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RESUMEN
En los dltimos afios las enzimas lacasas han tomado una relevante importancia
debido a que son utiles en la remediacion de efluentes contaminados con
diferentes tipos de colorantes, por esta razon, en el siguiente trabajo de
investigacion se determind la actividad enzimética de un extracto crudo que
contiene enzimas lacasas, obtenido de una fermentacién liquida utilizando el
hongo Pleorotus ostreatus, analizando el efecto producido por las variables pH
y presencia de un agente tensoactivo (Tween 80) durante su fermentacion en
un ambiente controlado y de esta manera encontrar las condiciones Optimas

para alcanzar una méxima produccién de este grupo de enzimas.

Para determinar las condiciones 6ptimas de produccion se utiliz6 un modelo de
superficie de respuesta de primer orden analizando dos variables (pH vy la
presencia de Tween 80) cuya repuesta era la actividad enzimatica. La
presencia de lacasas en el extracto crudo se identificé por medio del cambio
de coloraciébn del guayacol y la actividad enzimatica del extracto fue
cuantificada por espectrofotometria a 470nm, utilizando guayacol como

sustrato.

La prueba de medicién de actividad enzimatica fue realizada durante 20 dias
determinando que en el dia 17 se presentd el punto maximo de actividad
enzimatica. Con la utilizacion del modelo estadistico de superficie de respuesta
de primer orden, se llegd a la conclusién que el hongo Pleorotus ostreatus
presentd mayor actividad enzimatica de lacasas cuando las condiciones de

fermentacién fueron a un pH 8.5y Tween 80 de 7.6 mL/L.

Palabras clave: Pleorotus ostreatus, lacasas, Tween 80, pH.
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ABSTRACT
In recent years laccases enzymes have taken a significant importance because
they are useful for the remediation of dyes contaminated effluents. By this
reason, in this research paper the enzymatic activity was determined of the
crude extract that contains laccases enzymes obtained by liquid fermentation
using the fungus Pleurotus ostreatus, analyzing the effect of two variables pH
and presence of a surfactant agent (Tween 80) during fermentation in a
controlled environment and in this way find the optimal conditions to achieve the

maximum production of this enzymatic group.

To determine the optimal conditions for production a surface model of the first
order response analyzing two variables (pH and the presence of Tween 80) was
used whose response was enzyme activity. The presence of laccases in the
crude extract was identified by the discoloration of guayacol and the enzymatic
activity of the extract was quantified spectrophotometrically at 470nm, using

guayacol as substrate.

The test for measuring enzyme activity was conducted for 20 days, determining
that on day 17 the peak of enzyme activity was presented. By using the
statistical model surface first-order response, Pleurotus ostreatus has greater
enzymatic activity of laccases when the fermentation conditions were pH 8.5
and Tween 80 7.6 mL / L.

Keywords: Pleorotus ostreatus, laccases, Tween 80, pH.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 ANTECENDENTES.
1.1.1 Pleorotus ostreatus.

Pleorutus ostreatus es un hongo de pudricion blanca perteneciente a la familia
de los Basidiomycetes, este hongo ha sido estudiado ampliamente debido a
que puede ser utilizado en aplicaciones medicinales, agroindustriales
ambientales y biotecnoldgicas (Diaz, 2009, pp.23). En el campo médico las
enzimas producidas por este hongo han sido utilizadas para la fabricacion de
analgésicos, en el ambiental este hongo ha sido ampliamente utilizado en la
remediacion de suelos y agua contaminados con hidrocarburos, en la
agroindustria el cultivo de Pleorotus ostreatus se ha intensificado a nivel
mundial, se estima que hoy en dia es el tercer hongo mas cultivado en el
mundo con fines alimenticios (Mendoza, 2012, pp.5), pero cabe decir que la
mayoria de investigaciones en Pleorotus ostreatus se concentran en las
aplicaciones biotecnolégicas que se pueden realizar con sus exoenzimas
(Moya, 2011, pp.50).

Este hongo posee un sistema multienzimatico extracelular compuesto de
lacasas, magnaneso peroxidasas y lignino peroxidasas, el cual le permite
degradar una gran variedad y cantidad de compuestos aromaticos de distintas
estructuras (Lettera, Del Vecchio, Piscitelli y Sannia, 2008). La versatilidad que
tienen estas enzimas les permiten actuar sobre compuestos contaminantes
como hidrocarburos, compuestos aromaticos, plaguicidas, dioxinas, etc
(Sandoval, 2008, pp.25). Existen una gran variedad de organismos que
poseen este complejo multienzimatico, sin embargo, Unicamente algunos tipos
de hongos Basidiomycetos son capaces de degradar estos contaminantes, esta
capacidad de degradacion ha llamado la atencion de este grupo de hongos
especialmente los de la podredumbre blanca, los cuales han demostrado una

gran eficacia en la remediacion de efluentes industriales (Cabrera, 2011,
pp.18).



Una de las ventajas que presentan los hongos de podredumbre blanca es que
pueden crecer facilmente en casi cualquier sustrato lignolitico sin necesidad de
compost o una cubierta, en el caso de Pleorotus ostreatus no se necesita
medios sofisticados se ha visto que crece eficientemente en sustratos como

paja de trigo triturado y cafiote de maiz (Mendoza, pp. 2012).

En condiciones controladas de cultivo se ha comprobado que las lacasas son
las primeras enzimas lignoliticas producidas por este hongo, por lo que
presenta una gran capacidad de degradar compuestos lignoceluldsicos sin
necesidad de someterlos a un tratamiento fisico, quimico o bioldgico (Garcia,

2008, pp.29; Flores, Casasanero, Galindo, Serrano y Trejo 2011).

1.1.2 Lacasas

Las lacasas tienen una gran importancia biotecnoldégica debido a que varias
investigaciones han demostrado que estas enzimas estan intimamente
involucradas en la degradacion y mineralizacibn completa de compuestos
contaminantes de naturaleza organica e inorganica (Mendoza, 2012; Pérez,
2010). Muchas investigaciones han demostrado que las lacasas pueden ser
utilizadas en una gran variedad de procesos como el blanqueamiento de la
pulpa de madera en la industria del papel, modificacion de las caracteristicas
organolépticas de algunos alimentos, elaboracién de farmacos, degradaciéon de
residuos lignocelulésicos y en la biodegradacion de colorantes de origen
fendlico y no fendlico presentes en aguas residuales, que muchas veces son
causa de problemas de contaminacién ambiental y de salud publica (Manjarez
et al., 2008); (Hongman , Bin, Cuihong y Jiti, Jing , 2003).

