relativamente bajos niveles de produccion
enzimatica (Pickard et al. 1999b) y contiene por litro: 10 g de
glucosa, 3.5 g extracto de malta, 2 g extracto de levadura, 2 g
fosfato de potasio, 0.5 g sulfato de magnesio, 0.1 g bacto
peptona, 1 mL de solucién de minerales (0.5 mg sulfato de
cobre, 0.16 mg sulfato de manganeso, 0.14 mg de sulfato de
zinc, 0.29 mg de cloruro de cobalto en 1 litro). El medio se
ajusta a un pH de 4.5. Los matraces fueron inoculados con

2

lcm de micelio de las cajas Petri previamente
homogenizados con un homogenizador (Sorvall, Norwalk,
Conn) por 10 segundos. Los matraces se colocaron en
agitacion orbital a 150 rpoma29°C.

Los indculos para el fermentador se prepararon en
matraces Fernbach de 3 litros conteniendo 1 litro de medio
GMY. Se usaron 4 matraces para inocular el fermentador de

100 litros.

Fermentacion Piloto

Se utiliz6 un fermentador enchaquetado de 40 cm de didmetro
y 106 cm de altura. El fermentador estad equipado con un
motor de un caballo de fuerza, un impulsor de 19 cm de
diametro tipo Rushton y difusor de dona. El fermentador
piloto, localizado en la planta piloto del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca, fue preparado
con 100 litros del medio Bran Flakes (Pickard et al., 1999b)
que consiste en 3% de Bran Flakes en un amortiguador de 60
mM de fosfatos de sodio, pH 6.0 enriquecido con 0.8 mM de
CuSO, (Tinoco et al., 2010). Este medio ha sido reportado
como inductor de produccién de altas concentraciones de
lacasa (Pickard et al 1999b; Tinoco et al., 2001). La
fermentacién se detuvo al séptimo dia y se recuperd el caldo

de cultivo parasu posterior tratamiento.

Actividad enzimética

La actividad de la lacasa se evalu6 a lo largo de la
fermentacién y en los diferentes pasos de purificacion,
utilizando como sustrato 50 UM de siringalazina (4-hidroxi-
3,5-dimetoxibenzaldehidazina) en un amortiguador de
acetatos 100 mM, pH 4.5 (Tinoco et al., 2001). La actividad
fue monitoreada a una longitud de onda de 530 nmy estimada
con un coeficiente de extincion de 64 000M™ cm™. Una unidad
de actividad (U) fue definida como la cantidad de enzima que
cataliza la transformacion de 1 umol de sustrato en un minuto.
El contenido de proteina en las preparaciones de lacasa fue
determinado con el método de Bradford (1976) usando el
reactivo de Bio-Rad y la albimina de suero bovino (BSA)

como estandar.

Purificacion delaenzima

El caldo de cultivo (100 litros) se centrifugd en una centrifuga
tubular marca Sharples Modelo AS-16 a 15 000 RPM (13 200
g). Posteriormente, el sobrenadante se concentré por
ultrafiltracion en un equipo de fibra hueca de 20 litros marca

Amicon Modelo DC 10 L. La primera filtracion se realiz6 en

un cartucho de fibra hueca (H5 MP-43) con un corte de 0.1
pum. La segunda filtracién y concentracion se realiz6 con un
cartucho (H10 P10-20) con un corte de 10 000 Da,
obteniéndose un volumen de 3.8 litros.

La solucién enzimatica concentrada se sometié a un
fraccionamiento por precipitacion con sulfato de amonio. La
primera precipitacién se llevo a cabo con 50% de saturacién a
4°C. El precipitado se desechd y el sobrenadante se llevé al
100% de saturacién de sulfato de amonio. El precipitado de
esta segunda fraccién se redisolvio en 900 mL de
amortiguador 60 mM de fosfato de sodio, pH 6.0. La solucién
enzimatica se dividio en volimenes de 100 mL y dializ6 en
una membranade 12 000 Da contra 4 L de un amortiguador 10
mM de fosfatos, pH 6.0, a 4°C. El solvente de dialisis se
cambi6 dos veces.

La solucién se sometié a una cromatografia de
intercambio anidnico débil sobre DEAE-celulosa
(dietilaminoetilcelulosa) de Sigma-Aldrich Co, eluyendo con
un gradiente de NaClde 0a 1 M en unamortiguador 10 mM de
fosfatos pH 6.0. Las fracciones que presentaron actividad
fueron colectadas y concentradas en una celda de
ultrafiltracién con una membrana de 10 000 Da de corte.
Finalmente, la solucién se someti6 a una cromatografia de
intercambio anionico fuerte utilizando resina High Q (Bio-
Rad laboratorios) y eluyendo con un gradiente de NaCl de 0 a

