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La actividad de las enzimas ligninoliticas, lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa
(MnP) y lacasa, en cultivos sumergidos de Phanerochaete chrysosporium, con cantidades limi-
tadas de carbono y nitrégeno, se vio afectada por la adicién de Mn*2, En los cultivos con 0 y
1,25 ppm de Mn*2, solo se detecté la LiP y su mayor actividad se present6 en los que contienen
1.25 ppm de Mn*2 En los cultivos con 40 ppm de Mn*? se encontr6 actividad de LiP, de MnP y
lacasa. La presencia de las tres enzimas en el mismo cultivo no habia sido reportada y es de
gran importancia porque amplia las opciones que tiene el hongo y su maquinaria ligninolitica
para actuar secuencialmente en aplicaciones biotecnolégicas.

Palabras clave: Ligninoperoxidasa, manganesoperoxidasa, lacasa, Phanerochaete
chrysosporium.

Abstract

The activity of the ligninolytic enzymes, lignin peroxidase (LiP), manganese peroxidase (MnP)
and laccase, in submerged cultures of Phanerochaete chrysosporium, with limited amounts of
carbon and nitrogen, were affected by the addition of Mn*2 In cultures with 0 and 1,25 ppm of
Mn*?, only the LiP was detected and its higher activity level was observed in the cultures with
1.25 ppm of Mn*?. The cultures with 40 ppm of Mn*? showed activities of LiP, MnP and laccase.
The presence of the three enzymes in the same culture had not been reported and it is of great
importance because is shows that the fungus and its lignolitic machinery can act sequentially.

Key words: Lignin peroxidase, manganese peroxidase, laccase, Phanerochaete
chrysosporium.
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Introduccion

La degradaci6n de la lignina por hongos de la pudricién
blanca de 1a madera es producida por las enzimas
ligninoliticas, lignina peroxidasa (LiP), (Tien et o/, 1983;
Glenn et al, 1983); de la manganeso peroxidasa (MnP)
(Kuwahara er al, 1984) y de la lacasa (Morohoshi, 1990).
Estas erzimas son producidas por diferentes
microorganismos y su habilidad para oxidar un amplio
rango de compuestos organicos téxicos a metabolitos no
téxicos y/o CO, (Bumpus et al, 1987), es un tema de estu-
dio por parte de muchos grupos de investigacién, por su
importancia en aplicaciones biotecnoldgicas.

El basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium ha
sido el mas ampliamente estudiado. Este hongo produce
durante su metabolismo secundario bajo condiciones li-
mitadas de nitrégeno o carbono (Jeffries er al, 1987), un
gran ndmerc de enzimas oxidativas que se encuentran en
el fluido extracelular, entre ellas la LiP y la MnP. Se te-
nia establecido hasta hace poco que la cepa del
Phanerochaete chrysosporium no era productora de lacasa
en medios con bajo contenido de glucosa y nitrégeno.
Recientemente ha sido caracterizada a partir de cultivos
con celulosa como fuente de carbono y alto contenido de
nitrégeno (Srinivasan, 1995) y en cultivos con suficien-
te glucosa y nitrégeno, suplementados con cobre (Dittmer
et al,1997). La lacasa se ha encontrado principalmente
en otros hongos tales como Coriolus versicolor
(Morohoshi, 1990), el Trametes versicolor (Bourbonnais
et al, 1990) y el Phanerochaete flavido-al:a (Pérez et
al, 1996).

El estudio de los diferentes factores que influencian
la produccidn de 1a LiP, 1a MnP y la lacasa, ha mostrado
que las enzimas LiP y MnP son reguladas por carbono y
nitréogeno. En ausencia de estos dos elementos, el
Phanerochaete chrysosporium pasa a una fase de meta-
bolismo secundario donde se producen las enzimas
ligninoliticas (Paszeynski et al, 1986; Gold er al, 1989;
ACS Symposium. Chapter 14,15,16,20, 1990; Pease et
al, 1992; Orth et al, 1995). El nitrégeno tiene un fuerte
efecto regulador sobre la maquinaria ligninolitica. En
cultivos con alto contenido de nitrégeno, se ha encontra-
do la lacasa a partir del Phanerochaete chrysosporium
(Thurston, 1994; Mester et al, 1995; Moilanen et al,
1996). Un alto contenido de nitrégeno también favorece
la aparicién de proteasas extracelulares (Eriksson et al,
1982, Kirk et al, 1986; Dosoretz et al, 1990; Feijoo et
al, 1995; Penninckx et af, 1996), las cuales inactivan a
las peroxidasas y por tanto un aumento en nitrégeno re-
prime a la LiP y a la MnP (Kirk et al, 1986; Dosoretz et
al, 1990; Penninckx et al, 1996).

