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Resumen

El objetivo de este trabajo fue ensayar diferentes medios de cultivo para la produccion de lacasa por el hongo
Phlebia brevispora con el fin de lograr una elevada produccion utilizando sustratos de bajo costo. Con el medio
compuesto por extracto de malta, extracto soluble de maiz y CuSO, se obtuvieron 3.807 U/L al dia 14 de incubacion.
Se ensayo la produccion de lacasa con dos extractos solubles de maiz diferentes, uno de grado analitico y el otro
de grado industrial, pero no se detectaron diferencias significativas entre el extracto de maiz de grado industrial
(3.761 U/L) y el extracto de maiz analitico (3.726 U/L), al dia 10 de incubacion. Se logré seleccionar un medio de
cultivo econdémico que proporciond elevada actividad lacasa, reproducible ademas en biorreactor de 5 L.
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Abstract

The objective of this work was to test different culture media in order to achieve high laccase production by Phlebia
brevispora using low cost substrates. With a medium composed of malt extract, corn liquor and CuSO,, 3.807
U/L of laccase at day 14 of incubation were obtained. Laccase production was tested with two different soluble
corn extracts, analytical and industrial grade, but no statistical significant differences in laccase production were
detected when using corn liquor of industrial (3,761U/L), or analytical grade (3,726U/L), both values attained at
day 10 of incubation. Thus, an inexpensive medium for laccase production could be selected, also replicable in a

5 L bioreactor.

Keywords: Phlebia brevispora; Laccase; Production; Corn liquor; Bioreactor.

Introduccion

Los hongos de pudricion blanca (White-rot fungi:
WRF) producen y secretan enzimas ligninoliticas indus-
trialmente relevantes debido a las diversas aplicaciones
que tienen en la actualidad [1]. Muchos microorganismos,
incluyendo bacterias y hongos, estan involucrados en
la degradacion de biomasa lignoceluldsica mediante la
produccion sinérgica de enzimas lignoceluloliticas [2].
Sin embargo, sélo un pequeno grupo de hongos, como
los causantes de pudricion blanca o marréon de la madera,
pueden degradar efectivamente la biomasa lignocelulésica.
Los WRF descomponen la lignina de la madera, dejando
expuesta la celulosa; algunos de estos hongos descom-
ponen lignina y celulosa simultineamente debido a la
produccion de potentes enzimas oxidativas e hidroliticas
extracelulares [3].

La lacasa (bencenodiol; oxigeno oxidoreductasa; EC
1.10.3.2) pertenece al grupo de oxidasas polifenolicas que

contienen atomos de cobre en su centro catalitico y usual-
mente son llamadas oxidasas multicobre. Estas enzimas
catalizan la oxidacion monoelectronica de compuestos
fenolicos, aromaticos, aminicos y otros sustratos ricos en
electrones y el oxigeno es reducido a agua por un meca-
nismo de radicales libres [4]. El uso de esta enzima ha sido
reportado extensivamente en muchos campos, como en
remediacion de contaminacion ambiental, modificacion de
materiales lignoceluldsicos, en la industria de los alimentos
y la farmacéutica, para blanqueo de pulpa en la industria de
papel y la fabricacion de biosensores [4]-[6].

Las lacasas fngicas, debido a sus caracteristicas biolo-
gicas y usos biotecnoldgicos e industriales, han sido objeto
de numerosas investigaciones. Sin embargo, la produccion
de lacasas por los hongos de pudricion blanca es relativa-
mente baja en condiciones naturales y no puede satisfacer
aun la creciente demanda industrial. Por lo tanto, diversos
trabajos se han enfocado en incrementar su produccion y
en particular utilizando medios de bajo costo. La sintesis y
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secrecion de lacasas esta influenciada por muchos factores,
incluyendo los niveles de nutrientes, las condiciones de
cultivo, las etapas de desarrollo y la adicion de inductores
al medio de cultivo [7], [8]. El foco principal de investi-
gacion esta orientado hacia la optimizacion de los com-
ponentes del medio de cultivo utilizando metodologia de
superficie de respuesta [9]. La tecnologia tradicionalmente
mas utilizada para la produccion de enzimas ligninoliticas
es la fermentacion sumergida, principalmente porque
facilita el control de los parametros del proceso [10].

Fonseca y col.[11], [12], han reportado altos niveles
de produccion de lacasa utilizando el hongo de pudricion
blanca Phlebia brevispora BAFC 633 con cobre como
inductor metalico [13].

