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Resumen

Este proyecto pretende aportar conocimiento acerca de la capacidad de produccion de
enzimas lacasa, celulasa y amilasa, por parte de seis cepas flangicas nativas del Oriente
Antioquefio, pertenecientes a los géneros Aspergillus sp., Trichoderma sp. y Penicillium sp. En
este trabajo se desarrollan los montajes experimentales, en torno a la formulacién y condiciones
del medio de cultivo, donde las fuentes de carbono empleadas son: Tallos provenientes de los
residuos generados en los cultivos de Chrysanthemum (crisantemo), y almidon que se obtiene de
la papa de rechazo. Se construyen las cinéticas a partir de las mediciones correspondientes a
azucares reductores liberados, generacion de biomasa y actividad enzimatica. Los mejores
resultados se presentaron para las cepas del género Trichoderma sp., que produjeron la enzima
lacasa; se destacan las cepas MF1 (1362.30 UL™), HF1 (1226.27 UL™Y) y HF4 (1174.52 UL™Y).
Adicionalmente, MF1 se evalu6 para la produccién de celulasa y amilasa reportando actividades
de 0.13 FPU mLy 3.11 U mL™}, respectivamente. El método de ultrafiltracion presento el mejor
resultado para la concentracion de lacasa (1281.31 UL™) frente al método de saturacion por sulfato
de amonio. Con la enzima concentrada, se evalud la decoloracion de seis colorantes, alcanzando
un porcentaje maximo de decoloracién de 80.43 % del colorante azul oscuro iris. Se concluye que
las cepas Trichoderma sp. presentan una capacidad promisoria en la produccién de lacasa, usando
residuos de crisantemo como substrato en el medio de cultivo. Esta enzima podria usarse para

degradar compuestos contaminantes como colorantes en aguas residuales.

Palabras clave: Tallos de flores, almiddon de papa, residuos agroindustriales, enzima

lacasa, enzima celulasa, enzima amilasa, hongos.
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Abstract

This project aims to provide knowledge about the production capacity of laccase, cellulase
and amylase enzymes, by six fungal strains native to eastern Antioquia, belonging to the genera
Aspergillus sp. , Trichoderma sp. and Penicillium sp. In this work, the experimental assemblies
are developed, around the formulation and conditions of the culture medium, where the carbon
sources used are: Stems from the residues generated in the crops of Chrysanthemum (crisantemo),
and starch that is obtained from potato waste. Kinetics are constructed from measurements
corresponding to released reducing sugars, biomass generation and enzyme activity. The best
results were showed for strains of the genus Trichoderma sp. , which produced the lacase enzyme,
where the strains MF1 (1362.30 U L), HF1 (1226.27 U L) and HF4 (1174.52 U L}) stand out.
In addition, MF1 was evaluated for cellulase and amylase production reporting activities of 0.13
FPU mL? and 3.11 U mL™, respectively. The ultrafiltration method presented the best result for
laccase concentration (1281.31 U L) versus ammonium sulfate precipitation method. With the
concentrated enzyme, the decolorization of six dyes was evaluated, reaching a maximum
decolorization percentage of 80.43 % of the dark blue iris. It is concluded that the strains
Trichoderma sp. have a promising capacity in the production of the lacase, using chrysanthemum
residues as a substrate in the culture medium. This enzyme could be used to degrade pollutant

compounds as dyes in wastewater.

Keywords: Flower stems, potato starch, agroindustrial residues, laccase enzyme,

cellulase enzyme, amylase enzyme, fungi.
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Introduccion

Las aguas residuales generadas en industrias textiles, agricola y también en los vertimientos
hospitalarios, representan una problematica de contaminacion ambiental en suelos y cuerpos de
agua, por la presencia de compuestos como colorantes, pesticidas y antibiéticos (T. Wang et al.,
2018; Yaseen & Scholz, 2019).

Esta problematica alrededor del manejo de aguas residuales, se presenta en el Oriente
Antioquefio, debido al uso de este recurso que cobra gran importancia, ya que el agua se emplea a
nivel doméstico, industrial, comercial, y también para la generacién de energia, esto de acuerdo
con el Fondo Mundial para la Naturaleza - Colombia (WWF); alli se plantea que en los ecosistemas
asociados a la cuenca y al recurso hidrico, se desencadenan una serie de riesgos, como lo son
escasez, contaminacion y sobre explotacion del recurso. Otro de los usos fundamentales del agua
en la region, es para el desarrollo de la agricultura, actividad que representa la principal fuente de
alimentos, siendo cultivos de gran importancia el de frutas, hortalizas y tubérculos; como el frijol,
arveja, maiz y papa (Marulanda & Silva, 2021).

Las aguas residuales que se generan en el sector agricola, implican la trasformacién y
también pérdida de servicios a nivel ecosistémicos, dada la dispersion de fertilizantes y
agroquimicos en cantidades contaminantes sobre suelos y cuerpos de agua (Zapata et al., 2017).

Partiendo de la importancia de la actividad agricola en la region del Oriente Antioquefio,
como se menciona previamente, otro aspecto que toma fuerza, es la alta generacion de residuos
agroindustriales, en donde los residuos que no pueden aprovecharse se llevan a rellenos sanitarios,
y también estos se exponen al aire libre, representando una fuente de contaminacion (Marulanda
Giraldo & Silva Duque, 2021). Un ejemplo de lo anterior se da en cultivos como el de papa, entre
los residuos que se generan, se encuentra la papa de descarte y/o rechazo, pues esta no cumple con
las especificaciones de calidad para salir al mercado. La papa es un cultivo de importancia en el
departamento de Antioquia, puesto que en el afio 2020 la produccion fue de 143815 toneladas de
6745 hectareas sembradas; los municipios del Oriente Antioguefio donde se cultiva, son:
Abejorral, EI Carmen de Viboral, El Santuario, La Unién, San Vicente y Guarne (Fedepapa &
FNFP, 2021).

Entre otras actividades productivas que generan una gran cantidad de residuos, se encuentra

la floricultura, de acuerdo con lo reportado en la revista Metroflor para el 2019, en Colombia, de
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7600 hectéareas sembradas con especies ornamentales, el 33 % se centra en el Oriente Antioquefio,
flores como el crisantemo, hortensia y aster, hacen parte de los cultivos predominantes (Pardo,
2019).

Segun el inventario de residuos agricolas por zona, de las 206752.63 Toneladas anuales
generadas en el Valle de San Nicolas, 371.7 Ton/afio corresponden a los residuos de los cultivos
de crisantemo y 8549.60 Ton/afio se asocian al cultivo de papa (Marulanda Giraldo & Silva Duque,
2021).

Como alternativa a esta problematica, se plantea la exploracion del potencial de hongos
nativos del Oriente Antioquefio, debido a su diversidad genética y metabdlica, para producir
enzimas que degradan los contaminantes mencionados previamente, siendo importantes agentes
en el tratamiento de aguas residuales y en la recuperacion de suelos. Enzimas como las lacasas
pueden oxidar diversos compuestos aromaticos, como fenoles y anilinas (Debnath & Saha, 2020),
incluso esta enzima cuenta con la capacidad de oxidar substratos que presentan un nivel de
complejidad mayor, a partir del uso de mediadores. Estas enzimas se han empleado con propdsitos
diversos, en industrias como la del papel, pulpa, textil, petroquimica y alimentos (Upadhyay et al.,
2016).

Por otro lado, las enzimas que descomponen polimeros vegetales complejos, en azucares
simples, son de gran interés a nivel industrial, entre estas se encuentran las celulasas, que degradan
celulosa en glucosa (Miiller et al., 2021). Segun diferentes revisiones bibliogréficas, existe un
espectro amplio de aplicaciones biotecnologicas, dado que la enzima celulasa, hace parte de
procesos en industrias de papel y pulpa, alli se utiliza para bioblanqueo, biopulpado, eliminacion
de tinta, entre otros. Ademas, es usada en el sector textil para biopulido, ablandamiento de fibras,
decoloracion de mezclilla; adicional a ello, tiene aplicaciones en la generacién de bioetanol, ya
que participa en el proceso de hidrdlisis de biomasa (Acharya & Chaudhary, 2012; Behera et al.,
2017; Chandel et al., 2012; A. Singh et al., 2021; Srivastava et al., 2018).

De la misma manera que presentan un interés industrial enzimas como lacasa y celulasa,
anteriormente mencionadas, se encuentra la enzima amilasa, debido a que hidroliza las moléculas
de almiddn en polimeros compuestos por unidades de glucosa, y por lo tanto se usa en muchos
procesos que involucran a la industria alimentaria y farmacéutica (de Souza & e Magalhaes, 2010);

entre las aplicaciones se destaca la hidrdlisis de almidon, ya que a partir de ello se obtienen diversos



EVALUACION DE MEDIOS NO CONVENCIONALES PARA LA PRODUCCION DE ENZIMAS... 14

productos como lo son jarabe de glucosa, maltosa y fructuosa, ciclodextrinas, y también sustancias
que se emplean como sustitutos de grasas (Abdel-Azeem et al., 2022).

Asi pues, al exponer el potencial industrial y ambiental de las enzimas lacasa, celulasa y
amilasa, la presente investigacion se centra en evaluar la produccion de estas enzimas, a partir de
seis cepas fungicas nativas del Oriente Antioquefio, pertenecientes a los géneros Aspergillus,
Trichoderma, y Penicillium; para ello se establecen medios de cultivo no convencionales, donde
se usan como fuente de carbono para la produccion de lacasa y celulasa, residuos del sector
floricultor, los cuales corresponden a tallos de crisantemo; y para la obtencion de amilasa, se usa
almidon, proveniente de la papa de descarte.