1 M enunamortiguador 10 mM de fosfatos pH 6.0.

Resultados y discusion

Las lacasas fingicas son excretadas al medio por los hongos
filamentosos (Bollag y Leonowicz, 1984). Las mas altas
producciones de lacasa son alcanzadas por los cultivos de
hongos de pudricion blanca o ligninoliticos (Leonowicz etal.,
1997), que son los microorganismos mas eficientes para
transformar la lignina en CO, y agua. Por su importancia y

potencial industrial, la produccidn de lacasas a gran escala es
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un desafio de actualidad. Las diferentes morfologias del
crecimiento de los hongos filamentosos afectan la reologia
del caldo de fermentacién, afectando por ende la
productividad del biorreactor. Los efectos de la reologia del
caldo sobre la biomasa, momentumy transferencia de calor en
un biorrecator han sido ampliamente estudiados (Charles,
1985; Moo-Young et al., 1987). La gran mayoria de los
procesos de fermentacion de hongos filamentosos en la
industria son cultivos sumergidos.

Los fermentadores aireados mas empleados en la
industria son de tipo tanque agitado, representando el 93% (en
valor del producto) de toda la produccion biotecnoldgica (Li
et al., 2009). En la configuracién mayormente empleada en
los reactores tipo tanque agitado mecanicamente la altura del
liqguido normalmente iguala el didmetro del tanque y la
agitacion se suministra por una turbina de disco de 6 hojas,
tipo Rushton, con un didametro de 1/3 el diametro del tanque
(d,). La distancia entre la turbina y la base del tanque por lo
general es igual a un didmetro del impulsor. Estos
fermentadores cuentan ademas con cuatro o0 méas deflectores
igualmente espaciados, con un ancho igual a d,/12, para
prevenir laformacion de vértices. Ladispersion del gas (aire u
oxigeno) se realiza a través de un distribuidor de gas
(sparger), situado debajo del impulsor, en el eje de la vasija.
Este distribuidor en ocasiones se reduce a una simple tobera,
aungue en otros casos se usan dispositivos mas o menos
complejos. El uso de la turbina tipo disco evita que se
produzca la canalizacion del gas por el eje del impulsor y
ayuda a lograr una correcta dispersion del gas en el liquido.
Finalmente, los fermentadores estan equipados con sondas
para medir pH, oxigeno disuelto, espuma, temperatura y
potencial redox.

El medio econémico y simple de 3% Bran Flakes
(Pickard et al., 1999b) que demostr6 inducir la actividad
lacasa, fue enriquecido con 0.8 mM de sulfato de cobre. La
presencia de sulfato de cobre en el medio de cultivo demostré

inducir significativamente la producciéon de lacasa en

Pleurotus ostreatus (Tinoco et al., 2010). En la Figura 3 se
muestra la cinética de crecimiento de Coriolopsis gallica
UAMH 8260 medida en términos de la proteina extracelular,
asi como la cinéticade produccién de lalacasa. En el medio de
Bran Flakes la proteina extracelular aument6 constantemente
hasta el tercer dia, alcanzando un valor de 450 mg/mL.
Simultaneamente, la actividad lacasa aumentd de forma
asociada al crecimiento, alcanzando un valor méximo de 32
U/mL al sexto diade cultivo (Figura 3).

El proceso de purificacion montado es sencillo,
rapido y eficiente. En estas condiciones de cultivo la enzima
se produce con buena purezay solamente un fraccionamiento
con sulfato de amonio y dos cromatografias de intercambio
iénico fueron suficientes para purificar 3.23 veces a laenzima
(Tabla 1). Excepto la ultrafiltracion, las demas etapas de
purificacién tuvieron porcentajes de recuperacion de al
menos 70%, lo que se encuentra dentro de valores aceptables
en procesos a escala comercial. En la ultrafiltracién
encontramos una pérdida de actividad del 55%
principalmente por actividad asociada a particulas de gran
tamafio (>100 000 Da). La pureza de la preparacién al final
del tren de purificacién puede ser claramente observada por el
intenso color azul de la solucidn debido al cobre del sitio T1
(Figura 4A) y verificada electroforéticamente (Figura 4B).
Para esta preparacién se determind un grado de pureza de
79% por densitometria en un gel electroforético.

Datos sobre eficiencias en la purificacion a nivel
piloto en la literatura son inexistentes, sin embargo existen
datos de purificaciones a nivel laboratorio que nos sirven de
comparacion. La purificacion de la lacasa del hongo silvestre
comestible Tricholoma mongolicum  consistente en
cromatografias de intercambio i6nico DEAE-celulosa, CM-
celulosa, Q-Sepharosa, y filtracion en gel FPLC sobre
Superdex 75, se obtuvieron rendimientos del 15% con
actividades especificas de 1480 U/mg (Li et al., 2010). Por
otro lado, con el uso de filtracion, ultrafiltracion y

precipitacién con acetona, la laccasa de Cerrena unicolor fue
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Figura 3. Cinética de crecimiento de Coriolopsis gallica y
produccion de lacasa enun fermentador de 100 L.
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Figura 4. Lacasa purificada de un ailtivo de 100 L de
Coriolopsis gallica. A) Solucion de lacasa al final del tren de
purificacion B) Electroforesis de la fracciones eluidas de
cromatografias de intercambio iénico.