El objetivo del presente trabajo fue ensayar diferentes
medios de cultivo con el fin de lograr una elevada produc-
cidén enzimatica en cultivos sumergidos utilizando sustratos
de bajo costo.

Materiales y Métodos
Microorganismo

La cepa P. brevispora BAFC 633 (previamente
identificada por taxonomia clasica como Peniophora sp.
BAFC 633, tal como se describe en Fonseca et al. [14]),
fue provista por la Coleccion de Cultivos Microbioldgicos
del Departamento de Ciencias Biologicas, Facultad de
Ciencias Naturales y Exactas, Universidad de Buenos
Aires, Argentina. La cepa original fue mantenida en placa
de Petri conteniendo agar-extracto de malta (agar 2% P/V,
extracto de malta 1,27% P/V) a 4° C.

Medios de cultivo

Se ensayo la produccion enzimatica en diferentes medio
de cultivos. La composicion de los mismos fue la siguiente:

I. (NH,),S0O, (0,14% P/V), MgSO,.7H,0 (0,03%

P/V), KH,PO, (0,4% P/V), CaCl,.2H,0 (0,04% P/V),

extracto de levadura (0,025% P/V), urea (0,03% P/V),

FeSO,.7H,0 (5,2.107% P/V), ZnSO,.7H,0 (1,17.10°%

P/V), CoCl,.6H,0 (3,6.107% P/V) [15].

II. Medio i + CuSO, (0,5 mM).

III. Medio i + glucosa (3% P/V) + CuSO, (0,5 mM).

IV. Medio i + glucosa (3% P/V).

V. Medio i + extracto soluble de maiz (5% V/V).

VI. Medio i + extracto soluble de maiz (5% V/V) +

CuSO, (0,5 mM).

VII. Extracto de malta (1,27 %P/V) + extracto soluble

de maiz (5% V/V) + CuSO, (0,5 mM).

Medios de cultivo con extracto soluble de maiz

Para los medios de cultivo en cuya composicion se
utilizo extracto soluble de maiz, se ensayo la produccion
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con dos extractos diferentes, uno de grado analitico provisto
por Sigma Aldrich y uno de grado industrial provisto por
Glutal S.A., variando la concentracion de este ultimo entre el
5% al 45% V/V. El extracto soluble de maiz industrial es un
subproducto de la industria de molienda hiimeda del maiz.

Condiciones de cultivo

Se inocularon 3 tacos de 6 mm de didmetro provenien-
tes del borde de una colonia crecida 5 dias a 28° C en
agar-extracto de malta en Erlenmeyers de 100 mL con 20
mL de cada uno de los medios de cultivos anteriormente
descriptos. Los Erlenmeyers se incubaron a 28° C durante
14 dias. Se tomaron muestras a los 7, 10 y 14 dias. El
ensayo se realizo por triplicado.

Produccién enzimatica en biorreactor de 5L

Se inocularon 4 tacos de 6 mm de didmetro prove-
nientes del borde de una colonia crecida 5 dias a 28°C en
agar-extracto de malta en 4 Erlenmeyers de 500 mL con
100 mL de medio de cultivo compuesto por extracto de
malta (1,27% P/V), extracto soluble de maiz (5% V/V)y
CuSO, (0,5 mM). Los Erlenmeyers se incubaron por 14
dias a 28° C, tiempo en el que se alcanz6 una biomasa
significativa para ser utilizada como inoculo. Se prepararon
3 L de medio de cultivo. La esterilizacion del mismo se
realiz6 por tindalizacion. La aireacion fue provista a través
de un filtro de 0,22 um suministrada por una bomba de 5
W de dos canales, con una capacidad de 3,5 L/min. La
velocidad de agitacion fue de 100 rpm y la temperatura del
reactor se mantuvo en 30+£2° C. Se tomaron muestras cada
48 h para determinacion de actividad enzimatica, consumo
de carbono y evolucion de pH.

Determinacion de la actividad enzimatica

La determinacion de actividad lacasa se realizo em-
pleando la técnica cinética [16], con 2,6- dimetoxifenol
(DMP) 5 mM como sustrato, en buffer acetato de sodio
0,1 M (pH 3,6). El cambio de la absorbancia se monitored
espectrofotométricamente a 469 nm (E469 = 27,5 mM™!
cm ™). La actividad enzimatica se expres en unidades
enzimaticas (U), donde 1 U es equivalente a 1 pM/min
de producto a 30° C. La determinacion se realizd por
triplicado.