La implementacion de tratamientos biolégicos utilizando enzimas lacasas,
presenta una serie de ventajas debido a que es un proceso mas econémico y
en la mayoria de las ocasiones se logra degradar completamente el
contaminante (Macellaro, Pezzella, Cicatiello, Sannia y Piscitelli, 2014). Sin

embargo, la produccion de estas enzimas depende de una gran cantidad de



factores como: temperatura, pH, concentracion de oxigeno, nitrégeno y la
presencia de un agente tensoactivo (Dekker, Barbosa, Godoy, Covizzi y
Giesse, 2007).

1.1.3 Ph

Actualmente no existe una gran numero de publicaciones que hayan estudiado
el efecto que tiene el pH sobre la produccion de lacasas, pero se ha encontrado
que se presenta actividad enzimatica en valores de pH que oscilan entre 3y 8
(Diaz, 2009, pp.42). Se ha encontrado que la produccion de lacasas en valores
de pH &cidos presenta una produccién muy baja pero constante a lo largo de
la fermentacidbn y que cuando se utiliza valores de pH cercanos a 8
generalmente la produccion aumenta con el transcurso de la fermentacion
hasta alcanzar su punto maximo y luego empieza a decaer la produccién
(Cabrera, 2011, pp.29). Se han realizado investigaciones en diferentes

microorganismos, la Tabla 1 resume los trabajos mas relevantes.

Tabla 1. Investigaciones relevantes sobre el efecto del pH en la produccion de

lacasas.
] . Tipo de ) ]
Microoganismos ) pH 6ptimo Referencia
fermentacion/sustrato
Botryosphaeria _ (Dekeer et al.,
_ Sumergida/Glucosa 5-6,5
rhodina 2007)
Aspergillus . ]
Solida/Glucosa 7 (Diaz, 2009)
oryzae
Pleorotus Sumergida/Agave
_ 4 (Cabrera, 2011)
ostreatus Tequilana Weber
Streptomyces Sumergida/Pulpa . (Niladevi et al.,

psammoticus de café 2006)



1.1.4 Tween 80

El Tween ha demostrado ser un reactivo o detergente que induce una mayor
actividad enzimética, este detergente ayuda romper al membrana celular y
facilita la secrecion de diferentes tipos de enzimas enzimas al medio externo
(Dekker et al., 2007 Gayosso, 2008; Saparrat et al., 2007, Ramos et al), se han
realizado estudios en diferentes organismos, la Tabla 2 muestra algunas

investigaciones relevantes.

Tabla 2. Investigaciones relevantes sobre el efecto del Tween en la produccion

de enzimas
. ) Tipo de ] )
Microoganismos i Tween Enzima Referencia
fermentacion/sustrato
Pleorotus N (Gayosso et
Solida /Dextrosa 13mL/L* Lacasa
ostreatus al., 2008)
Minimidochium _ Saparrat et
Sumergida/Glucosa ImL/L** Lacasa
parvum al., 2007
i Dekker et
Botryosp_haerla Sumergida/Glucosa = 1mL/L*** Lacasa
Rhodina al., 2007
Serratia Solida/ Agar yema , (Ramos et
5mL/L* Lipasa
marcescens de huevo al)

Nota: *Tween 80, **Tween 20, **Tween 60.

1.2 JUSTIFICACION

Las enzimas son catalizadores biologicos, estas pueden acelerar una gran
diversidad de reacciones quimicas, en los ultimos afios el uso de enzimas ha
aumentado a nivel mundial y su aplicacion en diferentes sectores de la industria
ha tomado una gran relevancia. Por esta razon, se han realizado varias
investigaciones para desarrollar técnicas y procesos que permitan una
produccion mas efectiva de diferentes tipos de enzimas (Calle Villegas,
Alvarez, Gimenez y Terrazas, 2007). Las lacasas han tomado una gran



importancia en las ultimas décadas ya que estas enzimas presentan una gran
cantidad de aplicaciones, basta mencionar algunas de ellas: remociones de
contaminantes organicos e inorganicos de aguas residuales, deslignificacion de
materiales, detoxificacion de suelos entre otras (Tinoco et al., 2010). Las
lacasas han sido ampliamente estudiadas en la remocién de contaminantes
presentes en efluentes industriales y han demostrado ser una opcién mas
eficaz y econdmica en contraste a muchos tratamientos tradicionales utilizados
actualmente para la remocién de contaminantes en efluentes industriales como
la floculacion, Gsmosis inversa, oxidacién con ozono, etc (Garcia, 2008). Se ha
comprobado que las lacasas son capaces de remover una gran cantidad de
colorantes presentes en las aguas residuales, estas pueden ser producidas por
una gran cantidad de organismos, uno de ellos es el hongo Pleurotus ostreatus
(Macerallo et al., 2013).

Resulta importante investigar la optimizacion de las condiciones de cultivo para
que la produccion de lacasas aumente, analizando el efecto que tiene la
combinacion de variables como fuente de carbono, fuente de nitrégeno,
temperatura, pH, inductores, entre otros (D Agostini et al., 2010; Dekker et al.,
2009; Diaz, 2009, pp.42 Manikandan et al., 2010).

Se ha visto que el pH tiene un efecto significativo en la produccion de enzimas
lacasas en algunos organismos, como los hongos filamentosos, los rangos de
pH utilizados varian desde 3 a 8 5 (Dekker et al., 2009; Cabrera, 2011; Diaz
2009). Por otro lado, investigaciones advierten que el agregado de un agente
tensoactico en la produccion de lacasas en diferentes organismos aumenta la
permeabilidad de la bicapa lipidica lo cual facilita la secrecion de estas enzimas
(Dekker et al., 2009; Gayosso, 2008; Saparrat et al., 2007). Por lo antes
mencionado, se busca evaluar distintos valores de pH y agente tensoactivo
para comprobar su efecto en la produccién de lacasas por el hongo Pleurotus

ostreatus.

Aunque no es objeto de estudio en este proyecto utilizar las lacasas producidas

en el tratamiento bioldégico de aguas contaminadas con colorantes, varias



publicaciones y grupos de investigacion han trabajado en este tipo de
aplicacion biotecnologica. Por lo tanto, se plantea como perspectiva a futuro el
uso de lacasas producidas por el hongo Pleorotus ostreatus en el tratamiento
biolégico de aguas contaminadas con colorantes de naturaleza organica e

inorganica.
1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del pH inicial y del agregado de un agente tensoactivo Tween
80 en la produccién de lacasas a partir Pleurotus ostreatus.