Otro factor importante que regula la expresidn de la
LiP y la MnP en los hongos de la pudricién blanca es el
Mn* {Alic et al, 1995). Se ha demostrado que su presen-
cia es necesaria para la obtencién de la proteina MnP
(Bonnarme et al, 1990), pero en exceso inhibe la LiP
(Brown et al, 1990). Ei Mn** adicionado a los medios
donde se producen las enzimas peroxidasas actia a nivel
de transcripcién genética; ademds afecta los perfiles de
las isoenzimas producidas. El Mn*? también est4
involucrade en la sintesis de la lacasa de diferentes
microorganismos lignoliticos (Pérez et al, 1990; Thurs-
ton, 1994; Srinivisan, 1995; Moilanen ef al, 1996; Ditt-
mer et al,1997). Otros hongos pudridores de la madera
son afectados de manera similar a la observada con el
Phanerochaete chrysosporium, indicando que la regula-
cién por el Mn*? no es idiosincrética. Estudios hechos
sobre organismos como Lentinula edodes - donde la LiP
no se hab{a detectado - produjo una buena cantidad cuan-
do se adiciond6 0.35 ppm de Mn*2, En la Plebia brevispora
tarnbién se ha reportado que altos niveles de Mn*? (39.8
ppm), inducen la produccion de lacasa (Perez ef af, 1990).
Cuando se quiere producir la LiP como tinica enzima, se
usan niveles bajos de Mn*? (0.3 a 1.6 ppm) (Gold et al,
1989; Orth et al, 1995). La MnP es formada casi exclu-
sivamente cuando el Mn*? es alto (40 a 190 ppm) (Gold
et al, 1988; Orth et al, 1995) y la produccién de ambas
enzimas se d4 con un nivel intermediario (aproximada-
mente 11 ppm) (Paszczynski et al 1986; ACS Sym-
posium, 1990; Gold et al, 1993).

Ajustando los niveles de Mn*? puede ser posible
maximizar la produccién de estas enzimas, E! mangane-
so se encuentra en todos los tejidos de la madera y juega
un rol importante en la degradaci6n de la lignina por los
hongos ligninoliticos. Grandes depésitos de MnO,, los
cuales se reconocen como manchas oscuras, se han en-
contrado en las paredes celulares de las maderas después
de la colonizacién flingica (Blanchette, 1984).

El efecto del manganeso en la regulacién de la expre-
sién de estas enzimas es una variable de gran importan-
cia a estudiar. Otros factores que inciden en la produc-
cién de estas enzimas son la temperatura, el pH, la agita-
cidn (Tien et al, 1983; Paszczynski et al, 1986; Bumpus
et al, 1987, Jeffries et al, 1987; Orth er al, 1995;
Morohoshi, 1990; ACS Symposium, 1990; Pease et al,
1992), cantidad de inéculo y forma en que crece el micelio
(Jiménez et al, 1997); la concentracion de trazas mine-
rales, especificamente el manganeso (Brown et al, 1990;
Bonnarme et al, 1990; Pease et al, 1992), asi como la
adicién de determinados metabolitos especificos como
el alcohol veratrilico, o el tween 80 (Paszczynski er al,
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1986, Orth ¢t al,1995; ACS Symposium, 1990; Meilanen
et al, 1996).

La utilizacién del Phanerochaete chrysosporium en
bioremediacién y aplicaciones biotecnoldgicas requiere
el control especifico de cada uno de las variables del sis-
tema degradativo de éste hongo para maximizar su ex-
presion enzimdtica (Gary et al, 1983; Valli er al, 1990;
Boyle er a/, 1992; Thompson ef al, 1998).