Consumo de carbono

El contenido de carbono del medio se cuantifico como
azucares reductores siguiendo el método del acido dinitro-
salicilico (DNS) [17]. La absorbancia se midi6 espectrofo-
tométricamente a 540 nm y se compar6 con estandares de
glucosa. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando el software
STATGRAPHICS Centurion XVI.

La seleccion del medio de cultivo se realizdo mediante
un analisis de varianza (ANOVA) multifactorial para
establecer en qué medio y a qué dia se conseguia la mayor
produccion enzimatica. En el caso del biorreactor, se
realizé un ANOVA simple entre muestras para determinar
el dia de mayor produccion enzimatica. En ambos casos el
nivel de confianza utilizado fue del 95%.

Resultados y Discusién
Seleccion de medio de cultivo

En la Fig. 1 se detalla la produccion de lacasas obte-
nida en los diferentes medios de cultivos ensayados. Los
siguientes medios de cultivo: medio i, medio ii y medio
iii, no aparecen graficados debido a la escasa actividad
enzimatica registrada. También se observé una marcada
diferencia entre el medio compuesto por extracto de malta,
extracto soluble de maiz y CuSO, y los demas medios de
cultivo ensayados. ’

45007
4000
35007
3000
2500
20007
1500 7
1000 7

Actividad enzimatica [UI/L]

500 7

0-
7 10 14
Dias de incubacion
[ Medio i + glucosa (3% P/V)
I Medio i + Extracto de Maiz (5%V/V)
B Medio i + Extracto de Maiz (5% V/V) + Cobre (0,5 mM)
B £yt Malta (1,27 P/V) + extracto soluble de maiz (5% V/V) + CuS04 (0,5 mM)

Figura 1: Produccion de lacasas por P. brevispora en los diferentes
medios de cultivos ensayados durante 14 dias de cultivo.

Se realiz6 un ANOVA multifactorial, el cual indicod
que ambos factores ensayados (composicion del medio y
tiempo de cultivo) fueron estadisticamente significativos
(p-valor <0,05). Se realiz6 entonces un test de Tukey para
establecer entre que niveles de cada factor se presentaron
las diferencias estadisticamente significativas (Tabla 1).

Tabla 1: Test de Tukey para A) produccion de lacasas por tiempo de
cultivo, B) produccion de lacasas segun el medio de cultivo, por P
brevispora.

Contraste Significancia | Diferencia | | . +{-
Limites
7-10 -681 818
A
7-14 * -871 818
10-14 -190 818
Extracto malta + extracto
maiz + CusoO, - * 1437 1046
Medio i + extracto de maiz + CusO,
Extracto malta + extracto
maiz + Cuso, - * 2185 1046
Medio i + extracto de maiz
B Extracto malta + extracto
maiz + CusoO, - * 2585 1046
Medio i + glucosa
Medio i + e_xt_racto de maiz + CI,JSOA - 748 1046
- Medio i +extracto de maiz
Medio i + extrf_ict_o de maiz + CusO, - " 1148 1046
Medio i + glucosa
Medio i + _ex_tracto de maiz - 400 1046
Medio i + glucosa

La mayor produccion enzimatica se obtuvo con el
medio compuesto por extracto de malta (1,27% P/V),
extracto soluble de maiz (5% V/V) y CuSO, (0,5 mM) al
dia 14 de incubacion (3.807+308 U/L) (Fig. 1). El test de
Tukey evidencié que no hubo diferencia significativa, a
un nivel de confianza del 95%, con el dia 10 (3.352+303
U/L), razon por la cual se podria detener el experimento a
los 10 dias de cultivo.

Medios de cultivo con extracto soluble de maiz

Como el medio que presentd mayor produccion enzi-
matica resulto ser el compuesto por extracto soluble de
maiz, a continuacion se ensay6 la produccion enzimatica
con dos tipos de extractos de maiz, uno de grado analitico
y otro residuo de la actividad industrial, este altimo a
diferentes concentraciones. En la Figura 2 se observa que
con el extracto soluble de maiz de grado analitico al 5% se
obtuvieron 3.726+291 U/L de lacasas mientras que con el
extracto industrial en la misma concentracion la produc-
cidn de lacasas alcanzd 3.761+282 U/L, ambos al dia 10
de incubacion, no se detectaron por lo tanto diferencias
significativas entre los extractos utilizados.