1.3.2 Objetivos especificos

e Analizar el efecto que provoca el aumento y la disminucion del pH en la
produccion de lacasas a partir hongo Pleurotus ostreatus.

e Valorar si el agregado del agente tensoactivo Tween 80 aumenta la
secrecion de lacasas.

e Establecer si existe una diferencia en la produccion de lacasas con los
tratamientos utilizados.

e Determinar si existe una correlacion entre el pH y el agregado del agente
tensoactivo (Tween 80) en la produccion de lacasas.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 ENZIMAS LACASAS

Los hongos de la podredumbre blanca han demostrado una gran utilidad en
procesos de biorremediacién, ya que poseen un complejo multienzimético
capaz de degradar una gran diversidad de compuestos xenobiéticos. El
complejo enzimatico de degradacion lignolitico estd compuesto por tres
principales tipos de enzimas que son: enzimas Manganeso Peroxidasa
dependientes de Mn+2 (MnP), Ligninoperoxidasas (LiP) y lacasas (Lac) (Jing,
2010; Rodriguez Bermudez, Serrat y Kourouma 2006). Estas enzimas
presentan una gran peculiaridad, la cual es que son muy inespecificas con el
sustrato por lo que, pueden oxidar una gran gama de contaminantes presentes
en efluentes industriales como colorantes, hidrocarburos aromaticos y restos
organicos (Aguilar et al., 2010; Moya, 2011, pp.15; Poornima, Sneha y Sridhar,
2014). El tipo de sustrato lignocelulésico y la composicion del medio son los
factores que determinan la proporcidén de las enzimas lacasas, peroxidasas y
ligninoperoxidasas que producira el hongo, de esta manera en condiciones
controladas se puede producir una mayor cantidad de una enzimas requerida

en particular (Garcia, 2008).

Las lacasas son enzimas del tipo oxidasas multicobre las cuales, pueden oxidar
anillos de lignina, derivados de ésta y ademas catalizan la oxidacion de las
posiciones orto y para de los difenoles y diferentes tipos de aminas aromaticas
(Moya, 2011, pp.6), por medio de este mecanismo de reaccion las lacasas
pueden oxidar y mineralizar una gran cantidad de compuestos como aldehidos,
compuesto fendlicos, no fendlicos, aminas aromaticas y varios tipos de
radicales libre (Garcia, 2008 ; Kalra, Chauhan, Shavez y Sachdeva, 2013).

El grupo de las oxidasas multicobre, participan en una gran cantidad de
reacciones quimicas como la fosforilacion oxidativa, la fotosintesis y una

diversidad de reacciones del metabolismo celular, las enzimas oxidasas



multicobre son las Unicas capaces de oxidar el oxigeno hasta su mineralizacion
completa es decir lo oxidan hasta convertirlo en dos moléculas de agua (Moya,
2011, pp.6).

Por la importancia de estas enzimas se han realizado una gran cantidad de
investigaciones en diferentes sectores industriales como el alimentario,
cosmeético, médico y ambiental en diferentes organismos, destacando entre
estos los hongos de pudricidn blanco por su gran capacidad de producir estas
enzimas (Jing, 2008; Niladevi et al., 2006; Salony et al., 2005). Ademas, con la
con la informacion genética obtenida en diferentes investigaciones se han
realizado ensayos de sobreexpresidbn de estas enzimas en organismos
genéticamente modificados, por ejemplo las lacasas fungicas se han
sobreexpresado en Saccharomyces cerevisiae y Trichoderma reesei; sin
embargo todavia no se logra la produccion esperada a nivel industrial, por lo
cual se continlia realizando investigaciones para mejorar la especificidad de la
enzimas por el sustrato y las condiciones de cultivo durante la fermentacion
(Madzak et al., 2005).

2.1.1 Mecanismo Catalitico y Estructura de las lacasas

La lacasas estan compuestas por 4 atomos de cobre los cuales forman los
centros T1, T2 y T3, los mismos que pueden ser identificados y clasificados
midiendo sus caracteristicas espectrofotométricas, se ha reportado que el
centro T1 presenta su mayor absorcion a 660nm, bajo esta misma absorcion el
centro T2 presenta una absorcion muy baja, mientras que el centro T3 presenta
su maxima absorciéon a 330nm (Rodriguez, 2006). Las lacasas en su gran
mayoria poseen 3 dominios en su estructura del tipo cupredoxinal los cuales
son la unidad bésica fundamental de las enzimas oxidasa multicobre, los 3
dominios presentan un tamafo similar y tienen una estructura de barril (Figura

1) (Pezzella, Russo y Marzocchella, 2014).



Figura 1 Estructura tridimensional de la lacasa de Cerrena maxima, en la que
se pueden observar los tres dominios tipo cupredoxina y los centros del cobre.
Tomado de (Moya, 2011)

Las lacasas son enzimas cobre dependientes y se ha visto que los sitios
cataliticos y los aminoacidos que se encargan de coordinar las funciones de los
iones de cobre en la molécula estan conservados en la mayoria de los tipos de
enzimas lacasas, la secuencia conservada es una estructura formada por 10
histidinas y una cisteina que se distribuyen de manera similar en los diferentes

tipos de enzimas lacasas (Macerralo et al., 2014; Moya, 2011)

Para llevar al cabo su ciclo catalitico de despolimerizacion de la lignina
completa las lacasas necesitan de peréxido de hidrégeno el cual oxida al ion
cobre aumentando su estado de oxidacion, cuando sucede esto las enzimas

pueden actuar (Garcia, 2008).
2.1.2 Especificidad de sustrato de las lacasas
Una caracteristica muy importante de las lacasas es que presentan una

especificidad muy baja sobre el sustrato, esto les permite oxidar una gran

cantidad de compuestos de naturaleza fendlica debido a que poseen un bajo
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potencial redox. Sin embargo, pese a que estas enzimas tienen un alto
espectro de sustratos solo se dispone de informacion de la cinética con muy
pocos compuestos como el 2,2 azino-bis (3-etilbenzoatiazolin-6-sulfénico)
(ABTS), siligandazina y guayacol de los cuales se conoce el coeficiente de

extincion molar (Giardina et al., 2010).

Las lacasas actuan sobre el sustrato reduciendo el oxigeno a dos moléculas de
agua, el mecanismo se da por medio de la transferencia de 4 electrones y la
oxidacion del sustrato, ademas durante la reaccién generalmente no se

producen intermediarios toxicos (Figura 2) (Moya, 2011, pp.8).