La adicion de estos substratos al medio de cultivo, representa un valor agregado para los
residuos agroindustriales, hecho que toma importancia a escala industrial, dado que es una
alternativa para disminuir costos en torno a la formulacion de medios, en busqueda de maximizar
la produccidn de enzimas, donde estas cuenten con estabilidad y una alta actividad enzimatica (Rai
& Kadvics, 2010).
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1 Objetivos

1.1 Objetivo General
Evaluar la produccién de enzimas lacasa, amilasa y celulasa, a escala de matraz en un
medio de cultivo no convencional, y obtener extractos enzimaticos para su posterior aplicacion en

la degradacion de compuestos contaminantes.

1.2 Objetivos Especificos

e Formular medios no convencionales para la produccién de enzimas lacasa, amilasa y
celulasa.

e Caracterizar el material residual correspondiente a tallos de crisantemo y almiddn de papa;
en cuanto a porcentaje de lignina, celulosa, hemicelulosa y almidén.

e Establecer los protocolos de medicion de actividad enzimética para las enzimas lacasa,
amilasa y celulasa.

e Establecer metodologia para la extraccion, recuperacion y aplicacion de extractos
enzimaticos sobre colorantes azoicos y antraquinonas, con el proposito de evaluar la

degradacion de estos componentes.
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2 Marco Teodrico

2.1 Lignina 'y Enzimas Ligninoliticas

La lignina es considerada como el segundo biopolimero con mayor presencia en el planeta,
siendo uno de los componentes principales de la pared celular vegetal, ademas de la celulosa y
hemicelulosa (Saini & Sharma, 2021). Comprende entre el 15 y 40 % de la biomasa vegetal (Zhu
et al., 2020). Organismos como los hongos tiene la capacidad de oxidar y utilizar la lignina como
fuente de carbono para su supervivencia y metabolismo celular (Debnath & Saha, 2020). De
acuerdo con la bibliografia, la degradacion bioldgica de la lignina se da por accién de enzimas
ligninoliticas extracelulares (Torres et al., 2003), enzimas que se producen por hongos, estas
pueden degradar la lignina o modificarla. La capacidad de dichas enzimas oxidativas, consiste en
emplear diferentes componentes fenolicos y no fenolicos de la lignina como substrato; las
reacciones enzimaticas derivadas, también son de gran interés para diversas aplicaciones
biotecnoldgicas, debido a que los grupos de enzimas ligninoliticas participan en la deconstruccién
y conversion de la lignina, siendo asi de gran interés en los procesos donde se busca liberar
azucares de la biomasa, ya que las fibras de celulosa estdn embebidas entre la lignina, por eso se
hace necesario degradarla; con el fin de acceder a los azUcares presentes en la celulosa y llevarlos
a fermentacion, para obtener biocombustibles y bioproductos (Méakeld et al., 2017). Este sistema
enzimatico se usa también en agricultura, desarrollo de productos farmacéuticos y cosméticos,
produccidén de cerveza y vino (Saini & Sharma, 2021). Entre las enzimas ligninoliticas de interés
se encuentran: Lacasa, lignina peroxidasa, maganeso peroxidasa y peroxidasa versatil (Kumar &
Chandra, 2020). Para este estudio la enzima lacasa es de gran importancia, por ello se describe a
continuacion:

2.1.1 Enzima Lacasa

Es una enzima ligninolitica que degrada polimeros de lignina recalcitrantes complejos,
tiene cuatro moléculas de cobre en su sitio activo (Debnath & Saha, 2020). Las lacasas de origen
fangico son polifenol oxidasas multicobres glicosiladas, las cuales catalizan la degradacion del
polimero de lignina a través de la reduccion de la molécula de oxigeno en agua y la oxidacion
simultanea de las unidades aromaticas y no aromaticas (Saini & Sharma, 2021; Sharma & Kuhad,
2008) . De manera que las propiedades cataliticas de oxidacion con las que cuenta lacasa, se

asocian al amplio uso de esta enzima en diversas aplicaciones a nivel industrial. Estas enzimas se
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emplean en la industria de alimentos, para procesamiento de jugos de frutas, estabilizacion de
vinos y coccidn; en la industria del papel y la pulpa, para la deslignificacion y destintado; en la
industria textil, para la transformacidn de colorantes textiles; también sus aplicaciones comprenden
la remocion de disruptores endocrinos y biodegradacion de contaminantes fendlicos, presentes en
suelos y aguas residuales industriales (Rodriguez Couto & Toca Herrera, 2006; Tanaka et al.,
2001).

Otra de las aplicaciones relevantes de la enzima lacasa se presenta en el campo de la
biorremediacion, pues el tratamiento enzimatico, de acuerdo con revisiones, es considerado un
método alternativo y eficaz para la eliminacion de compuestos xenobiticos toxicos, presentes en
el medio ambiente. Esta enzima dada su amplia especificidad de substrato, puede oxidar
hidrocarburos aromaticos policiclicos, fenoles, tintes industriales y pesticidas (Pointing, 2001;
Pozdnyakova et al., 2004; Torres et al., 2003).

Las aplicaciones en cuanto a biorremediacion por parte de esta enzima, estan enlazadas con
la busqueda de tecnologias de oxidacion eficientes y ecoldgicas que permitan reemplazar métodos
convencionales, los cuales no son sostenibles y presentan impactos negativos sobre el medio
ambiente. Asi que lacasa se considera una enzima prometedora en el desarrollo de tecnologias de
oxidacion que involucran enzimas, debido a su versatilidad y también al que para desencadenar su
accion catalitica solo necesita oxigeno molecular (Rodriguez-Couto, 2019). Una de las
aplicaciones importantes en el area de biorremediacion es la degradacion de contaminantes, como
lo son los tintes sintéticos; la problematica inicia en los procesos de tefiido de industrias como la
textil, donde entre 2 y 60 % de los tintes empleados no se unen al tejido, estos van directamente a
efluentes, generando cantidades considerables de aguas residuales, las cuales deben ser tratadas,
pues los colorantes presentes en estas, han sido reportados como mutagénicos y cancerigenos
(Vanhulle et al., 2008). Diferentes estudios indican que el uso de lacasa fungica contribuye a la
remocion y/o degradacion de colorantes en los efluentes industriales de una manera eficiente
(Bankeeree et al., 2016; Chmelova & Ondrejovic, 2016).
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2.2 Celulosa y Enzimas Celulasas

La celulosa es un polisacarido de unidades de glucosa que constituye la parte principal de
las paredes celulares de las plantas, se puede encontrar naturalmente en productos fibrosos como
lo son el algoddn vy la ceiba (Gooch, 2011). Representa una fuente de carbono renovable, siendo
un biopolimero natural que es abundante, esta presente en los residuos tanto agricolas, como
forestales. Una amplia variedad de microorganismos procariotas y eucariotas producen enzimas
que degradan la celulosa. La hidrdlisis de la celulosa se lleva a cabo por la accion sinérgica de
enzimas denominadas celulasas, estas actian rompiendo enlaces glucosidicos [-1,4 en
polisacaridos y oligosacéridos (Dadwal et al., 2019).

2.2.1 Enzimas Celulasas

La accion de las enzimas celulasas se desarrolla debido a tres enzimas principales que
actuan de manera conjunta, estas son: Endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasa.

Las celulasas son importantes enzimas industriales sintetizadas por microorganismos como
hongos y bacterias que utilizan materiales celulésicos (Silano et al., 2019; Siva et al., 2022). Tras
la accion de hidrolisis enzimatica, se liberan del polimero de celulosa pequefias cadenas de
celobiosa y moléculas de glucosa (Taherzadeh & Karimi, 2007).

Los hongos filamentosos presentan un nivel mayor de produccién de enzimas celulasas
frente a lo reportado para levaduras y bacterias (Siva et al., 2022). Las celulasas de origen fingico
presentan aplicaciones que destacan en la industria textil, papel y pulpa, alimentos, detergentes,
vino y cerveceria, también en la sintesis de aminoacidos y alimentacién animal (Fang & Qu, 2018;
Ghosh et al., 2021).

La investigacion sobre enzimas celulasas ha incrementado, debido a la gran produccién de
glucosa que se puede alcanzar a gran escala, la cual puede fermentarse en etanol, producto que
presenta una gama amplia en cuanto aplicaciones, especialmente en el sector de biocombustibles
(Agarwal et al., 2018; Ghosh et al., 2021).


https://www-sciencedirect-com.udea.lookproxy.com/topics/engineering/endoglucanase
https://www-sciencedirect-com.udea.lookproxy.com/topics/engineering/exoglucanase
https://www-sciencedirect-com.udea.lookproxy.com/topics/chemistry/industrial-enzyme
https://www-sciencedirect-com.udea.lookproxy.com/topics/engineering/cellulosic-material
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2.3 Almiddn y Enzimas Amilasas
El almidon es un polisacarido, siendo el segundo material de biomasa méas abundante en
la naturaleza se presenta naturalmente como granulos semicristalinos insolubles, formados por dos

polimeros de amilosa esencialmente no ramificada, y la amilopectina altamente ramificada (Chen
et al., 2019). El almidon se encuentra en las semillas, raices y tubérculos de las plantas

superiores. Las plantas sintetizan almidén como resultado del proceso de fotosintesis, este se
sintetiza en plastidos; ya que es un compuesto de almacenamiento para la respiracion, durante los
periodos de oscuridad. También se sintetiza en amiloplastos que se encuentran en tubérculos,
semillas y raices, como un compuesto de almacenamiento a largo plazo. En los organulos
mencionados se acumulan grandes cantidades de almidén en forma de granulos que son insolubles
en agua (El-Fallal et al., 2012).