En la Figura 2 se observa ademas que, en general, la
produccion de lacasa disminuy6 al aumentar la concen-
tracion de extracto soluble de maiz de grado industrial en
el medio de cultivo, por lo tanto, se recomienda su uso
como fuente de carbono en la misma concentracion que el
extracto soluble de maiz de grado analitico.
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Figura 2: Actividad de lacasas producida por P. brevispora con los
diferentes extractos solubles de maiz (grado analitico e industrial).

En la Tabla 2, se reportan resultados de diversos au-
tores sobre produccion de lacasas por diferentes especies
utilizando diversos sustratos e inductores, en general de

bajo costo.

Tabla 2: Produccion de lacasas por otros microorganismos utilizando
diferentes sustratos e inductores.

Produc-
> Refe-
Cepa Sustrato Inductor | cion de .
rencia
lacasa
Cerrena consors Alpechin Cobre 10000 U/L [18]
Pleurotus ostreatus | Bagazo de cafa de 325 U/L [19]
azlcary vinaza
Phellinus noxius Glucosa, tartrato Tween 80 780 U/L [9]
hp f17 de amonio
Pycnoporus Extracto de malta, | 2,5-xilidina 2019 U/L [20]
sanguineus sulfato de cobre.
CCT-4518
Pycnoporus Extracto de malta, Etanol 1035 U/L [20]
sanguineus sulfato de cobre.
CCT-4518
Pleurotus Extracto de malta, Cobre 8000 U/L [21]
ostreatus CP-50 peptona, extracto
de levadura,
triptona, glucosa.
Pleurotus Extracto de malta, Cobre + 12000 U/L [21]
ostreatus CP-50 peptona, extracto Lignina
de levadura,
triptona, glucosa.
Phlebia brevispora | Extracto de malta, Cobre 3726 U/L Este
BAFC 633 extracto soluble trabajo
de maiz (analitico).
Phlebia brevispora | Extracto de malta, Cobre 3761 U/L Este
BAFC 633 extracto soluble de trabajo
maiz (industrial).

Se puede observar que los valores de actividad obteni-
dos en el presente trabajo se sitian dentro de lo reportado
en la bibliografia.

Produccion en biorreactor de 5 L

En el caso de la produccion en biorreactor se realizd
un ANOVA de un solo factor, para determinar el tiempo
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de cultivo de mayor produccion enzimatica. Se midio la
actividad de lacasas y se compar6 con la inmediata an-
terior, hasta que las medidas no presentaron diferencias
significativas a un nivel de confianza del 95%, se utiliz
entonces ese tiempo de cultivo para detener el experimento.
En la Figura 3A se observan las medias de la actividad de
lacasas y los intervalos de confianza durante el transcurso
del cultivo.
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Figura 3: (A) Medias e intervalos de confianza (95%) para la produc-
cion de lacasas por P. brevispora en biorreactor de 5 L. (B) Evolucion de
pH y (C) consumo de carbono durante la produccion de lacasas por P
brevispora.

El cultivo en biorreactor se mantuvo hasta el dia 7,
momento en que se alcanzé la mayor actividad enzimatica
(872 U/L).

Se midio el pH a lo largo del cultivo para verificar
la existencia de variaciones importantes, ya que esto se
reflejaria en la necesidad de adicionar bombas de ajuste de
pH al biorreactor. Se observo que el medio seleccionado
requiere de la correccion de pH durante el transcurso del
cultivo (Fig. 3B). También se estudio el consumo de las
fuentes de carbono seleccionadas (cuantificado a través del
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contenido de aztcares reductores en el medio) y su rela-
cion con la produccion de lacasa. Se observd un consumo
abrupto desde el inicio del cultivo hasta el dia 4. (Fig. 3C).

conclusiones

Se logro seleccionar un medio de cultivo que —resulto
en una elevada produccion de lacasas utilizando P. bre-
vispora. En base al analisis estadistico se observd que el
extracto de maiz de grado industrial, residuo del proceso de
maceracion del maiz, tuvo igual efecto que el extracto de
maiz analitico sobre la actividad lacasa utilizandose al 5%
V/V. Estos resultados permiten la seleccion de un residuo
industrial para la composicidén del medio de cultivo, el
cual presenta ventajas econdmicas frente a componentes
de grado analitico. Se logré ademas escalar la produccion
de lacasa en biorreactor de 5 L (872 U/L), sin embargo
aun quedan variables por estudiar, como el control de pH
y la alimentacion de medio fresco, de manera de alcanzar
actividades enzimaticas cercanas a las obtenidas en Erlen-
meyers (1726 U/L) al dia 7 de incubacion.
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