En éste trabajo se encontré actividad de la LiP, la MnP
y la lacasa, las tres enzimas ligninoliticas mas importan-
tes, con la cepa de Phanerochaete chrysosporium, en
cultivos sumergidos con carbono y nitrégeno limitado y
la adicion de 40 ppm de Mn*? ,

Materiales y métodos

Microorganismo y condiciones del cuiltivo para re-
plicarlo. Se utilizé la cepa Phanerochaete chrysosporium
BKM-F-1767 (ATCC 24725) replicada en medio YMPG,
el cual contiene: extracto de levadura al 1%, extracto de
malta al 1%, peptona bactericldgica al 0.2%, glucosa al
1%, asparagina al 0.1%, KH PO, al 0.2%, MgS8O,.7H,0
al 0.1%; tiamina clorhidrato 1 mg % y agar al 2%. Se
" esterilizd y se coloct en cajas de Petri estériles; la cepa
se replicd sobre este medio e incub6 a 37°C por 5 dias y
se mantuvo a 4°C (Tien et al, 1983; Glenn &1 al, 1983).

Medio de cultivo o fluido de expresién enzimatica.
El fluido donde se van a producir las enzimas contiene:
glucosa al 1%, tartrato de amonio al 0.02%, MgSO,.7H,0
al 0.05 %; CaCl, 12H,0 al 0.01%; Tween 80 al 0.05%;
tiamina clorhidrato 0.1 mg %; alcohol veratrilico 2,5 mM;
solucién de elementos traza 70 ml/L (la cual contiene por
litro: dcido nitriloacético 1,5 g; MgSO,.5H,0 3 g; NaCl 1
g; FeSO,.7TH,G 0,1 g; CaCl,.2H,0 0,1 g; ZnSO,.7H,0 0,1
g CuSO,5H,0 0,01 g; ALK(SO,) 12H,0 0,01 g; HBO,
0,01 g; Na,MoO,.2H 0 0,01 g.). (Penninckxs et al, 1996).
Se llevé a pH 4.5 con buffer de tartrato de sodio.

En erlenmeyers de 500 ml se adicionaron 70 ml de
fluide de expresién, se taparon con torunda de algodoén y
se esterilizaron a 121°C por 15 minutos. Se les adicioné
una suspensién estéril de esporas de la cepa recién repli-
cada (tres semanas de replicada como mdximo) en tween
80 al 0,1%, hasta una concentracién final entre (10 x 10%)
y (18 x 10%) esporas por ml. (Jiménez et al, 1997). Se
colocaron en un agitador orbital a 150 rpm a temperatura
ambiente (entre 25 y 28°C). Pasadas 48 horas, se les adi-
ciond manganeso (como se describe a continuacidn} y
nuevamente s¢ dejaron bajo esas condiciones durante el
desarrollo del experimento.

Efecto del Mn*? sobre la produccién enzimatica. Se
estudié el efecto de una baja y una alta concentracion
del manganeso, de acuerdo al efecto en diferentes
microorganismos reportado en la literatura citada (Gold
et al, 1989: Pérez et al, 1990; Bonnarme et al, 1990;
Orth ez al, 1995). Se realizaron tres repeticiones por cada
concentracién de manganeso. A tres de los erlenmeyers
se les adiciondé 1.25 ppm de Mn*?y se marcaron con A
(baja concentracidn); a los tres marcados con B se les
adicioné 40 ppm de Mn** (alta concentracién) y los mar-
cados con C, 0 ppm de Mn*? (control).

Actividad de la LiP, MnP y lacasa. De los diferen-
tes medios de cultivo ensayados se tomaron muestras de
2 ml de cada fluido extracelular, se filtraron a través de
membranas de 0.45 mm y se les determiné la actividad
de las diferentes enzimas.

La actividad de la LiP se¢ determiné como lo descri-
ben Kirk er al, (1986). S¢ mezclan entre 200 y 500pl del
fluido extracelular en una cubeta de cuarzo de 1 ml, se
adicionan entre 200 y 700 ul de buffer de tartrato de sodio
0.3 mM, de pH=3 necesarios para completar 900 pl, de-
pendiendo de ia cantidad usada de fluido; se adicionan
50 pl de alcohol veratrilico 10 mM y se inicia Ia reac-
ci6n con la adicién de 50 pl de H,O, (50 ul/50 ml recién
preparado), monitoreando el cambio en la absorbancia a
310 nm. La cantidad de LiP requerida para oxidar 1 mmol
de alcohol veratrilico por minuto, se define como una
unidad. El coeficiente de absortividad molar e = 9.300
M cmt