El alImidon se cosecha y se procesa quimica o enzimaticamente con el fin de obtener una
variedad de productos diferentes, como hidrolizados de almidon, jarabes de glucosa, fructosa,
derivados de almidon o maltodextrina. Las principales fuentes de almidon a nivel industriales son
el maiz, la tapioca, la patata y el trigo (El-Fallal et al., 2012).

2.3.1 Enzimas Amilasas

Las amilasas son un grupo de enzimas hidrolasas, pueden escindir especificamente el
enlace a-glucosidico en el almidon (Anto et al., 2006; Saleem & Ebrahim, 2014). Son la clase mas
importante de enzimas para degradar el almiddn y se subdividen en tres subclases: a-, B- Yy y-
glucoamilasas, en funcion de su especificidad de reaccion y perfiles de productos (Roth et al.,
2019).

La obtencién de amilasas de origen fungico es relevante debido al potencial para la
produccion a granel y la facilidad de manipulacién, lo que representa beneficios econdémicos a
nivel industrial (Saleem & Ebrahim, 2014).

Las amilasas son empleadas para la sacarificacion del almidén, lo cual permite obtener
jarabes de maltosa o glucosa como edulcorantes, para la industria alimentaria y para la produccion
de etanol derivado de procesos de fermentacion (Cardona & Sanchez, 2007; Mitidieri et al., 2006).

La hidrdlisis del almidén por métodos enzimaticos tiene ventajas, ya que las enzimas
cuentan con especificidad de substrato, lo que contribuye en que no se presente la formacién de

subproductos indeseables (Aguero de Oliveira et al., 2015; de Souza & e Magalhées, 2010).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/amylase
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/hydrolases
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2.4 Produccion de Enzimas de Interés Ambiental e Industrial

De acuerdo con los autores R. Debnath, y T. Saha, emplear substratos que representan un
bajo costo en medios que buscan la produccion de enzimas en grandes cantidades, y que estas
cuenten con mayor estabilidad y una alta actividad, es una demanda cada vez mayor para usos
industriales (Debnath & Saha, 2020). Por ejemplo, en el sector textil la sustitucion de productos
quimicos por enzimas es de gran importancia, ya que las amilasas hacen parte del proceso de
desencolado; las celulasas participan en la mercerizacion y el biopulido; las lacasas en el blanqueo,
entre otros. Se integran a estos procesos las enzimas, con el fin de mejorar la calidad, la resistencia,
la textura del tejido, y que sea mas rentable la produccion (Madhu & Chakraborty, 2017).

Varios autores coinciden en que la fuente y relacion carbono/nitrégeno, las condiciones de
fermentacion, y pardmetros como los niveles de pH, la temperatura de incubacion y la agitacion
del medio, se relacionan con una mejor produccion enzimatica y también se propone la adicién de
inductores al cultivo (Arora & Sandhu, 1984; Debnath & Saha, 2020; Froehner & Eriksson, 1974;
Kantelinen et al., 1989; Zerva et al., 2021).

Hongos pertenecientes al género Penicillium, representan una opcion rentable para la
produccion de celulasas a escala industrial, ademas de la produccion de B-glucosidasas con alta
actividad (Vaishnav et al., 2018). Investigaciones recientes han evaluado la produccion de la
enzima lacasa en cepas del genero Aspergillus sp. a partir de residuos agricolas como cascara de
naranja, cascara de mani, mazorca de maiz, cascara de arroz, aserrin y cascara de mango; estos se
emplearon como sustitutos de la fuente de carbono en el medio de cultivo. Como resultados el
medio que contenia cascara de mani, fue quien obtuvo mayor reporte de actividad enzimatica
(Omeje et al., 2020).

2.5 Purificacion y Concentracion de Enzimas

En busqueda de un menor costo de produccion de enzimas, al igual que mantener la
actividad y estabilidad de estas, es necesario integrar procesos de concentracién adecuados, que
permitan darle aplicaciones a las enzimas que se producen (Zaccaria et al., 2019).

Respecto a la purificacion y concentracion de la enzima lacasa, se plantea el método de
precipitacion usando sulfato de amonio, este se disuelve en una solucion del extracto de enzima
crudo, la solucién pasa por un proceso de centrifugacion y el sobrenadante se lleva a una saturacion

de nuevo con sulfato de amonio, se da un segundo ciclo en la centrifuga. El precipitado se dializa
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frente a buffer el cual mantiene la estabilidad de la enzima, alli se selecciona la membrana de
didlisis segun el tamafio de la enzima; como ltimo paso de purificacion, la enzima concentrada se
lleva a una columna de cromatografia en gel para separar y recuperar la enzima en funcion de su
peso molecular (Omeje et al., 2020).

Otro de los métodos comprendidos en la bibliografia para concentrar lacasa, son los
sistemas de filtracion por membrana, como la ultrafiltracion, estos procesos de filtracion se
realizan bajo condiciones de presion, que permitan recolectar el permeado, mientras el flujo de
concentrado es recirculado a un tanque de alimentacion (Zaccaria et al., 2019).

En cuanto a la enzima amilasa, se ha propuesto la purificacion parcial por el método de
precipitacion fraccionada usando etanol (50% y 70%), las fracciones que contienen granulos de
proteina se disuelven en tampdn de fosfato; a continuacion, se estima el peso molecular de la
proteina empleando electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE
8%) (F. A. Santos et al., 2021). En otras investigaciones, se lleva a cabo un proceso completo de
purificacion de amilasa, en donde se sigue una metodologia de la que hace parte la concentracion
de la proteina por el método de liofilizacion, posteriormente se ultrafiltra el extracto, también
involucran precipitacion con sulfato de amonio y acetona, finalmente se lleva el extracto
concentrado a un proceso de cromatografia de intercambio idnico (Kohli et al., 2020).

Autores han trabajado en la purificacién de enzima celulasa, empleando un método de
precipitacion con sulfato de amonio al 80 %, como se plantea para la enzima lacasa, junto con
cromatografia de intercambio i6nico en columna Sephadex G-200. Tras la precipitacion se
determina la actividad celulasa y el contenido de proteina.

Respecto a la purificacion de enzimas celulasas, también se ha reportado el estudio de
membranas de microfiltracion cerdamicas de bajo costo con una capa de separacion de nanofibras
de atapulgita, se utiliza con el objetivo de clarificar el fluido de fermentacion para mejorar la

calidad de los productos de celulasa (Yang et al., 2017).
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3 Metodologia

3.1 Seleccién de Cepas

La seleccion se realizd a partir de las cepas que hacen parte de la investigacion:
‘Aislamiento y caracterizacion de hongos filamentosos de muestras de madera y suelos de la
reserva natural “La Lorena” de Sons6n, Antioquia (Colombia)’ (Montoya-Castrillon et al., 2021).

Se establece un criterio de busqueda bibliogréafica en la plataforma/base de datos NCBI
(Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica), para identificar cuéales de las cepas
disponibles para el desarrollo del proyecto, presentaban en su genoma genes gque codifican para
las enzimas lacasa, celulasa y amilasa.

En la Tabla 1 se presentan las cepas que hacen parte de este trabajo.

Tabla 1

Cepas de Trabajo
Nomenclatura establecida Genero Fungico
HF1 Trichoderma sp.
HF2 Trichoderma sp.
HF3 Penicillium sp.
HF4 Trichoderma sp.
MF1 Trichoderma sp
SF1 Aspergillus sp.

3.2 Medio de Cultivo de Mantenimiento

A partir del stock disponible, en donde las cepas se encontraban en condiciones de
crioconservacion, almacenadas a temperatura de -20 °C (agente crioprotector: glicerol 7 %), se
realiza una activacion y repique para cada una de las seis cepas de trabajo (Tabla 1), en cajas petri
de 8 mL con medio PDA, compuesto por: 4 g L™ extracto de papa, 20 g L™ dextrosa, 15 g L*
agar. Incubacién 30 °C, por 8 dias.
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3.3 Preinoculo

A partir del cultivo en sélido se generan los respectivos in6culos empleando para su
crecimiento caldo de cultivo, compuesto por: 1 g L™t almidon, 3 g L sulfato de amonioy 20 g L-
! de glucosa. En matraz de 1000 mL, se adicionaron 120 mL de medio y se inocula con 5 trozos
de agar colonizado. Incubacién 30 °C, tiempo: 8 dias, agitacion: 100 rpm. Finalmente se

homogeniza el preindculo correspondiente a cada cepa para su posterior uso.

3.4 Acondicionamiento del Substrato

3.4.1 Acondicionamiento Tallos de Crisantemo

Los residuos de tallos de crisantemo se obtuvieron en la vereda “La Laja” del municipio
de Rionegro (Antioquia). Los tallos se sometieron a un proceso de molienda, pasando el material
por un molino de cuchillas, para obtener un tamafio de particula de 2 mm y posteriormente se llevd
a tamizar, se emple6 un tamiz numero 35, apertura de 500 micras, potencia: 5 W, ciclos: 5, tiempo:
10 minutos. Finalmente se seca el material, llevandolo a estufa con una temperatura de 100 °C
durante 15 minutos. Como resultado del proceso, el material tiene una textura semejante a harina.