OH
OH
4 + 0=0=4 +2 H20
0
OH
4,1 Bencenodiol  + 02 4-Benzosemiauinona + 2H20
Figura 2 Reaccién de Bencenodioal a Benzosemiquinona catalizada por la enzima
lacasa.
Tomado de (Brenda Enzymes, 2015)

Todos los compuestos presentan una susceptibilidad para ser oxidados por la
lacasas y esta susceptibilidad esta dada por su estructura quimica y por su
potencial redox, es importante mencionar que las lacasas tienen una gran
cantidad de iones metalicos lo cual significa que pueden ser inhibidas por

aniones como el floruro o el cianuro (Macellaro et al., 2014).
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2.1.3 Aplicaciones biotecnoldgicas de las lacasas

Existe muy poca cantidad de lacasas comerciales sin embargo, cada dia
aumenta el interés por la produccion de estas enzimas ya que presentan una

gran cantidad de aplicaciones en la industria.

2.1.3.1 Industria Textil

Con el paso de los afios y con la revolucién industrial, se vio un incremento en
la produccion textil en todo el mundo y con esto la industria se vio en la
necesidad de crear nuevos colorantes sintéticos para satisfacer la demanda de
productos. Los colorantes mas utilizados son los colorantes tipo azo que se
emplean para la coloracion de celulosa. Se estima que aproximadamente un
10% de estos colorantes son descartados directamente a través de efluentes al
medio ambiente sin ningun tratamiento previo (Cortazar-Martinez et al., 2010).
Actualmente existen mas de 100.000 colorante sintéticos en todo el mundo y la
gran mayoria de estos son perjudiciales para el ambiente, no soélo
estéticamente si no que muchos de estos pueden causar alteraciones en los
ecosistemas marinos afectando la solubilidad de los gases y pueden resultar
mutagénicos para los seres vivos de estos ecosistemas (Diaz-Godinez, 2013;
Moya, 2009, pp.26). Los colorantes sintéticos usados en la industria textil
representan una gran amenaza para las flora y fauna de los ecosistemas
marinos ya que mas de un 90% de estos colorantes han demostrado ser
mortales (Coronel et al., 2013). Los tratamientos fisicos y quimicos utilizados
como la floculacién, filtracion, flotacion, 6smosis inversa y oxidacion con ozono
son muy costosos, ademas por la diversidad de estructuras que tienen estos

colorantes su eficacia se ve disminuida (Aguilar et al., 2010; Garcia, 2008).

Las lacasas han demostrado una gran efectividad de remocion de colorantes,
especialmente los tipo azo que son de naturaleza persistente, esto se debe a
gue son enzimas muy inespecificas lo cual les permite oxidar una gran cantidad

de sustratos, por lo cual el uso de enzimas lacasas es un tratamiento muy
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prometedor ya que la materia prima utilizada para la produccion de estas
enzimas es muy econémica (Moreno, 2008). Se han realizado investigaciones
donde se ha simulado un efluente textil real y por medio de una lacasa
comercial se obtuvo la decoloracion del mismo (Aguilar et al., 2008; Coronel et
al., 2013 Cortazar-Martinez et al., 2008; Paez, 2012; Sandoval et al., 2008).

2.1.3.2 Industria del papel

La lacasas son utilizadas para el blanqueo de la pasta de papel, por medio del
complejo lacasa-mediador se puede disminuir la concentraciébn de lignina
presente en el papel (Moldes, Diaz, Tnazov y Vidal, 2011), con esto se puede
tener un material rico en celulosa y con baja concentracion de lignina y se
elimina la posibilidad de que el papel presente un color pardo. Generalmente,
en la industria papelera se utiliza cloro para eliminar el color pardo de la pasta
de papel, pero esto conlleva otro problema debido a que el cloro es desechado
por los efluentes industriales, el uso de lacasas ayuda a reducir la utilizaciéon de

cloro y la contaminacion del medio ambiente (Babot, 2012).

La mayoria de las lacasas utilizadas para este proceso son de origen fungico
pero también se ha visto que las lacasas de origen microbiano funcionan un
rendimiento es menor. Actualmente, en el mercado, existe un producto
comercial especifico para el blanqueamiento de la pasta del papel denominado
Lignozym (Call y Mucke 1998).

2.1.3.3 Degradacion de hidrocarburos

Las caracteristicas oxidativas de estas enzimas les permiten degradar algunos
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPsS) (Arana, Tellez y Gonzélez, 2002).
Se han realizado estudios donde se ha comprobado que las lacasas fungicas
pueden ayudar a mineralizar diferentes concentraciones de petroleo crudo

presente en suelos contaminados (Adenipekun, 2008).
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2.1.3.4 Industria alimentaria

Las lacasas pueden utilizar como sustrato grasas, carbohidratos y proteinas,
por lo cual muchos alimentos pueden modificar sus propiedades gracias a la
accion de estas enzimas, uno de los campos en los que mas se las utiliza es en
la modificacién del color de algunas bebidas como cerveza y zumos de frutas
(Roman, Torres y Ayala, 2010). En el procesamiento del vino las lacasas
pueden ayudar a eliminar los polifenoles y de esta manera mejorar las

caracteristicas organanolépticas del producto (Manjarez et al., 2008)

En la industria panadera las lacasas han demostrado que pueden mejorar la
calidad de la masa debido a la formacién de biopolimeros de acido felarico
(Moya, 2011, pp.50).

2.1.3.5 Sector farmacéutico

Las lacasas han sido utilizadas para la produccion de yodo que es un
desinfectante, asi como para la fabricacion de antinflamatorios y diversos
analgésicos, pero el hallazgo mas importante es que se encontré6 que las
lacasas tienen la capacidad de inhibir la actividad transcriptasa inversa del virus
HIV-1 (Moya, 2011, pp.50).

2.2 Pleorotus ostreatus

Pleorotus ostreatus es un hongo de podredumbre blanca perteneciente a la
familia de los Basidiomycetos, el orden al cual pertenece es a los Agaricales y
se encuentra dentro del género Pleorotus. La principal caracteristica de estos
hongos es la presencia de basidios en los cuales se producen basiodioesporas
(Ramirez et al., 2003; Rodriguez et al., 2006) En el Tabla 3 se muestra la

clasificacion taxonémica del hongo Pleorotus ostreatus.
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Tabla 3. Clasificacion taxondmica de Pleorotus ostreatus (Cabrera, 2011)

Reino Fungi
Phylum Basidiomycetes
Clase Agaricomicete
Orden Agaricales
Familia Pleorotaceae
Género Pleorotus
Especie Spp

Su nombre se deriva de su particular forma parecida a una ostra. Este tipo de
hongo puede crecer en casi cualquier tipo de sustrato lignocelulésico (Moreno y
Ospina, 2008), ademas es un hongo saprofito y muchas veces actia como
parasito de diferentes tipos de arboles, poseen un gran nimero de hifas que le
permite penetrar incluso en materiales muy complejos estructuralmente como
la madera y las cuticula de insectos (Cabrera, 2011, pp.7).Este hongo es muy
apreciado por sus caracteristicas organolépticas para la industria alimentaria su
composicién puede variar pero en general estd conformado por un 30% de
proteinas, 56% de carbohidratos y 14% de grasas, adicionalmente se ha
encontrado que presenta una gran cantidad de minerales en su estructura
(Diaz, 2013).