La actividad de la MnP se determiné como se descri-
be por Paszcynski ef al, (1986). Se mezclan entre 300 y
400 ui del fluido extracelular con una cantidad de buffer
de tartrato de sodio 0.1 mM, pH=5, necesarios para obte-
ner 800 yl en total; se adicionan 75 pl de vanillilacetona
1 mM, 75 pl de solucién de MnSO, 1 mM y se inicia la
reaccién adicionando 50 ul de de H,0, (50 ul/50 ml re-
cién preparado), monitoreando el cambio en la
absorbancia a 334 nm. Una unidad de MnP se define como
la cantidad de enzima requerida para oxidar 1 pmol de
Mn*?a Mn*? en un minuto. El coeficicnte de absortividad
molar e = 18.300 M! cm’!,

La actividad de la lacasa se realizé segin lo descri-
to por Borbonnais er al, (1995) preincubando 250 mi
de fluido con 100 U (100ml) de Fermcolase Genecor®
por 5 minutos {Boyle et al, 1992), con 50 ml de 2,2°-
azino-bis-(3-etiltiazolina-6-sulfonato) (ABTS) 0.5 mM
como sustrato y 600 ml de solucién reguladora de acetato
de sodic 50 mM, pH 5.0, monitoreando el incremento
de absorbancia a 420 nm. La actividad en unidades se
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calculé asumiendo 1 U como la cantidad de enzima que
cataliza la oxidacién de 1 mmel de ABTS por minuto. El
coeficiente de absortividad molar e = 36.000 M ¢cm'.,

La actividad de la LiP, la MnP y la lacasa se expre-
san en unidades por litro (U/L).

Previamente a la determinaci6n de la actividad de las
enzimas lignoliticas se descarté la presencia de la enzi-
ma aril-alcohol oxidasa, la cual puede ocastonar reac-
ciones de inhibicién enzimdtica. Para tal efecto, se
monitorea la absorbancia a 310 nm a una mezcla de 300
ml de fluido extracelular, 50 ml de alcohol veratrilico 10
mM, 600 ml de buffer acetato de sodio pH 5.0, sin adi-
cién de H,0, durante 60 segundos. Su ausencia es con-
firmada si la absorbancia permanece constante.
(Rodriguez et al, 1996).

Para confirmar la presencia de la lacasa, se determi-
né su efecto oxidante sobre el alcohol veratrilico media-
do por el ABTS, monitoreando el aumento de la
absorbancia a 310 nm en otra alicuota de la mezcla ante-
rior adicionando ademads 50 ml de ABTS 0.5 mM.

Espectros UV-VIS. Utilizando un espectrofotémetro
UV-VIS Beckman DU-6, se determiné este espectro a:

* A 400 ml de cada uno de los fluidos A y C, el dia de
méxima actividad de la LiP (dia 8) diluidos a 1 ml
con solucién buffer de tartrato de sodio pH 3.0 usan-
do esta misma solucién buffer como blanco
{Paszczynski et al, 1986).

* A alicuotas de cada una de los fluidos: A, By Calos
13 dias,

* A 400 ml del fluido B, los dias de minima y mdxima
actividad de 1a lacasa (dfas 8 y 12) diluidos a 1 ml
con soluci6n buffer de tartrato de sodio pH 3.0 usan-
do esta misma solucién buffer como blanco
(Paszczynski et al, 1986).

Gel para determinar el peso molecular de la pro-
teina lacasa: El dia 13, dia de médxima actividad de la
lacasa, todo el contenido de uno de los erlenmeyer con
el fluido B previamente filirado por membranas de 0.45
mm, se liofiliz6, se redisolvié en 10 ml de buffer de
tartrato de sodio pH 3.0 y se cargd sobre geles de
poliacrilamida-dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). Las
bandas fueron reveladas con azul de coomassie,

Reactivos Quimicos. La peptona microbioldgica usa-
da es marca Oxoid Ltda; el ABTS es marca Sigma; todos
los demds reactivos son grado reactivo disponibles por
diferentes casas comerciales.

Resultados

No se detecté presencia de la enzima aril-alcohol
oxidasa en ningin cultivo.

Los resultados de las actividades en U/L de la LiP,
MnP y lacasa, se presentan en la figura 1.