La caracterizacion de los tallos de crisantemo, tiene lugar después del acondicionamiento
del material. Se realizan tres analisis, estos son: Cenizas, Fibra en detergente acido, Fibra en
detergente neutro y Humedad. Para estimar la composicion del material en términos de lignina,
celulosa y hemicelulosa se sigue el método para fibra dietaria de VVan Soest et al (Van Soest et al.,
1991).

3.4.2 Extraccion de Almidon de Papa

La papa capira de descarte se obtiene en el municipio de EI Carmen de Viboral

(Antioquia). La cual se somete a una molienda himeda, en una licuadora donde se mezclan papas
y agua, se filtra la mezcla obtenida y se adicionan 250 mL de agua, la muestra se decanta por 4
horas a temperatura ambiente, hasta observar la formacion de una capa de precipitado, lo que
corresponde a almidon. Luego se retira el sobrenadante, y posteriormente se agregan 1000 mL de
agua con el fin obtener un sobrenadante claro y garantizar el lavado del precipitado. Finalmente se
retira el sobrenadante y el precipitado se seca a temperatura ambiente.

El porcentaje de almidon se determina a partir del peso especifico de almiddn, siguiendo
el método propuesto por Simmonds (Simmonds, 1977).
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3.5 Montaje Unidades Experimentales

Los montajes se realizaron por triplicado para la evaluacion de la produccion de las tres
enzimas, empleando matraces de 500 mL, con 198 mL de medio de cultivo y 2 mL de inoculo,
previamente homogenizado. Seguimiento durante 15 dias, incubacion 30 °C, agitacion de 100 rpm.

A continuacion se describen los medios de cultivo formulados segun la enzima a producir
y las cepas evaluadas.

3.5.1 Composicion Medio de Cultivo Lacasa

Composicion del medio de cultivo: 25 g L™ residuos de Crisantemo (tratados), 5 g L™
peptona, 2 g L tartrato de amonio, 1.05 g L fosfato monopotasico, 1 g L™ extracto de levadura,
0.5 g L sulfato de magnesio, 0.5 g L™ cloruro de potasio, solucion mineral 1 mL L™ (solucion
mineral: 100 mg L borato de sodio, 70 mg L™ sulfato de zinc, 50 mg L sulfato de hierro, 10
mg L* molibdato de amonio, 10 mg L sulfato de magnesio).

Cepas evaluadas: HF1, HF2, HF3, HF4, MF1, SF1.

3.5.2. Composicion Medio de Cultivo Amilasa

Composicion del medio de cultivo: 21 g L™ almiddn de papa (tratado), 3 g L sulfato de
amonio.

Cepas evaluadas: HF2, MF1.

3.5.3 Composicién Medio de Cultivo para Celulasa

Composicion del medio de cultivo: 25 g L™ residuos de Crisantemo (tratados), 5 g L
fosfato monopotasico, 5 g L™ sulfato de amonio, 1 g L™ sulfato de magnesio, 1 g L cloruro de
sodio, 5 mg L sulfato de hierro, 1.6 mg L™ sulfato de manganeso, 3.45 mg L™ sulfato de zinc,
1gL? urea, 0.75g L? triptosa.

Cepas evaluadas: MF1.

3.6 Seguimiento Crecimiento Microbiano
Se pesan cada una de las unidades experimentales en balanza digital de precision, teniendo
en cuenta diferencia de peso considerando el peso del matraz y medio de cultivo respecto a la

biomasa que se genera cada dia de evaluacion.
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3.7 Actividad Enzimatica

3.7.1 Actividad Enzimatica Lacasa

Se realizan mediciones a partir de tomar 350 puL de extracto enzimatico (muestra), junto
con 450 pL del reactivo ABTS (10 mM) y 700 uL de buffer tartrato de sodio (pH 3). Las lecturas
correspondientes se llevaron a cabo en un espectrofotometro a una longitud de onda de 420 nm,
en un tiempo de reaccion de 1 minuto (¢ =36000 M~' cm™), teniendo en cuenta la velocidad de
oxidacion del ABTS.

La ecuacion (1) , corresponde a la actividad enzimatica lacasa (Bourbonnais et al., 1995):

U mAbs/min X vol final de Rx(mlL) Q)
— = %x 1000
L e X A X (vol extracto)

Donde:

mAbs/min: pendiente, valor que entrega el espectrofotometro configurado en el
modo cinético

Vol final de Rx (mL): volumen final de reaccion (1.5 mL)

&: coeficiente de extincion molar (36000 M~ cm™)

A: didmetro de la cubeta, por donde atraviesa el haz de luz (0.5 cm)

Vol extracto: volumen del extracto enzimatico (350 uL)

3.7.2 Actividad Enzimatica Amilasa
Se transfieren 750 pL de solucién madre de almidén soluble (2 g L) y 750 uL de extracto
enzimatico (previamente diluida en el buffer) a un tubo de ensayo. Se somete a calentamiento a 60
°C por 10 minutos. Se detiene el proceso de hidrolisis agregando 750 uL de &cido clorhidrico (1
M). De la muestra anterior se toman 200 uL, se adiciona 600 puL de agua y 200 pL de solucion de
KI (2 g LY/ 12 (0.2 g L' en una cubeta. Agitar la muestra por 30 segundos, leer absorbancia a
580 nm.
La actividad enzimatica corresponde a la tasa de hidrolisis de almidén, expresada

en mg de almidon soluble por minuto.
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La ecuacién (2) , corresponde a la actividad enzimatica amilasa (Oliveira et al.,
2019):

U mcontrol — mensayo o,
—_— = X factor de dilucion
mL tiempo X volumen

)

Donde:
m control: absorbancia del control
m ensayo: absorbancia de la muestra
Tiempo: tiempo de hidrolisis (10 minutos)
Volumen: volumen del extracto enzimatico utilizado para el ensayo

Factor de dilucién: dilucion total aplicada a la solucion de extracto enzimatico

3.7.3 Actividad Enzimatica Celulasa

Se determin6 midiendo celulasas totales (FPU). Como substrato se emplea papel Whatman
N°1 de 1 cm x 6 cm, equivalente a 50 mg de celulosa. Se prepara un estandar de glucosa, y se
construye la curva estandar asociada. Se adicionan cintas de papel Whatman N°1 en un tubo de
ensayo, se afiade 1 mL de buffer citrato (pH 4.8) y 0.5 mL de extracto enzimatico. Se lleva al bafio
termostéatico, fijado a una temperatura de 50 °C durante 60 min, se pasa el sistema a bafio de
ebullicion durante 10 minutos, para desactivar la enzima. Luego se transfieren 200 uL de cada
tubo y mezcla con 200 uLL de DNS en otro tubo de ensayo. Se lleva a bafio de ebullicion 5 minutos
y posteriormente llevar el sistema a bafio hielo 5 minutos. Finalmente se transfieren 1000 uL de

cada muestra a una cubeta y se lee la absorbancia en espectrofotometro a 540 nm.

La ecuacion (3) , corresponde a la actividad enzimética celulasa (Adney & Baker, 2008):

FPU C X VR X FDenzima (3)
mL ~ trxn X Venzima X Mglucosa
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Donde:

C: concentracion de azucares reductores (ug/L)

VR: volumen de reaccion (0.0015 L)

FDenzima: Factor de dilucion de enzima

Trxn: tiempo de reaccion (60 minutos)

Venzima: volumen de solucién de enzima diluida (0.5 mL)

Mglucosa: Masa molar de la glucosa (180 pg/pmol)

3.8 AzUcares Reductores
La cuantificacion de azucares reductores totales se realiza usando la técnica de oxidacion
DNS (Miller, 1959), se utiliz6 750 pL de muestra diluida (1:10) y 750 pL del reactivo. La medicion

se llevo a cabo en un espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm.

3.9 Purificacién y Concentraciéon de Enzima

3.9.1 Método de Ultrafiltracion

El liquido de los cultivos se filtro a través de papel de filtro fino (Whatman N°1), El filtrado
se centrifuga a 4000 rpm por 30 minutos para eliminar los precipitados. Se someten los extractos
a ultrafiltracion usando una membrana de corte de 10 kDa. La enzima concentrada se recogen
después de la filtracion y se analiza la actividad enzimatica.

La ecuacion (4), permite determinar el factor de concentracion volumétrico
(Zaccaria et al., 2019):
Vo

Fcv = (4)
vC

Donde:
FCV: factor de concentracion volumétrico
vo: volumen del extracto enzimatico inicial (mL)

ve: volumen de concentrado final (mL)
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La ecuacion (5), se refiere al factor de concentracion de actividad (Cheryan, 1998):

_E (®)
ACF =

Donde:
ACF: factor de concentracion de actividad
Eo: actividad de la enzima que se encuentra en la alimentacion (U mL™?)

E.: actividad de la enzima que se encuentra en el concentrado (U mL™?)

La ecuacion (6) , describe la eficiencia de recuperacion de la enzima (Cheryan, 1998):

R_Ecxvc (6)
_on v,

Donde:

R: eficiencia de recuperacion

3.9.2 Método Precipitacion con Sulfato de Amonio
Se afiade lentamente sulfato de amonio a la enzima cruda con agitacion suave para alcanzar
una saturacion del 90 %, 60 % y 35 %. Luego se centrifugan las muestras a 4000 rpm durante 15
min a 4 °C. El sedimento que se obtiene se disuelve en 15 mL de tampdn tartrato de sodio (pH 3).

Finalmente se mide la actividad enzimatica de las muestras.