En estudios realizados se ha visto que este hongo puede acoplarse a una gran
diversidad de condiciones climaticas y de cultivo (Moya, 2011). El crecimiento
microscopico de este hongo es micelar, algodonoso y aéreo, ademas en las
diferentes etapas de su crecimiento forma anillos desde su centro hasta la
periferia, mientras que en forma de cuerpo fructifero presenta la forma de una

ostra (Figura 3)
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Figura 3 Fotografias de cuerpo fructifero (a) y crecimiento micelar (b) de
Pleorotus ostreatus.

Tomado de (Moya, 2011)

Este hongo ha despertado un gran interés del mundo cientifico de la
biorremediacion debido a que tiene un sistema multienzimatico oxidativo muy
poco especifico, que puede mineralizar una gran cantidad de derivados de la
celulosa, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS) y colorantes presente en

los efluentes industriales (Rodriguez et al., 2005; Tinoco et al., 2001).

El complejo multienzimatico del hongo Pleorotus ostreatus esta compuesto por
tres tipos de enzimas que son las lacasas (Lac), magneso peroxidadsas (MnP)
y lignino peroxidasas (Lip), con las condiciones de cultivo se puede inducir a la
produccion de un tipo de estas enzimas en mayor o menor medida (Pezella, et
al., 2014).

Estas enzimas tiene funciones vitales sobre el hongo y al ser catalizadores
naturales presentan una gran ventaja en comparacion a los catalizadores
guimicos ya que su producciéon y uso es mas econdémico, pueden llevar el
sustrato hasta su mineralizacion completa y si no es asi el residuo es
biodegradado, ademas pueden operar en temperaturas moderadas (Cabrera,
2011; Macarallo et al., 2010)
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2.3. Método estadistico de superficie de respuesta

El modelo estadistico de superficie de respuesta es un método que se utiliza
para determinar las condiciones éptimas para el desarrollo de un practica o
proceso, mediante las implementacion de un numero de tratamientos de
acuerdo al modelo se pueden encontrar niveles éptimos de un factor sobre una
variable de respuesta determinada como puede ser la actividad enziméatica
(Camara et al., 2013). Este modelo permite al investigador obtener respuestas
promedio de la accion de dos o mas factores sobre una variable de respuesta,
de esta manera se pueden evaluar el efecto de cada uno de estos factores (De
zan, 2006).

El método de superficie de respuesta permite mejorar varios factores de un
proceso como pueden ser: costos, tiempos, eficiencia y productividad en
funcién de los valores Optimos obtenidos, al final de modelo es necesario
realizar una optimizacion del proceso para evidenciar que el ensayo es
reproducible (Camara et al., 2013). Como cualquier otro modelo estadistico el
modelo de superficie de respuesta contiene un término de error que es
causado por diferentes variables en el manejo que no se pueden controlar

(Camara, De zan y Goycochea, 2013).
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CAPITULO IIl. METODOLOGIA

Las diferentes fases de laboratorio fueron llevadas a cabo en el Laboratorio de

Docencia de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las Américas.

A continuacion se describird la metodologia que se utilizé6 para alcanzar los

objetivos planteados.

3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se utiliz6 un modelo de superficie de respuesta de primer orden 2% para
analizar el efecto combinado del pH y Tween 80 en la produccion de enzimas
lacasas. Se realizaron 9 tratamientos con diferentes valores de pH y Tween 80
y, todos los tratamientos se realizaron por triplicado (Tabla 4). Para la
implantacion de modelo se tom6 como valores centrales: Tween 80 5mL/L y
pH=6 (Tabla 4), basdndose en datos obtenidos de diferentes investigaciones
(Gayosso, 2008; Dekker, 2007; Saparrat, et al 2007).

3.2.- TRATAMIENTOS
3.2.1 Datos Tratamientos

Tabla 4. Unidades codificadas y descodificadas de los tratamientos a realizar

bajo el modelo de superficie de respuesta de primer orden.

Unidades descodificadas

Unidades
N Tween 80 (mL/L) pH
codificadas
-1,4 2,2 3,2
-1 3 4
0 5
1 7 8

1,4 7,8 8,8
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3.2.2 Detalle de tratamientos

Tabla 5. Descripcion de los 9 tratamientos utilizados

Valor asighado a

Tipo de Coordenadas
Tratamiento coordenadas
punto
Tween 80 H(X2) | X1 (mL/L) X2
m
xy P

T1 Central 0 0 5 6
T2 Axial 0 -1,4 5 3,2
T3 Axial 0 1,4 5 8,8
T4 Factorial 1 1 7 8
T5 Factorial 1 -1 7 4
T6 Axial -1 -1 3 4
T7 Axial -1 1 3 8
T8 Factorial 1 0 7 6
T9 Factorial -1 0 3 6

3.3 REACTIVACION DE LA CEPA DE Pleorotus ostreatus EN MEDIO
AGAR PAPA DEXTROSA (PDA).

La cepa de Pleorotus ostreatus utilizada fue obtenida de la coleccion
microorganismos del Laboratorio de Docencia de Ingenieria en Biotecnologia
de la Universidad de las Américas. Dicha cepa fue reactivada tomando 5mm de
micelio, el cual se inoculd en medio sélido PDA esterilizado. Las cajas Petri

inoculadas se incubaron a 28°C durante 7 dias.
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3.4 SIEMBRA DE Pleorotus ostreatus EN MEDIO LIQUIDO INDUCTOR DE
LACASAS.

Para cada experimento propuesto segun el disefio experimental (Tabla 5), se
prepararon 100mL de medio de cultivo liquido que base compuesto por los
reactivos detallados en la Tabla 6 y la respectiva cantidad de Tween 80 (Tabla
5). El pH de cada medio fue ajustado de acuerdo a lo planteado en la Tabla 5.
A continuacion, se colocaron a los 100 mL del medio y 2 g de esponja de
poliuretano en los matraces de 250 mL y se autoclavé a 121 °C y 20 psi de
presion durante 15 minutos. Una vez autoclavados los matraces con el medio
de cultivo, a temperatura ambiente se procedié a colocar de forma aséptica un
disco de aproximadamente 5mm de diametro de la cepa reactivada en PDA en
cada matraz y se incub6 a 28 °C durante 20 dias, se realizaron 3 réplicas de

cada tratamiento.