purificada con eficiencias del 73% (Bryjak y Reku¢, 2010).
Garcia y col. (2007) purificaron la laccasa de Pycnoporus
sanguineus usando dos etapas de cromatografia de
interaccion hidrofébica en fenil-Sepharose obteniendo un
rendimiento de solo 8.37%. La lacasa del hongo Pleurotus
sajor-caju se purific6 10 veces por medio de una
precipitacién con sulfato de amonio y cromatografias DEAE-
celulosa y Sephadex G-100 obteniéndose un rendimiento
global del 53% (Murugesan et al., 2006). Finalmente, la
lacasa extracellular de Panus tigrinus fue purificada por
ultrafiltration, cromatografia de intercambio anidnico y
filtracién en gel hasta una preparacién con 317 U/mg y un
rendimiento del 66% (Quaratino etal., 2007).

De acuerdo con los datos en la Tabla 1, se produjeron
2 610 000 unidades de lacasa en siete dias de cultivo.
Considerando laactividad especificade lalacasade C. gallica
de 313 U/mg de proteina, se puede estimar que se produjeron
aproximadamente 8 339 mg de lacasa por 100 L de cultivo de
Coriolopsis gallica en 168 horas, lo que equivale a una
productividad de 11.9 mg/L/dia. La eficiencia global del tren
de purificacion fue del 24.16%, lo cual arroja un rendimiento
paralaenzimapurade 28.2 mg por litro de cultivo.

De acuerdo con la literatura, no existen ejemplos
sobre la produccion de lacasa a la escala que presenta este
trabajo. Se ha observado que la produccién de lacasa en
biorreactores, que van hasta solo 20 L, puede variar entre
0.004 y 740 U/ml, de acuerdo a la especie y a las condiciones
de cultivo (Rodriguez-Couto y Toca-Herrera, 2006). Los
niveles mas altos de produccién de lacasa se han alcanzando
en cultivos de Trametes pubescens, usando sales de cobre
como inductor en cultivos de 20 L (Galhaup et al., 2002).
Mientras que en cultivo en lote se obtuvieron 330 U/mL en 17
dias de fermentacion, el cultivo tipo lote alimentado con
glucosa permitié incrementar la actividad de lacasa a 740
U/mL en 29 dias, siempre y cuando se mantuviera un nivel
bajo de glucosa para evitar la represion. Este nivel de

produccion equivale a una productividad de 24.13 mg/L/dia.
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Tabla 1. Tren de purificacion para la lacasa de Coriolopsis gallica 8260 UAMH producida en un fermentador de 100 L

Etapa Volumen ug U/mg Actividad Factor de

total (mL) UimL proteina/mL proteina U totales (%) purificacion
Fermentacion 90000 29 300 97 2 610000 100 1
Centrifugacion 87000 28 300 93 2 436 000 93.33 1.043
Ultrafiltraciéon 3815 290 2 302 126 1106 350 42.39 0.770
Precipitacion

900 1161 7 348 158 1 045070 40.04 1.63

(NH,),SO4
Cromatografia
DEAE 300 2950 16725 176 885 000 33.91 1.81
ﬁzg?gtograf'a 56 11206 35760 313 630 650 24.16 3.23

La fuente de carbono utilizada en este trabajo no
inhibe la produccion de la lacasa, sino que la estimula de
forma asociada al crecimiento, como se observa en la Figura
3. Algunas estrategias para mejorar el nivel de produccion y
por tanto la productividad consisten en el uso de inductores,
tales como compuestos aromaticos o sales de cobre (Tinoco et
al., 2010). Sin embargo, se ha observado que algunos de estos
inductores pueden ser téxicos y el efecto puede variar de
manera importante entre especies, requiriéndose
concentraciones altas en el medio de cultivo. Actualmente no
existe en la literatura informacion sobre el efecto de
inductores en la produccidn de lacasa de Coriolopsis gallica.

Una ventaja del cultivo con Coriolopsis gallica es
que tiene un tiempo de fermentacidn corto, lo cual se traduce
en una reduccion tanto en los costos de operacion como en el
riesgo de contaminacién. Por otro lado se ha comprobado que
la lacasa de este hongo, en su forma purificada, presenta altas

eficiencias cataliticas (k../K,,) cuando se compara con lacasas

cat

de diversas cepas de Pleurotus ostreatus y Trametes

versicolor (Tinocoetal., 2001).

Conclusiones

Los resultados de este trabajo muestran la factibilidad de

producir y purificar una lacasa de interés industrial de forma

rapida y eficiente. EI medio de cultivo utilizado no contiene
componentes toxicos y la fermentacion se lleva a cabo en una
semana. El tren de purificacion es simple y se obtiene un
grado de pureza adecuado para las aplicaciones sugeridas de
la enzima. Existe la posibilidad de mejorar el nivel de
produccidny por tanto la productividad a través de estrategias
como el uso de inductores, aunque actualmente no existen

investigaciones al respecto con Coriolopsis gallica.
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