3.10 Aplicacién Decoloracion de Colorantes
Se determina el porcentaje de decoloracidn en seis colorantes utilizados en la industria textil,
estos son: rojo efdacron, amarillo elianamida, amarillo oro efdacron, marino efdacron, azul oscuro
directo y azul oscuro (iris). Para los cuales se obtuvo el espectro de absorcion, a una concentracion
de 100 mg L, procedimiento que se llevd a cabo en el espectrofotometro, con el objetivo de
conocer la longitud de onda a la cual se evaluaria la decoloracion de los colorantes.

La ecuacion (7), permite calcular el porcentaje de decoloracion de acuerdo a la diferencia
de absorbancia antes y después de la incubacion de la mezcla de reaccion, de la que hace parte la
enzima concentrada, buffer tartrato de sodio (pH 3), ABTS (10 mM), y el respectivo colorante
(100 mgL1), se toma de cada uno de ellos 250 pL, para un volumen total de 1000 pL. Las muestras

se llevan a incubacién durante 1 hora, a 37 °C. (Omeje et al., 2020).
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A;— A 7
% Decoloracion = lA—f X 100 ()
i

Donde:
Ai: absorbancia inicial antes de la incubacion

As: absorbancia final después de la incubacion.

3.10.1 Estructura de los Colorantes Evaluados
Se llevo a cabo la busqueda de las estructuras de los colorantes en la base de datos de
moléculas PubChem, esto para determinar el tipo y/o clasificacion de los colorantes evaluados.

Figural

Rojo Efdacron - Colorante Azoico

Nota: Fuente https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/17047 (PubChem Identifier: CID 17047)

Figura 2

Amarillo Elianamida - Colorante Azoico

Nota: Fuente https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/94326 (PubChem Identifier: CID 94326)



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/17047
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Figura 3

Amarillo Oro Efdacron — Colorante Aromatico Policiclico

Nota: Fuente https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/substance/319084151 (PubChem Identifier: CID
319084151)

Figura 4

Marino Efdacron - Colorante Carbohidrazina

m "

Nota: Fuente https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Marina-blue-dye (PubChem Identifier: CID
25195414)



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/substance/319084151
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Figura 5

Azul Oscuro Directo - Colorante Azoico
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Nota: Fuente https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/17460 (PubChem Identifier: CID 17460)

Figura 6

Azul Oscuro (lIris) - Colorante Antraquinona
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Nota: Fuente https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/85599 (PubChem Identifier: CID 85599)
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4 Resultados

El objetivo principal de este proyecto fue evaluar la produccion de enzimas lacasa, amilasa
y celulasa, a escala de matraz en un medio de cultivo no convencional, y obtener extractos
enzimaticos para su posterior aplicacion en la degradacion de compuestos contaminantes.

Asi pues, para los medios de cultivo no convencionales se emplearon como fuentes de
carbono: tallos provenientes de los residuos generados en los cultivos de crisantemo, y almidén
que se obtiene de la papa de rechazo, de manera que al formular y establecer las condiciones del
medio de cultivo, se llevaron a cabo los montajes experimentales con las cepas de trabajo (ver
Tabla 1); a los cuales se les hizo seguimiento durante 15 dias, para obtener los resultados que se
presentaran a continuacion y se discutiran posteriormente, estos corresponden a las cinéticas de
actividad enzimatica, azUcares reductores liberados y generacion de biomasa. Adicional a ello, tras
caracterizar los substratos, se obtienen los valores de composicion en cuanto a porcentaje de lignina,
celulosa, hemicelulosa y almidén. Dichos resultados permiten evaluar y discutir la produccion de las
enzimas en cuestion.

En torno a la purificacion y concentracion del extracto enzimético, se evaluaron dos
métodos: Ultrafiltracion y precipitacion con sulfato de amonio, por tanto se presentan resultados
respecto a la enzima recuperada en términos de actividad enzimatica. Finalmente se hace la
aplicacion del extracto sobre colorantes de naturaleza azoico, antraquinona, carbohidrazina y
aromatico policiclico; con la objetivo de determinar el porcentaje de decoloracion y discutir la
degradacion de colarantes.

4.1 Cinéticas

A continuacion se presentan las cinéticas correspondientes a actividad enzimatica, azlcares
reductores liberados y generacion de biomasa, tanto para el medio con residuos de crisantemo, donde
se evaluaron las enzimas lacasa y celulasa; como también para el medio con almidén de papa de
rechazo, para la evaluacion de enzima amilasa.

4.1.1 Cinéticas Lacasa

Se presentan en la Figura 7, Figura 8, y Figura 9, las cinéticas de actividad enzimatica,
azucares reductores liberados y generacion de biomasa, respectivamente. En el medio con residuos de
crisantemo para la evaluacion de la produccion de la enzima lacasa por las seis cepas de trabajo: HF1,
HF2, HF3, HF4, MF1 & SF1 (ver Tabla 1).
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Figura7
Actividad Enzimatica Lacasa
a. 5F1 b. MF1
10 2000 4
I < F- AEMC ¥ AEMC
8 .
A 1500
I 6 I I 5 I )
£ 7] Y T
¥ 500 - I i
2 ¥ S EII R 3
D *I- ------ TI-‘I T T T T T T D- *I.I-.‘l‘?-- T T T T T T
0 2 4 6 B0 12 14 0 2 4 3 B 10 12 1
Tiempo(dias) Tiempo(dias)
C. HF1 d. HF2
BT apmc I 1000 A ¥ AEMC
— 1000 1 . II{ - 8001 l
3 ; 3 @0 1
¥ o0 d 400 II
; 200 1
P e NP B [ oot "
0 2 4 6 8 1 12 14 0 2 3 § B 10
Tiempo(dias) Tiempo(dias)
e. HF3 f. HF4
F- AEMC BT § aEmc
N P4y
_ 1000 ¥
200 T -
AR I 1 B = A
D -T----.—----I.- -.I T T T T D_ -T— +-£I[ T T T T T T
0 2 4 3 ;] 10 0 2 4 3 B 10 12 14
Tiempo(dias) Tiempo(dias)

Nota. AE se refiera actividad enzimatica de lacasa, MC: medio de cultivo.
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Figura 8

Azucares Reductores Liberados Medio para Lacasa
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Nota. S se refiere azlcares reductores liberados, MC: medio de cultivo.
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Figura 9

Generacion de Biomasa Medio para Lacasa
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Nota. X se refiere biomasa generada, MC: medio de cultivo.

4.1.2 Cinéticas Celulasa

En este caso se evaluaron dos cepas: MF1 & HF2, seleccionadas a partir de los resultados
de la produccién de lacasa, los cuales se reportan en la Tabla 2, donde se tiene en cuenta
rendimiento, productividad, y andlisis de varianza de medias (valor-P). En torno a la evaluacion
del medio con residuos de crisantemo para la produccion de la enzima celulasa, se presentan las
cinéticas de actividad enzimatica, azucares reductores liberados y generacion de biomasa, en la

Figura 10.
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Figura 10

Actividad Enzimatica, Azlicares Reductores Liberados, Generacion Biomasa - Celulasa
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Nota. AE: actividad enzimética celulasa ( FPU: celulasas totales), S: azlcares reductores liberados, X:
biomasa generada

4.1.3 Cinéticas Amilasa

Las cinéticas asociadas la produccion de la enzima amilasa se exponen en la Figura 11, en
este caso la evaluacion se hizo con la cepa MF1, siguiendo el criterio de seleccion con base a los
resultados de la produccion de celulasa (Tabla 2), considerando mayor rendimiento y
productividad, a partir del analisis de varianza de medias (valor-P). Alli el substrato empleado es

almiddn de papa de descarte.
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Figura 11

Actividad Enzimatica, AzUcares Reductores Liberados, Generacion Biomasa - Amilasa
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Nota. AE: actividad enzimatica amilasa S: azUcares reductores liberados X: biomasa generada

4.2 Productividad y Rendimiento de las Enzimas

En la Tabla 2 se presenta la productividad y rendimiento, dado los resultados obtenidos de
actividad enzimatica para las tres enzimas: lacasa, celulasa, y amilasa. De acuerdo con la
metodologia, los montajes se hicieron por triplicado para la evaluacion de la produccion de las
enzimas, asi que alli se reporta también la actividad enzimatica promedio, y valor-p; a partir de
estos resultados se realizo el andlisis de varianza (ANOVA) empleando el software Minitab, con
el objetivo de establecer si las medias de los resultados son estadisticamente significativas (valor-
p < 0.05), realizando el analisis tomando como factor categérico el dia de mayor produccion de
manera individual (para cada cepa). Adicional a ello, otro factor categorico fue la cepa, para
analizar de manera global, la cepa de mayor produccion de enzima. La variable de respuesta en

ambos casos fue la actividad enzimatica.
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Tabla 2

Productividad y Rendimiento

Lacasa
Productividad Rendimiento
Cepa AE UL? Valor-P™ Dia-mayor
Productividad Productividad Error Yx/s Ypls
HF1 1226.27 o 10 122.62 29.13 22.24 1196.30
HF2 780.397 0.550 3 260.13 232.31 10.32 14.87
HF3 540.238 0.760 6 90.04 89.86 11.05 278.33
HF4 1174.52 0.001" 6 165.01 42.60 0.82 364.19
MF1 1362.30 0.019* 7 194.61 97.33 8.48 327.18
SF1 8.17 o 10 0.82 0.13 345.40 35.42
Analisis varianza- Factor Cepas 0.212*
Celulasa
Productividad Rendimiento
Cepa FPU Valor-P™ Dia-mayor
-1 - s
mL Productividad Productividad  Error Yx/s Yp/s
MF1 0.13 0.071 9 0.02 0.01 14.71 0.06
HF2 0.07 0.298 9 0.01 0.00 21.93 0.01
Andlisis varianza - Factor Cepas 0.296*
Amilasa
Productividad Rendimiento
Cepa EU Valor-P™ Dia-mayor
g - L
mL Productividad Productividad Error Yx/s Ypls
MF1 3.11 o* 4 0.78 0.01 1.14 0.09

Nota. Las unidades de productividad corresponde a: U L dia™* para lacasa, FPU mL™ dia* para celulasa, U
mL? dia! para amilasa. U se refiere unidades de actividad, Yx/s: rendimiento biomasa en azlcares reductores
liberados (unidades: gramos de biomasa/g de azUcares liberados), Yp/s: rendimiento producto (enzima) en azlcares
reductores liberados (unidades: U enzima /g de azlcares liberados). *se refiere al valor-p que se obtuvo tras andlisis
estadistico ANOVA, del factor categérico Cepas (analisis global). ™ se refiere al valor-p donde el factor categdrico es

el dia de produccién de la enzima. * indica el valor-p < 0.05.
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4.3 Purificacion y Concentracion de Enzima

Se realizo la purificacion y concentracion de la enzima lacasa, dado que los resultados
obtenidos de productividad y rendimiento (con base en el analisis estadistico) (ver Tabla 2),
sugieren que esta enzima fue la de mayor produccion.