En los experimentos donde se usaron cultivos sin
Mn**6 con 1.25 ppm sélo se detect6 la LiP, la cual pre-
sentd su mdxima actividad el dia 8 (29.2 y 61.1 U/L
respectivamente).

En los cultivos con una mayor cantidad de Mn*? - 40
ppm - la LiP se presentd solo el dia ¢ y su actividad se
redujo a 11.2 U/L (Figura 1), lo cual se debe a una repre-
sién causada por el Mn*2, como lo han reportado algunos
autores (Paszczynski et al 1986; Gold et ol 1988; ACS
Symposium, 1990; Bonnarme e al 1990; Brown et al
1990; Pease et al 1992; Gold et al, 1993; Moilanen et al
1996). En estos cultivos (con 40 ppm de Mn*?), la MnP
se manifestd entre los dias 6 y 12 con méxima actividad
el dia 10 (99.1 U/L). La lacasa empezé a mostrar activi-
dad desde el dia 9, la cual fue aumentando hasta alcan-
zar su maximo valor el dia 13 (71 U/L), cuando la MnP
decayd a cero.

En la figura 2 se observan, los espectros de absorcién
de los cultivos con 0 y 1.25 ppm de Mn*? (cultivos donde
s6lo se detecté la LiP), el dia de su méxima actividad
{dia 8) a pH 3.0 (pH 6ptimo para la actividad de ésta
enzima). Ambos cultivos muestran el médximo de
abserbancia a 407 nm, longitud de onda a la cual la ab-
sorcién de éste grupo hemo ha sido reportada (Paszczyn-
ski er al, 1986; ACS Symposium, 1990), lo que corrobo-
ra la presencia de la LiP no complejada.

Los espectros de absorcién a los 13 dias (dia de maxi-
ma actividad de Ia lacasa), de los fluidos A (1.25 Mn*?),
B (40 ppm Mn*») y C (0 ppm Mn*?) se muesiran en la
figura 3. En ellos se observa:

* Cultivo sin Mn*% No presenta absorcion a 407 nm,
lo cual corrobora la ausencia de la LiP en este fluido
el dia 13, como se observa en la figura 1.

¢ Cultive con 1.25 ppm de Mn*%; La absorcién a 407
nm corrobora que todavia subsiste la actividad de la
LiP el dia 13.

¢ Cultivo con 40 ppm de Mn*2, Presenta una banda
de absorcién ancha entre 390 y 460 nm. (Espectro
B de Figura 3) y también presenta una pequeiia
banda a 600 nm, la cual indica la presencia de la
lacasa, cuyo espectro UV ha sido reportado pre-
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Figura 1. Actividad de las enzimas LiF, MnP v lacasa, en cultivos
sumergidos de Phanerochaers chrysosporivm, con diferentes cantidades
de manganeso,
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Figura 2, Espectros de absorcidn de los cultivos con bajo
contenido de Mn*? . A (1.25 ppm) ¥ C (0 ppm) & los B dias (dia de
médxima actividad de la LiP}, con solucién buffer de tartraro de sodio
pH=3.0 como blance

viamente (Morohoshi, 1990; Thurston, 1994;
Pérez et al, 1996),

La presencia de lacasa se confirmé comparando el
espectro de los cultivos con 40 ppm del dia 8 (B,) y del
dia 12 (B ), donde hay ausencia y presencia de la lacasa
respectivamente (Figura 4) por la aparicién de la peque-
fia banda a 600 nm en el fluido B,. La banda de absor-
cidn ancha entre 390 y 460 nm., que se presenta en ¢s10s
cultivos, puede ser atribuible a los diferentes estados de
oxidacién de las enzimas coraplejadas con Mn*? o Mn™
o con H,0,. (Paszczynski ef al, 1986; Gold et al 1988;
ACS Symposium, 1990; Gold er al, 1993; Pérez et al,
1996) (tanto el dia 8 como el dia 12, se detectd actividad
de la MnP y la lacasa). Aungue ¢l dia 13 no se detectd
actividad de la MnP en el cultivo con 40 ppm de Mn*, la
banda ancha sigue apareciendo, lo cual indica que puede
estar ain presente pero de forma inactiva.