Tabla 6. Composicion de medio liquido inductor (Diaz, 2009; Cabrera, 2008)

Reactivo g/L
Glucosa 13,15
Extracto de levadura 6,25
Fosfato de potasio 0,625
Sulfato de Magnesio 0,625
Fosfato de calcio 0,375

Cloruro de cobalto 1,5
Sulfato de Zinc 0,02
Sulfato de magneso 0,025
Sulfato cuprico 0,25

Bacto pectona 0,5
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3.5 MEDICION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Los niveles de enzimas lacasas son detectables claramente a partir del dia 8
de la fermentacién, por lo mismo a partir del dia 8 se tomaron alicuotas diarias
de 600 pL de medio liquido, las mismas que se centrifugaron a 13200 rpm por
15 minutos. Se cuantifico la actividad enziméatica del extracto crudo mezclando
600 uL de dicho extracto con 400 pL de guayacol 100mM y 250 uL de buffer
acetato pH 5. Se midi6 la absorbancia de la mezcla hecha previamente a
470nm durante 300 segundos con intervalos de 10 segundos. La actividad de
lacasas se expreso en U/mL de extracto crudo, definiendo U como las pmoles

de guayacol consumido por minuto.

La formula utilizada para la medicion de la actividad fue (Saparrat et al., 2007;
Poornima, et al 2014; Viswanath, et al 2006; Karla, 2013):

(Abs Final—Abs inicial)*xVTx*fd
ExVSxt

U =

(Ecuacion 1)

Donde:

Abs final = absorbancia medida a los 300 segundos de la reaccion.
Abs inicial = absorbancia medida a 0 segundos de la reaccion.

VT= Volumen total de la reaccion.

fd = factor de dilucién

£ = coeficiente de extincion molar de guayacol a 470 nm (6740/M/cm)
VS = volumen guayacol

t = tiempo de reaccion

3.6 ANALISIS ESTADISTICO.

La informacién obtenida con las mediciones espectrofotométricas fue
transformada a unidades de actividad enzimatica. Posteriormente, se realizo en

Excel una estadistica de regresién y un andlisis de varianza, obteniendo los
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coeficientes que se utilizaron en la ecuacion del modelo propuesto de superficie

de respuesta de primer orden 2* (Ecuacién 2).

U=aX1+bX2+ cX1X2? + dX2X1? + eX1X2 + f (Ecuacién 2)

Donde:

y= Valor de variable de respuesta (Actividad enzimatica)

a,b,c,d,e,f= coeficientes obtenidos del andlisis estadistico de regresion de excel
X1=valor de Tween 80

X2=valor de pH

3.7 COMPROBACION DEL MODELO MATEMATICO.

Una vez que se obtuvieron los valores oOptimos segun la metodologia de
superficie de respuesta, se procedié a realizar la verificacion del modelo
propuesto, para lo cual se realizé un ensayo con los valores 6ptimos de pH y
Tween 80 obtenidos. Se realizaron tres réplicas de este ensayo.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
4.1 MEDIO INDUCTOR.
El medio inductor utilizado permitié el crecimiento del hongo, ademas propicio

la produccion de enzimas lacasas, comprobando cualitativamente su presencia

en el extracto crudo obtenido mediante la oxidacion de guayacol (Figura 4)

Figura 4 Cubetas donde se evidencia la oxidacion de guayacol

4.2 PRODUCCION DE LACASAS

Se determiné de forma cuantitativa la actividad enzimética a través de la
medicion espectrofotométrica diaria de la reaccion entre el sustrato (guayacol)
y el extracto crudo que contenia las enzimas a 470nm durante 300 segundos y
con intervalos de medicion de 10 segundos para todos los tratamientos y todas
sus repeticiones. La produccion de lacasas fue aumentando con el pasar de los
dias hasta llegar a su punto maximo el dia 17 de la fermentacién en todos los

tratamientos; esta aseveracion se comprobd midiendo la actividad enzimatica
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diaria. A partir del dia que presenté maxima actividad, el valor de la misma fue

decreciendo en todos los tratamientos de manera significativa (Figuras 5 a 13).

Actividad enzimatica (U/mL)

),25

0,2

)15

0,1

J,05

ACTIVIDAD ENZIMATICA DIARIA PROMEDIO EN T1

2 4 b 8 10 12 14 16 18 20 22

Tiempo de fermentacion (Dias)

Figura 5 Actividad enzimatica registrada en T1 Tween 80=5mL/L; pH=6
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Actividad enzimatica (U/mL)

0,0005
0,00045

0,0004

0,00035 -

0,0003

0,00025

0,0002 -

0,00015
0,0001

0,00005

ACTIVIDAD ENZIMATICA DIARIA PROMEDIO EN T2

Tiempo de fermentacién (Dias)

Figura 6 Actividad enzimatica registrada en T2 Tween 80=5mL/L; pH=3,2

Actividad enzimaética (U/mL)

0,3

0,25

0,15 -

01 -

0,05 -

ACTIVIDAD ENZIMATICA DIARIA PROMEDIO EN T3

2 4

T T T T T T T T 1

6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tiempo de fermentacién (Dias)

Figura 7 Actividad enzimatica registrada en T3 Tween 80=5mL/L; pH=8,8
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1,2

0,8 -

0,6 -

0,4 -

Actividad enzimatica (U/mL)

0,2

ACTIVIDAD ENZIMATICA DIARIA PROMEDIO EN T4

T 1 T T T T I

6 8 10 12 14 16 18
Tiempo de fermentacién (Dias)

T

20

Figura 8 Actividad enzimatica registrada en T4 Tween 80=7mL/L; pH=8

1
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0,0003 4

0,0005 -

0,0007 -

Actividad enziméatica (U/mL)

0,0006 A

0,0005 -

0,0004 -

0,0003 -

0,000z A

0,0001 A

ACTIVIDAD ENZIMATICA DIARIA PROMEDIO EN TS

Tiempo de fermentacidn (Dias)

Figura 9 Actividad enzimatica registrada en T5 Tween 80=7mL/L; pH=4
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DIARIA PROMEDIO EN T6
0,0007 -

0,0006 -
0,0005 -
0,0004 -
0,0003 -

0,0002 -

Actividad enzimaética (U/mL)

0,0001 -

Figura 10 Actividad enzimatica registrada en T6 Tween 80=3mL/L; pH=4

ACTIVIDAD ENZIMATICA DIARIA PROMEDIO EN T7

0.2
0,6 -

0,5 -

0,2

Actividad enzimatica (U/mL)

0,1 A

0 T T T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Tiempo de fermentacién (Dias)

Figura 11 Actividad enzimatica registrada en T7 Tween 80=3mL/L; pH=8
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DIARIA PROMEDIO EN T8

14 -

1,2 -

0,8 -

04 -

Actividad enzimatica (U/mL)