En la Tabla 3 se reporta la concentracion de la enzima lacasa, empelando dos métodos
diferentes, ultrafiltracion y precipitacion por sulfato de amonio, los resultados que se presentan
obedecen a las condiciones y metodologia planteada para cada uno de los ensayos. El extracto
enzimatico se obtuvo tras filtrar el medio de produccion para lacasa, se hizo la lectura de la

actividad enzimatica, antes y después de someter el extracto a los procesos de concentracion.

Tabla 3

Concentracion Enzima Lacasa

Ultrafiltracion AE Extracto (UL™?)

VCF AFC R % AE”" (ULY)

2.6 1.38 53.33 1281.31
Precipitacion sulfato de amonio
% saturacion AE"(ULY)
924.05

90 1020.24
60 477.98
35 202.62

Nota. Para el proceso de ultrafiltracion se calcula VCF: factor de concentracién volumétrico, ACF: factor de
concentracion de actividad, R: eficiencia de recuperacion. En el proceso de precipitacion sulfato de amonio, el % de
saturacion hace referencia a la saturacion de sulfato de amonio. AE extracto: es la actividad enzimética inicial del
extracto antes de iniciar los procesos de concentracién. AE™ corresponde a la actividad enzimatica al finalizar los

procesos.
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4.4 Aplicacion Decoloracion de Colorantes

El ensayo de aplicacion de decoloracion de colorantes se realiz con el extracto de la
enzima lacasa, el cual paso por el proceso de purificacion y concentracion, siguiendo el método de
ultrafiltracion.

Los resultados del ensayo de aplicacion de la enzima concentrada lacasa se encuentran en
la Tabla 4, donde se presenta los colorantes evaluados y la longitud de onda maxima de estos,
dado el espectro de absorcion obtenido (Figura 12). A partir del porcentaje de decoloracion como
variables de respuesta, se realiza el analisis de variancia, en este caso el factor categorico

corresponde al colorante.

Tabla 4

Degradacion de Colorantes por Enzima Lacasa

Colorante Longitud de Onda (nm)  %Decoloracidn-promedio Error

Rojo efdacron 550 74.74 1.63
Amarillo elianamida 400 56.51 0.68
Amarillo oro efdacron 400 59.35 1.05
Marino efdacron 610 75.95 0.62
Azul oscuro directo 570 76.75 3.27
Azul oscuro iris 570 80.43 2.61
Anélisis varianza - Factor Colorante 0*

Nota. *se refiere al valor-p que se obtuvo tras anlisis estadistico ANOVA, del factor categérico Colorante.



EVALUACION DE MEDIOS NO CONVENCIONALES PARA LA PRODUCCION DE ENZIMAS... 41

Figura 12

Espectro de Absorcion Colorantes
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Nota. Colorantes evaluados, R: rojo efdacron, A: amarillo elianamina, O: amarillo oro efdacron, M: marino
efdacron, D: azul oscuro directo, I: azul oscuro iris.

4.5 Caracterizacion de Residuos - Substratos

En la Tabla 5, se presenta el analisis de fibra de los tallos de crisantemo tratados, se hace
énfasis en que los resultados del analisis corresponden a 100 g de muestra. En cuanto a la
caracterizacion de los tallos de crisantemo se determina la composicidn en base seca en términos
de celulosa, lignina y hemicelulosa, para la papa de descarte se presenta el porcentaje de almidon;
los resultados se muestran en la Tabla 6.
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Tabla b

Andlisis Residuos de Crisantemo

Resultado en

Analisis 100 g de Método de analisis Documento normativo
muestra (g)
Cenizas 5.94 Gravimétrico 1SO 5984:2002
Fibra éfgf(;g;ge”te 67.2 Gravimétrico PRE-006 \VV01:2019 Numeral 2.1
Fibra en
detergents neutro 81.3 Gravimétrico PRE-006 \VV01:2019 Numeral 2.1
tratada con
amilasa
Humedad y otras 141 Gravimétrico PRE-002 V00:2018

materias volatiles

Tabla 6

Caracterizacion de los Residuos

Caracterizacion residuos crisantemo (composicion en base seca

0/100g)
Celulosa 26.75
Lignina 40.45
Hemicelulosa 14.1

Caracterizacion papa descarte
% Almidén 7.03

42
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5 Analisis y Discusion de Resultados

5.1 Produccion de Enzima Lacasa

En esta investigacion las seis cepas evaluadas presentan actividad enzimatica lacasa, en el
medio donde la fuente de carbono corresponde a residuos de crisantemo. Las cepas HF1, HF4 y
MF1, reportan actividad lacasa por encima de las 1000 UL (ver Figura 7), en los dias 10, 6, y 7,
respectivamente; lo que esta asociado a los dias en los que se obtuvo la mayor productividad, esto
se confirma con el analisis estadistico de varianza, donde hay una diferencia estadisticamente
significativa (valor-p < 0.05) para el factor categorico de dias de produccién, esto para las cepas
mencionadas anteriormente ( ver Tabla 2, seccién lacasa).

Las cepas MF1 (1362.30 UL™Y), HF1 (1226.27 UL y HF4 (117452 UL™), que
presentaron una mayor produccion de la enzima, son del genero Trichoderma sp., de acuerdo con
la bibliografia existen amplios reportes en donde los hongos de pudricién blanca pueden producir
diversas cantidades de lacasa, incluso se ha encontrado que nuevas especies de ascomicetos,
basidiomicetos y deuteromicetos pueden producir esta enzima (Du et al., 2018).

Respecto a estudios que se enfocan en la diversidad genética y metabdlica de cepas
Trichoderma, se plantea que el crecimiento rapido con potencial de produccion lacasa es una
caracteristica presente en las especies de hongos que pertenecen a este género (Kubicek et al.,
2003). Asi que en trabajos como el de Umar (2021), se evalla la produccion de lacasas por
diferentes especies de Trichoderma, alli la mayor produccion la presento T. atroviride (2.62 U
mL™). Trichoderma cremeum y T. longipile mostraron una potencia de lacasa media, mientras
que T. beinartii tiene una capacidad de secrecion de lacasa débil (Umar, 2021); en este caso el
medio de cultivo fue medio basal (medio basico sin agar).

En busqueda de mejorar la produccidn de la enzima lacasa de origen fungico, Omeje et al
(2020) reportaron el uso de diferentes residuos agroindustriales, la maxima actividad lacasa (336
+11.31 UL) se obtuvo al utilizar la cascara de mani, la cepa evaluada fue Aspergillus (Omeje et
al., 2020), este y otros estudios sugieren el uso de biomasa lignoceluldsica como substrato, con el
objetivo de estimular la produccion de la enzima (Han et al., 2021).

Wang et al, concluye en su trabajo que usar desechos lignocelul6sicos como sustratos de
fermentacidn es una alternativa viable para reducir costos de produccion, lo cual ha representado
una limitante para la aplicacion a nivel industrial de la enzima lacasa (F. Wang et al., 2019). En

algunos estudios se reporta que las cepas microbianas productoras de lacasa, pueden degradar la
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lignina de una manera eficaz debido a que liberan un potente sistema extracelular de enzimas
degradadoras de la lignina (Martani et al., 2017). En la produccién de lacasa a partir de la adicion
de lignina, se han reportado resultados relevantes, como el de actividades enzimaticas
correspondientes a 1009.49 UL, adicionando un hidrolizado que contenia lignina de tallo de maiz
a un medio para el hongo Trametes versicolor (Adekunle et al., 2017). Investigaciones realizadas
por Gomez et al, donde se evalGan dos residuos, evidencia que los niveles de lacasa en cultivos
con salvado de cebada (1799.6 UL™) son dos veces mas altos que los de cultivos con céascara de
castafia (959.8 UL') (Gomez et al., 2005).

En comparacion con las revisiones bibliogréficas consultadas para la presente
investigacion, los resultados que se obtuvieron de los montajes en cuestion, en torno a la actividad
enzimatica lacasa que presentan las cepas Trichoderma sp. (MF1, HF4 & HF1); estos se
consideran positivos y altos, los cuales se atribuyen a la influencia de la composicién de los
residuos de crisantemo. La caracterizacion de los tallos de crisantemo se presenta en la Tabla 6,
en mayor proporcion se tiene lignina (40.45 g/100g), seguido de celulosa (26.75 g/100g) y
finalmente hemicelulosa (14.1 g/100g).