La presencia de la lacasa en los cultivos con 40 ppm
de Mn** también se confirma al monitorear el cambio en
la absorbancia a 310 nm producida por la reaccidn del
alcohol veratrflico y la lacasa inducida por ABTS. Este
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Figura 3. Espectros de absorcidn de los cultivos con diferentes
cantidades de Mn** . A (1.25 ppm); B (40 ppm) y C (0 ppm), a los 13
dias {dia de mixima actividad de 1a lacasa), con agua como blanco
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Figura 4. Espectros de absorcién de cultivo con alto contenido Mn*? .
Fluido B (40 ppm de Mn**) el dfa 8 (B)) y €l dfa 12 (B,,) con solucién
buffer de tartrato de sodio pH 3.0 como blanco

dltimo actdia como un mediador de la actividad de la
lacasa, para oxidar compuestos no fenélicos tales como
el alcohol veratrilico (Bourbonnais et al, 1995; Eggert
et al, 1996; Collins ¢t al, 1998). El aumento en la absor-
bancia a 310 nm. esta indicando la formacién del aldehide
veratrilico, corroborando la oxidacién del alcohol
veratrilico por accién de la lacasa inducida por el ABTS.
(Eggert, et al, 1996; Collins et al, 1998).

El resultado de los geles SDS-PAGE del fluido B a
los 13 dias, (no se muestra) presenté una sola banda, co-
rrespondiente a una proteina de peso molecular aproxi-
mado de 46 KD, la cual no puede ser ni LiP, ni MnP,
puesto que ese dfa no se detectd actividad de estas
enzimas, pero puede ser atribuida a la lacasa, dado que
del Phanerochaete crhysosporium, se ha obtenido una
iacasa con peso molecular 46.5 KD usando celulosa como
fuente de carbono (Srinivisan, 1995).

Discusién

La produccidn de estas tres enzimas, bajo las condi-
ciones descritas en este estudio, no ha sido reportada.
Aungue la produccién enzimadtica obtenida no es alta, la
presencia de las tres enzimas en un mismo cultivo es muy
interesante de resaltar, porque amplia las opciones que
tiene este hongo y su maquinaria enzimitica en
bioremediacién, dado que las enzimas podrian actuar
secuencialmente sobre un sustrato dado.

Como se anoté anteriormente son varios los factores
que afectan la presencia y o ausencia de la actividad de
estas enzimas. La presencia de ellas en el mismo cultivo
se puede atribuir a cambios en la relacién nitrégeno/man-
ganeso, ya que estos dos nutrientes afectan notablemen-
te la actividad de las enzimas ligninoliticas. Una rela-
cién Gptima entre estos dos elementos favorece su pre-
sencia y puede haberse logrado, por la peptona hidrolizada
utilizada en éste estudio, dado que 1a peptona produce
algunos péptidos tales como glicina, cisteina y glutamato,
los cuales son poderosos agentes quelantes de metales,
entre ellos el manganeso (Eggert ¢t al, 1996). Por tanto,
en los cultivos con manganeso, parte del manganeso adi-
cionado se compleja y no esta disponible para el micro-
organismo. De ahi que la inhibicién de la LiP no fué to-
tal, en los cultivos con alto manganeso (40 ppm), debido
a que el manganeso disponible no era tan alto para
inhibirla. Pero ademds, el alcohol veratrilico adicionado
inicialmente al los fluidos, pudo jugar un rol protector
de esta enzima (Mester et al, 1995; Valli ef al, 1950). El
alcohol veratrilico previene de la inactivacién que puede
causarle el H O, presente en el cultivo, ¢l cual es produ-
cido por la oxidacién de la glucosa por la glyoxal oxidasa
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{Kersten, 1990; Kurek ¢ al, 1995). Se conoce ademds
que el Phanerochaete crhysosporium sintetiza alcohol
veratrilico por la via metabdlica del acido shikimico,
aunque su produccién es menor en cultivos con alto con-

tenido de manganeso (Jensen et al, 1994, Dittmer et al,
1997).

En cuanto al nitrégeno, en la peptona hidrolizada estd
mas disponible y por tanto su efecto puede ser similar al
que se dd cuando el medio tiene suficiente nitrégeno,
causando disminucién de la actividad de las enzimas LiP
y MnP, las cuales se encontraron con muy baja actividad
y a su vez esa mayor disponibilidad del nitrégeno favo-
recié la presencia de la lacasa.
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