0,2 -

0 T T T T T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Tiempo de fermentacién (Dias)
Figura 12 Actividad enzimatica registrada en T8 Tween 80=7mL/L; pH=6

ACTIVIDAD ENZIMATICA DIARIA PROMEDIO EN T9
1,2 1

0,8 -

0,6 -

0,4 -

0,2 -

Actividad enziméatica (U/mL)

Tiempo de fermentacién (Dias)

Figura 13 Actividad enzimatica registrada en T9 Tween 80=3mL/L; pH=6
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4.3.-pH

El efecto que tiene el pH en la produccion de lacasas fue muy significativo,
pues en los tratamientos donde la fermentacién tenia valores de pH cercanos a
3 la actividad enzimatica fue muy baja o casi nula, siendo estos tratamientos
T2, T5 y T6, cuyos valores maximos de actividad fueron 0,000424 U/mL,
0,000716 U/mL 0,0005896 U/mL respectivamente. Ademas, se pudo constatar
qgue en los tratamientos T2, T5 y T6 donde se utiliz6 pHs cercanos a 3 el
micelio del hongo no crecia de la misma manera que en los tratamientos donde

se utilizaban valores de pH cercanos a 7 o mayores a este (Figura 14).

Micelio
enTl

Micelio
enT2

Figura 14 Diferencia en el crecimiento del micelio entre T1y T2

En los tratamientos donde la fermentacion tenia valores de pH cercanos o
mayores a 7 la actividad enzimética aument6 considerablemente hasta el dia
17 de la fermentacion, siendo estos tratamientos T1, T3, T4, T7 y T8, cuyos
valores maximos de actividad fueron 0,203 U/MI, 0,259 U/mL, 1,037 U/mL,
0,789 U/mL, 1,327 U/mL respectivamente (Figura 15).
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4.4 TWEEN 80

La presencia de Tween 80 como agente surfactante aumenté la produccién de
enzimas lacasas. Los dos valores de actividad enzimatica mas altos 1,037
U/mL y 1,327 U/mL se registraron en los tratamientos T4 y T8 respectivamente
(Figura 15).

ACTIVIDAD ENZIMATICA REGISTRADA AL DiA 17
pH=6
1,4
1,2 4 pH=8 pH=6
£ 1 pH=8
O,B
£
NO,6
a
B
204 pH=8,8
g pH=6
0z - pH=3,2 e
0 A S S
T T t t t T t t T T
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Tweergo=smfL  TweerSO=SmUL TueeBOSMUL L ersoermuyL TSI po e G0e3mUL  TweerBO=3mU  TwserSo=7muL TweerB0=3mUL
T=Ndmero de tratamiento
Figura 15 Actividades maximas registradas por tratamiento

4.5 MODELO DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

Para la generacion del modelo de superficie de respuesta se utilizaron los
promedios de los valores de actividad medidos al dia 17, con lo cual se realizd
una estadistica de regresion y andlisis de varianza de los datos, obteniendo
una ecuacion (Ecuacion 3) con la cual se genero el grafico de superficie de
respuesta (Figura 16). Como se observa en la Figura 15 los valores de
actividad enzimatica incrementan a pH superiores a 5 y Tween 80 superior o
igual a 7mL/L.



4.5.1 Analisis de Varianza y estadistica de regresion

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion

multiple 0,911592402
Coeficiente de determinacién
RA2 0,831000707
RA2 ajustado 0,79076278
Error tipico 0,256883029
Observaciones 27
ANALISIS DE
ARIANZA

Grados de  Suma de Promedio de los Valor critico

libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 5 6,814070534 1,362814107 20,6521749 1,84005E-07
Residuos 21 1,385766699 0,06598889
Total 26 8,199837233

Estadistico Inferior Superior

Coefi  Error tipico t Prob 95% 95%
f Intercep 0,214558 0,148251 1,44726167 0,16259 0,09374684 0,522862822
a VarX1 0,132563 0,05270019 2,51542668 0,0201 0,02296742 0,242159516
b VarX2 0,275268 0,05270019 5,22328194 3,5E-05 0,16567191 0,384864008
¢ VarX3 0,488631 0,08796438 5,55487143 1,6E-05 0,30569887 0,671562752
d VarX4 -0,11379 0,08796438 -1,2936194 0,20985 0,29672437 0,069139511
e VarX5 0,061991 0,07415574 0,83595515 0,41259 0,09222443 0,216206185

30
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U/mL = 0,132X1 + 0,275X2 + 0,488X1X2% — 0,113X2X1? + 0,061X1X2 + 0,214

(Ecuacion 3)

GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

15

Actividad enzimatica (U/mL)

0,5

152

47,52 7.8 mi1-1,5
0,51

m0-05

) 5 52855584612 64 66865672

| 47
22 2,48 2,76 3,04 3,3 36 38 4,16 4,44

Tween 80

Figura 16 Grafica de actividad enzimética obtenida bajo el modelo de superficie de
resouesta primer orden.

4.6 COMPROBACION DEL MODELO MATEMATICO

Para la comprobacion del modelo matematico generado (Ecuacion 3 y Figura
16) se realizé un ensayo bioldgico (Tabla 7) con tres réplicas a pH 8,5y Tween
80 7,6 mL/L, obteniendo una actividad enzimética promedio de 1,43 U/mL con
una desviacién standar de 0,035. El valor tedrico del modelo propuesto
(Ecuacién 3) fue de 1,535 U/mL, el mismo que se compardé con el valor
experimental obtenido (1,43 U/mL) generando un porcentaje de error entre
ambas medidas de apenas el 6%.
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Tabla 7. Actividad enzimatica registra en ensayo de comprobacion de modelo

matematico

Tratamiento

Tween 80
(X1)

Optimo

Optimo
Optimo

Optimo

pH (X2)

Optimo

Optimo
Optimo

Optimo

X1 (mL/L)

7,8

7,8
7,8

7,8

8,5

8,5
8,5

8,5

X2

Actividad
(U/mL)

1,439484

1,378716
1,448736

1,457163
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CAPITULO V. DISCUSION

Actualmente se desarrollan investigaciones con el fin de encontrar una
estrategia efectiva para degradar compuestos contaminantes cuya disposicion
final y acumulacion en el medio ambiente puede traer una gran cantidad de
problemas ambientales y sanitarios (Paez, 2012). Una de las estrategias mas
prometedoras es el uso de enzimas lignoliticas como las lacasas, que son
producidas por una gran cantidad de microrganismos; entre estos Pleorotus
ostreatus que ademas es uno de los que mas investigaciones concentra y con
el cual se ha logrado producir enzimas lacasas en esta investigacion. La
produccion de estas enzimas esta sujeta a una gran cantidad de factores como:
sustrato utilizado, cepa productora, condiciones de ambientales o de

fermentacion, formas de cultivo, entre otros (Garcia, 2008).