Autores expresan que los substratos relacionados estructuralmente con la lignina o
derivados de la lignina, activan un metabolismo secundario responsable de una mejor produccion
de enzimas lignoliticas, entre ellas lacasa (Debnath & Saha, 2020).

Ahora bien, es importe analizar el crecimiento de las cepas y su relacién con la actividad
enzimatica. SF1 presentan una generacion de biomasa sobre los 30 g L™ (ver Figura 9, subfigura
a), mientras las cepas HF1, HF4, y MF1 que reportaron mayor actividad enzimatica lacasa,
muestran una generacion de biomasa menor (ver Figura 9, subfiguras b, c, f), esto influye en los
valores de rendimiento de biomasa (Y x/s) obtenidos, reportados en la Tabla 2, donde se
determina que un mayor rendimiento de biomasa en azucares reductores liberados, no esta
directamente relacionado con la produccién de la enzima lacasa, pues las condiciones y el medio
de cultivo inciden no solo en el crecimiento de la cepa, sino también en la produccion de la enzima.
En este caso SF1 pertenece al género Aspergillus sp., dado los resultados se tiene en cuenta que el
medio de cultivo y las condiciones del mismo, no favorecieron la produccion de la enzima para
este hongo, en la misma proporcién que para las otras cepas; pero si contribuyeron a su

crecimiento.
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El rendimiento de producto se realizd en base a los azlcares reductores liberados (ver
Tabla 2, seccién lacasa), los mayores rendimientos se presentan para las cepas de mayor actividad
lacasa (HF1, HF4, MF1), lo cual se relaciona con el comportamiento de los azlcares reductores
en la cinética (ver Figura 8). Se puede observar como para las cepas MF1, HF1, HF2, HF3 y HF4,
se produce una aumento de azUcares reductores, lo cual se asocia con la liberacién de azlcares que
hacen parte del substrato (tallos de crisantemo); también se aprecia que entre los dias 6 y 8, estos
azUcares se consumen progresivamente, lo que tiene relacion con los dias en los cuales se alcanza
el maximo de productividad de las cepas.

Con base al comportamiento de los aztcares reductores, Gomez y otros autores (2005) en
su estudio emplean salvado de cebada y cascara de castafia para suplementar sus cultivos, se
reporta un aumento inicial de azucares, y perfiles de comportamiento analogos para ambos
substratos, sin embargo tiene un consumo total de azucares en el medio con cascara de castafia,
mientras que en salvado, se mantiene un valor residual aproximado de 1g L%, concluye a partir de
estos resultados que el hongo Coriolopsis rigida, tiene la capacidad de metabolizar los hidratos de
carbono contenidos en ambos substratos (Gomez et al., 2005).

Si bien las cepas Trichoderma sp. , representan la mayor actividad enzimatica lacasa (HF1,
HF2, HF4 y MF1), también la cepa del género Penicillium sp. (HF3), cuenta con una actividad
importante (540 UL™), de manera que se realizo un analisis de varianza adicional con un solo
factor categérico, en este caso la cepa; y la variable de respuesta fue la actividad enzimatica, el
analisis arrojo un valor-p mayor a 0.05 (valor-p = 0.212), de manera que estadisticamente en
cuanto a la produccion de la enzima lacasa no hay una diferencia significativa entre las cepas, asi
que las seis cepas evaluadas son potenciales productoras de la enzima lacasa. Esto se confirma con
el criterio de busqueda que se habia establecido inicialmente en la base de datos NCBI, donde se
indica que estas cepas presentan en su genoma genes que codifican para la enzima lacasa.

A partir de los resultados obtenidos de produccion de lacasa, se establece evaluar la
produccién de la enzima celulasa en dos cepas, una de ellas MF1, dado que presento la mayor
actividad lacasa y se toma de referencia el dia de mayor produccion, teniendo en cuenta que este
fue significativo estadisticamente. La otra cepa selecciona es HF2, por presentar la productividad

mas alta, se alcanzd un pico importante de produccion de enzima en el dia 3.
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5.2 Produccion de Enzima Celulasa

La cinética completa para la produccion celulasa en el medio con residuos de crisantemo
se presenta en la Figura 10, la actividad celulasa maxima, esta por debajo de los 0.15 FPU mL*
para las cepas evaluadas, MF1 (0.13 FPU mL™) y HF2 (0.07 FPU mL™ ) (ver Figura 10,
subgraficas: a, b). Al comparar los resultados de actividad y determinar la productividad (ver
Tabla 2, seccion celulasa), se concluye que esta, es baja; ya que se reportan valores de 0.02 y 0.01
FPU mL™* dia®. Adicional a ello, entre los dias de evaluacion, cuando estos se toman como factor
categorico, no hay una significancia estadistica frente a la actividad celulasa obtenida (valor-p >0.05),
al igual que ocurre cuando se comparan las cepas. La generacion de biomasa es cercanaalos4gL™?,
esta se mantiene estable durante el desarrollo de la cinética (ver Figura 10, subfiguras: e, f), se
relaciona con el comportamiento de los azUcares reductores liberados (ver Figura 10, subfiguras: c,
d) donde se observan picos y valles, que se asocian a la liberacion y también consumo de estos
azucares, lo que influye en que se mantenga el crecimiento de las cepas; asi pues se explica que
los rendimientos que se alcanzan de biomasa en azucares liberados Yx/s sean mayores frente los
rendimientos de producto (enzima celulasa) en azlcares liberados Yp/s. No hay una produccion

significativa de la enzima celulasa.

Entre los factores que interfieren en la produccién de enzimas celulasa, se encuentra la
temperatura, estudios informan que temperaturas entre los 32 y 35 °C presenta una inhibicion en
la produccién de la enzima, lo que se debe a pérdida del contenido de humedad del substrato de
fermentacion, siendo un inconveniente para el crecimiento de los hongos y su actividad metabdlica
(Hu et al., 2018), en la presente investigacion la temperatura a la que se sometieron los montajes

experimentales fue de 30 °C.

En el presente desarrollo experimental el pretratamiento, el tipo y la concentracién de
substrato, junto con el tamafio de particula, temperatura, y pH; pueden incidir en la baja
produccién celulasas, de acuerdo con otras investigaciones, los factores mencionados
anteriormente influyen en la eficiencia de las celulasas y su aplicacion en la reaccion de hidrolisis

enzimatica (Srivastava et al., 2022).
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5.3 Produccion de Enzima Amilasa

Para esta enzima como se menciona en la metodologia la fuente de carbono es almidén,
que se obtuvo de papa de descarte. La papa que se emple6 como punto de partida, de acuerdo a la
caracterizacion contiene 12 % de almiddn. Para este caso se evalud la cepa MF1 del genero
Trichoderma sp, presentando actividad enzimatica maxima en el dia 4, de 3.11 U m L ( ver
Figura 11), al observar la cinética completa, los azucares reductores liberados aumentan a partir
del dia 4, lo que se relaciona con el aumento en la actividad enzimatica y a su vez con que el
crecimiento se mantenga estable desde ese dia, hasta aproximadamente el dia 8 (ver Figura 11,
subfiguras a, b, c).

Al observar los resultados de productividad y rendimiento (ver Tabla 2, seccion amilasa),
se da validez estadistica a que el dia 4 es el de mayor productividad, pues existe una diferencia
significativa entre los demas dias evaluados, respecto a la actividad enzimatica obtenida (valor-p
<0.05), sin embargo los rendimiento estan por debajo de lo que se obtuvo para la enzima lacasa.

Algunos trabajos de investigaciones han demostrado que las especies asociadas al género
Trichodema cuentan con la capacidad de generar cantidades representativas de amilasa
extracelular y glucoamilasa en el almidon de papa soluble (De Azevedo et al., 2000; De Marco et
al., 2003), pero para llegar a producir la enzima con altos rendimientos, es importante la
optimizacion de los medios de cultivo, como se ha mencionado anteriormente. Autores exponen
que la produccion de la enzima amilasa en los hongos, depende del estado morfoldgico y
metabdlico del cultivo, un ejemplo de ello es que el crecimiento del micelio es crucial para las
enzimas extracelulares (Carlsen et al., 1996); otras investigaciones también resaltan la naturaleza
y la cantidad de la fuente de carbono en los medios de cultivo, ya que afecta el crecimiento de la
biomasa y la produccion de la enzima (Sunitha et al., 2012).

Singh et al (2014), evalué como sustrato cascara de granada y salvado de trigo, en donde
la cascara de granada presento la maxima actividad amilasa, adicionalmente se evaluaron otras
condiciones en donde la enzima presenta una mayor actividad, como resultado encontraron un pH
optimo de 6, temperatura de 55 °C y tiempo de incubacion de 60 minutos, lo anterior se evalud

sobre la cepa Apergillus fumigatus (S. Singh et al., 2014).



EVALUACION DE MEDIOS NO CONVENCIONALES PARA LA PRODUCCION DE ENZIMAS... 48

5.4 Concentracion Enzima Lacasa

La concentracion de la enzima lacasa por el método de ultrafiltracion se considera
satisfactoria, dado que la actividad enzimatica final (1281.31 UL™) que se alcanzo tras el proceso,
supera a la inicial (924.05 UL™), esto se asocia al resultado de eficiencia de recuperacion de la
enzima, pues esta por encima del 50 % (ver Tabla 3). De acuerdo con la bibliografia, el que no
se haya presentado un porcentaje mayor de recuperacion tiene relacion con la presencia de
impurezas, ocasionando la formacion de incrustaciones en la membrana, afectando asi la
concentracion, y por tanto los factores de concentracion volumétrico y el de concentracion de
actividad; los cuales son considerados bajos, respecto a otros ensayos reportados, pues los valores
del ACF que se consiguen en dichos estudios, estan alrededor de 14, en estos casos se pueden
alcanzar porcentajes de recuperacion enzimatica superiores al 100 %, donde el aumento de
actividad enzimatica se asocia mas alla de la concentracion de la enzima, a factores como la

extraccion de compuestos inhibidores presentes en el medio (Zaccaria et al., 2019).

El método de concentracion a partir de saturacion por sulfato de amonio consigue al igual
que la ultrafiltracion, aumentar el valor de actividad enzimatica (1020.24 UL™), esto cuando el
porcentaje de saturacion es del 90%, pues con concentraciones mas bajas, esta actividad tiende a
disminuir frente a la actividad inicial. En otros investigaciones se logr6 una actividad enzimatica
de 1605.73 UL, con una saturacion de sulfato de amonio del 70 %, alli se evalud la produccion
de la enzima lacasa en especies del género Aspergillus (Omeje et al., 2020). La concentracion por
este método también puede ser efectiva, sin embargo es importante tener en cuenta, que las sales
hacen interferencia y pueden precipitar otras proteinas, asi que es necesario tener en cuenta un

proceso de didlisis del concentrado enzimatico.

5.5 Degradacion de Colorantes por Enzima Lacasa

La aplicacion final de la enzima concentrada por el método de ultrafiltracion se lleva a cabo
sobre seis colorantes, tres de ellos de tipo azoico (rojo efdacron, amarillo elianamida, azul oscuro
directo), un antraquinona (azul oscuro iris), un aromatico policiclico (amarillo oro efdacron), y
uno de tipo carbohidrazina (marino efdacron). Se determing la clasificacion de los colorante segun

su estructura (ver seccion 3.10.1 Estructura de los Colorantes Evaluados).

De acuerdo con la bibliografia los colorantes de tipo azoicos constituyen el mayor grupo

de colorantes utilizados en la industria textil, estos se caracterizan por la presencia de uno o mas
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azocromoforos y también los enlaces entre dos 0 mas anillos arométicos; en cuanto a los tintes de
antraquinona, estos representan la segunda clase mas importante, tienen los grupos cromoforos,
formando un complejo de antraquinona (A. B. dos Santos et al., 2007; Jamal et al., 2011). Partiendo
de los resultados obtenidos, los colorantes que presentan un porcentaje mayor de decoloracion

corresponden a colorantes antraquinona y azoico.

Los seis colorantes evaluados presentaron un porcentaje de decoloracion superior al 50 %,
el colorante Azul oscuro iris obtuvo el mayor porcentaje de decoloracion (80.43 %), seguido de
azul oscuro directo (76.75 %), marino efdacron (75.95 %), rojo efdacron (74.74 %), amarillo oro
efdacron (59.35%) y amarillo elianamida (56.51 %); resultados que se presentan en la Tabla 4. De
acuerdo con el analisis de varianza, las diferencias sobre el porcentaje de decoloracion son
estadisticamente significativas, entre los colorantes empleados. Los resultados de decoloracion
alcanzados se asocian a que la enzima lacasa escienden los colorantes azoicos y antraquinonas,

formando a su vez moléculas de nitrdgeno que no se consideran toxicas (Zille et al., 2005).

Se reportan trabajos de investigacion donde se evallia la degradacion del colorante
antraquinona: remazol brilliant blue R, por parte de la enzima lacasa de Phomopsis, alli la
decoloracion alcanza 53,61 % (Navada et al., 2018).

Estudios similares se han enfocado en evaluar el potencial de decoloracion de la enzima
lacasa sobre colorantes sintéticos, en un caso especifico se evalud la decoloraciéon de seis
colorantes azoicos (azo yellow 6, acid red 337, basic blue 22. Azo purple, azo yellow y azo brilliant
black) donde se demuestra que la enzima lacasa parcialmente purificada de Aspergillus sp. ,
decoloraba los colorantes después de 60 minutos de incubacion. Alli se obtuvieron porcentajes por
encima del 60 % de decoloracion en los colorantes evaluados. La enzima presenta una alta afinidad
por los enlaces azoicos (Omeje et al., 2020).

De acuerdo con diferentes revisiones bibliografica, las enzimas lacasa se estudian con gran
interés por el potencial de degradacion de colorantes azoicos (Blanquez et al., 2004; Chivukula &
Renganathan, 1995; Martins et al., 2003; Novotny et al., 2004). Se reporta que estas enzimas
siendo fenol oxidasas multicobre, pueden decolorar los colorantes azo a través de un mecanismo

de radicales libres altamente inespecifico, donde se da paso a la formacion de compuestos
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fendlicos, y se evita la formacion de aminas arométicas que resultan ser toxicas (Chivukula &
Renganathan, 1995; Wong & Yu, 1999; Zille et al., 2005).

Retomando los resultados obtenidos en este trabajo, la diferencia entre los porcentajes de
decoloracion de colorantes evaluados, se asocia a la estructura quimica de cada uno, ya que esta le
confiere caracteristicas a los colorantes, como lo son: resistencia a la biodegradacion, toxicidad y
resistencia a los procesos reductores (Jamal et al., 2011), de manera que la accion reductora de la
enzima fue mayor sobre el colorante antraquinona (azul oscuro iris). Es importante destacar que
la enzima lacasa en este estudio logro decolorar no solo los colorantes antraquinona y azoicos, sino

también colorantes asociados a compuestos aromaticos policiclicos y carbohidrazina.
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6 Conclusiones

La evaluacion de produccion de la enzima lacasa empleando como fuente de carbono
residuos de crisantemo, permitié obtener resultados de relevancia dado los valores de actividad
enzimatica alcanzados, los cuales fueron significativos para las cepas del genero Trichoderma sp.,
reportando actividad lacasa por encima de la 1000 UL, donde destaca MF1 con una actividad de
1362.30 UL™. En esta investigacion se concluye que entre los dias 6 y 10 se presenta la
productividad mas alta, asi que son claves en el seguimiento de la actividad enzimatica.

Los resultados obtenidos indican una relacion favorable entre la actividad de la enzima
lacasa y la adicion de los tallos de crisantemo, ya que la composicion de estos residuos en términos
de lignina, celulosa y hemicelulosa, estimula la produccion de la enzima.

De acuerdo al analisis y discusion de resultados, la actividad de estas cepas iguala y esta
por encima de la actividad que se reporta en otras investigaciones donde los substratos son residuos
agroindustriales y las cepas evaluadas corresponden a especies del género Trichoderma.

Los antecedentes confirman el interés de trabajar con residuos agroindustriales,
principalmente ligninoliticos, pues presentan resultados de mayor produccion enzimatica, frente a

cuando se utilizan substratos convencionales.

Respecto a la evaluacion de la produccion de la enzima celulasa, la actividad méaxima fue
de 0.13 FPU mL?, esto para la cepa MF1, el dia de mayor productividades es el 9. Como se
menciona en el analisis previo, se consideran valores bajos de actividad frente a lo reportado en la
literatura. En este ensayo se evaluaron dos cepas (MF1 y HF2), para las cuales el medio con
residuos de crisantemo no presento un efecto directo en la produccion de celulasa. Se considera
que los parametros establecidos en torno a la formulacion del medio y condiciones como la
temperatura, agitacion, pH, pueden estar afectando la actividad enzimatica. Por ello es importante
en préximos ensayos una optimizacion estadistica, esto con el fin de determinar los niveles clave
de los pardmetros y asi mejoras el rendimiento de la enzima, no solo para celulasa, sino también

para lacasa y amilasa.

En cuento a la evaluacion de la produccion de la enzima amilasa, donde la fuente de
carbono es almidon de papa de descarte, la cepa MF1 alcanzo una actividad enzimatica de 3.11 U
mL?, esto en el dia 4 (mayor productividad), los valores de rendimiento y la productividad

obtenidos se consideraron bajos. Al igual que con la evaluacién de la enzima celulasa, se asume
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que los parametros establecidos afectan la produccién de la enzima, y de acuerdo con la
bibliografia, pueden estar asociados a inhibicion del producto.

Puesto gque la enzima que destaco en su produccién fue lacasa, al concentrar el extracto
enzimatico de esta, se determind que el método de ultrafiltracion es el mas conveniente para la
concentracion de la enzima, dado que la actividad enzimaética lacasa en el extracto, tras el paso por
la membrana de ultrafiltracion fue mayor (1281.31 UL™), frente al proceso de saturacion con
sulfato de amonio (1020.24 UL™). Adicionalmente, por el método de ultrafiltracion se obtuvo un

porcentaje de recuperacion de la enzima lacasa superior al 50 %.

El extracto enzimatico de lacasa concentrado en esta investigacion, tiene la capacidad de
degradar colorantes sintéticos de tipo azo y antraquinona, pues alcanza porcentajes de decoloracion
desde 56.51% (para amarillo elianamida) hasta 80.43 % (para azul oscuro iris), tras una hora de

incubacién a 37 °C.

A partir de los resultados obtenidos en esta investigacion, se concluye que las cepas
correspondientes a Trichoderma sp. presentan una capacidad promisoria en la produccién de la
enzima lacasa, la cual puede ser utilizada con el fin de degradar compuestos contaminantes, entre
estos colorantes presentes en aguas residuales. Por ello es importante optimizar la produccion de

la enzima, evaluando medios de cultivo no convencionales que maximicen la biosintesis de esta.
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