Con el objeto de investigar el potencial de la cepa utilizada para la produccién
de lacasas bajo diferentes condiciones de cultivo se investigd el efecto
combinado que tienen el pH inicial y el agregado de un agente tensoactivo
(Tween 80), se utiliz6 un modelo de superficie de respuesta con el cual se
plantearon 9 tratamientos utilizando como punto de partida los valores medios
utilizados en otras investigaciones (pH 6 y Tween 5mL/L) (Diaz, 2013; Diaz-
Godinez, 2012; Cabrera, 2011; Ramirez, et al., 2003; Dekeer et al., 2007). El
tiempo en el cual se presentd la maxima actividad enzimatica fue en el dia 17 a
diferencia de otros trabajos como el de Cabrera y su grupo de colaboradores
donde se menciona que la produccién maxima se da al dia 18 (Cabrera, 2011).
Esto probablemente se debe a que en esta investigacion se utilizO Agave
Tequila Webber como fuente de carbono para la fermentacion y en este trabajo

se utilizd dextrosa.

En estudios realizados se ha visto que el hongo Pleorotus ostreatus puede
desarrollarse y producir lacasas en una gran diversidad de valores de pH que
van desde 3 hasta 8, determinando que los valores 6ptimos de pH para la

produccion de lacasas oscilan entre 5,5 a 7,5 (Dekker et al., 2009; Cabrera,
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2011; Diaz 2009). De igual manera se han realizado trabajos donde se ha
investigado el efecto que tiene en la produccion de lacasas el agregado de un
agente tensoactivo como Tween 20 y Tween 80 al medio liquido de cultivo,
demostrando que este aumenta la secrecion de enzimas lacasas al medio
extracelular los cantidades utilizadas son en un amplio rango que va desde
1mL/L hasta 13mL/L, sefalando en todos los casos que el Tween 80 aumenta
la secrecion de enzimas al medio extracelular (Gayosso et al., 2008; Dekker et
al., 2009; Saparrat, et al 2007).

Otro factor a tomar en cuenta es el método de fermentacion; en otros trabajos
como en el trabajo de Sandoval y Ospina se utilizé un sistema de fermentacion
sumergida y la actividad maxima se registro al dia seis y en esta investigacion,
que el método de fermetacion fue semisolido, la actividad maxima se report6 al
dia 17 (Sandoval et al., 2008).

Con relacion al crecimiento del hongo, éste presenté una contextura
algodonosa en todos los tratamientos. En los tratamientos alcalinos el micelio
del hongo alcanz6 un area mayor y en los tratamientos con pH acido el
crecimiento fue reducido. Esta puede ser una de las razones por la cual en los
tratamientos a pH &cidos la producciéon de enzimas fue muy reducida y no

aumento con el tiempo.

Para la medicion de la actividad enzimatica se utilizO guayacol que es un
sustrato que al ser oxidado por las enzimas lacasas produce un cambio de
coloracién de translucido a café. El presente trabajo coincide con otros trabajos
realizados con guayacol para determinar la presencia de enzimas lacasas
(Saparrat et al.,, 2007; Poornima et al., 2014; Viswanath et al., 2006; Karla et
al., 2013), donde se muestra actividad positiva de lacasas por la oxidacion de

guayacol.

Con los datos obtenidos en esta investigacion se evidencié que el pH y el

agregado Tween 80 tienen un efecto sobre la produccion de lacasas con
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Pleorotus ostreatus. La interaccion de estos dos factores pueden aumentar o
disminuir la actividad enzimética, y cabe mencionar que el pH fue un factor
clave en la produccion enzimatica pues existieron diferencias en los
tratamientos que se llevaron a cabo en valores de pH mayores a 5 respecto a

los tratamientos con valores de pH menores a 5.

Con los valores maximo obtenidos del modelo se llevo a cabo un ensayo
pH=8,5y Tween 80 = 7,6mL/L, donde se obtuvieron resultados experimentales
cercanos al valor tedrico propuesto por el modelo, presentdndose un porcentaje
de error en la medicion de 6%. Esto posiblemente puede deberse a errores de
manipulacion de equipos, soluciones preparadas y otros parametros

ambientales.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1.- CONCLUSIONES

- Se determind que el pH inicial es un factor decisivo en la produccion de
lacasas, lo cual se vio reflejado en la actividad enzimatica medida
espectrofotométricamente ya que en todos los tratamientos con pH
mayores a 5 se obtenian valores de actividad enziméatica maxima entre
0,203 U/mL a 1,327 U/mL y para los tratamientos con pH menores a 5
se obtuvieron valores de actividad maxima entre 0,0004 U/mL a 0,0005
u/mL.

- Se observé que el pH inicial tiene un efecto en el crecimiento del hongo,
pues solamente en los tratamientos donde se utilizé un pH mayor a 5 el
hongo invadi6 la totalidad del soporte estructural (esponja de
poliuretano).

- La adicién del agente tensoactivo Tween 80 demostr6 aumentar la
produccion de enzimas lacasas, aunque la cantidad de Tween 80
utilizada durante la fermentaciébn no demostr6 ser tan determinante

como efecto marcado que tuvo el valor de pH inicial.

- La actividad enzimatica maxima se presentdé al dia 17 de la

fermentacion.

- El tratamiento donde se presenté una mayor actividad enziméatica fue el
ensayo donde se utilizé6 un pH de 6 y una cantidad de Tween 80 de
7,8mLJ/L.

- El efecto combinado se determiné mediante un modelo de superficie de
respuesta y se obtuvo que el valor 6ptimo de pH es 8,5 y el valor 6ptimo
de Tween 80 es 7,6 mL/L.
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- Se demostré que el modelo propuesto es reproducible pues el valor
teorico de actividad con respecto al valor experimental obtenido difieren

en un 6%.

6.2.- RECOMENDACIONES

- Se podria completar el estudio con la optimizacion de temperatura de
crecimiento del hongo y sustratos utilizados en el medio de cultivo con el
propoésito de aumentar la produccion de enzimas tipo lacasa.

- Al momento de colectar las alicuotas de caldo de cultivo con enzimas es
necesario manejar normas de asepsia para evitar la contaminacioén de

los tratamientos.

- Se recomienda que la toma de alicuotas para medir la actividad
enzimatica sea cada 24 horas exactas para obtener datos mas precisos.

- La produccion de lacasas podria ser llevada a cabo en un biorreactor
escala laboratorio con las condiciones de fermentacion &ptimas

encontradas.
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