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RESUMEN

Colombia es uno de los principales exportadores de flores al mundo, entre las que
se encuentra el crisantemo. Los residuos generados durante la produccion del
crisantemo, son un problema ambiental debido a las dificultades que se generan
por estos; como lo son procesos de eutrofizacidbn en agua, contaminacion por
plagas, etc. Razén por la cual este trabajo de grado tuvo como objetivo evaluar la
actividad enzimatica de la lacasa recombinante POXA 1B expresada en Pichia

pastoris usando residuos de crisantemo.

Se realiz6 un estudio preliminar del cual se decidi6 que no se era necesario el
agregar CuSO4 como cofactor de la actividad enzimatica, cuando el residuo se
encontraba presente. De acuerdo a esto, se planted un disefio factorial, en el que
se evalud la concentracion de glucosa, fuente de nitrdgeno, porcentaje de inoculo
y tiempo de cultivo. Como consecuencia de esto se obtuvieron los mejores
resultados para la actividad enzimatica, en la combinacién con una concentracion
de glucosa 3% (p/v), nitrégeno (extracto levadura 1% (p/v) - peptona 1% (p/v)),
concentracion de inéculo (10% v/v) y 168 horas, con 2074 U/L de lacasa. Se
analizo la productividad (basada en la actividad enzimatica) de cada uno de los
tratamientos, de los cuales el que reporté la mayor productividad fue el que tenia
la concentracién de glucosa 3% (p/v), nitrdgeno (extracto levadura 1% (p/v)-
peptona 1% p/v), concentracion de indculo (12% v/v) y 72 horas de cultivo con una
productividad del 21,4 ULthl. Con el objetivo de favorecer el crecimiento celular
de la cepa a cada uno de los experimentos se les agregd glucosa, la cual fue
utilizada para analizar por el rendimiento producto a partir de sustrato (Yp/s).
Mostrando que el mejor rendimiento se encontrd a concentracion de glucosa 1%
(p/v), nitrégeno (extracto levadura 1% (p/v) -peptona 2% p/v)), concentracion de
inoculo (10% v/iv) y 72 horas, con un rendimiento del 81,913 U/g. Para
complementar esto se verifico la técnica para la determinacion del porcentaje de

lignina presente en una muestra vegetal.
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1. INTRODUCCION

Debido a la alta demanda de exportacion de flores como el crisantemo, se ha
incrementado la produccion de residuos agroindustriales, por lo que se hace
necesario buscar alternativas para darle un uso potencial a estos residuos y
disminuir el impacto que generan (Singh et al. 2014).

Dentro del impacto que estos residuos generan se encuentran problemas medio
ambientales, como contaminacién de las aguas (Shen et al. 2011), produccion de
diéxido de carbono cuando son incinerados, también procesos de magnificacion
de plaguicidas si se utilizan como alimento para los animales (Asocolflores, 2002),
al mismo tiempo son generadores de plagas (moscas, ratones, etc.); favoreciendo
la transmisién de enfermedades. Razones por las cuales se hace necesario ser
reincorporados a los ciclos naturales o darles un uso productivo en la sociedad
(Busto-Flores, 2009). Entre las alternativas esta la produccion de energia como
biogéas, biodiesel, entre otros.

El crisantemo es una planta vascular, del grupo de las angiospermas, cuyo
principales componentes son la lignina, la celulosa y la hemicelulosa
(lignocelulosa), (Quevedo-Hidalgo, 2011). Estos componentes se encuentran
estrechamente enlazados lo que hace dificil su degradacion y el acceso a los
carbohidratos fermentables.

Para acceder a los diferentes componentes de los residuos lignoceluloliticos y
hacer un posterior uso de estos, se debe realizar un pretratamiento que permita
eliminar la lignina, facilitando de esta manera el acceso a la celulosa y a la
hemicelulosa (Behera et al. 2014). Entre estos pretratamientos esté el bioldgico, el
cual se realiza a través del ataque enzimatico y la digestion de los componentes
(Singh et al., 2014), por parte de microorganismos de los que se destacan los
hongos de podredumbre blanca o marrén, por poseer enzimas (Lignina
Peroxidasa (E.C. 1.11.1.14 ), Manganeso Peroxidasa (E.C. 1.11.1.13) y Lacasa
(E.C. 1.10.3.2) principalmente degradadoras de lignina y solubilizadoras de la
hemicelulosa permitiendo la ruptura del complejo formado por celulosa,
hemicelulosa y lignina (Ballat, 2011).

Se ha visto que la produccién de estas enzimas, tiene algunas desventajas
econdémicas debido a sus bajos rendimientos y su periodo largo de produccion. Es
por esto que se ha estudiado, el empleo de la enzima lacasa directamente;
permitiendo una degradacion significativa y rapida del sustrato (Rivera-Hoyos et al.
2013).

En este trabajo de grado se encontraron las mejores condiciones para la
produccion lacasa recombinante POXA 1B, con adicion de crisantemo cuyo gen
sintético se encuentra integrado al cromosoma de Pichia pastoris (X33). Lo
anterior con el fin de usar dicha enzima en los procesos de degradacion de la
lignina presente en residuos lignoceluldsicos.
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios ha aumentado considerablemente la floricultura en Colombia,
convirtiéendose en una de las grandes industrias a nivel mundial. Segun
Asocolflores (2010) Colombia es el principal exportador de flores a Estados Unidos
(60%), el cuarto a la Union Europea (4%) y el tercero al Reino Unido (6.4%). Entre
los principales productos cultivados se encuentra la rosa con 33%, los claveles
con 12.7% vy el crisantemo con 8%.

La produccién de estos cultivos genera 1.5 m3/ha/dia y entre 0.8 y 1 t/ha/semana
de desechos vegetales (Quevedo-Hidalgo, 2011). La acumulaciéon de estos,
generan un impacto ambiental negativo, entre los que estan la contaminaciéon de
las aguas (Shen et al. 2011), si estos residuos se encuentran expuestos al medio
ambiente o son incinerados se genera dioxido de carbono, también se incluyen
procesos de magnificacion de plaguicidas si se utilizan como alimento a los
animales, en la cadena tréfica (Asocolflores, 2002), al mismo tiempo son
generadores de plagas (moscas, ratones, etc.); favoreciendo la transmision de
enfermedades. Por esta razén, se requiere la implementacion de un sistema de
gestibn ambiental para darle un valor agregado y uso a estos desechos (Busto-
Flores, 2009).

Estos residuos agroindustriales estdn compuestos por lignocelulosa, la cual esta
formada por lignina, que es un polimero aromatico amorfo unido a la celulosa
conformado por homopolimeros de glucosa y por hemicelulosa, constituida por
monomeros de carbono; siendo asi, estos residuos agroindustriales constan de
una matriz polimérica que hace dificil el acceso a los azlUcares para los
microorganismos no degradadores de lignina. Por esta razon se debe emplear un
pre-tratamiento que facilite la disponibilidad de los azucares para su posterior
sacarificacion y fermentacion (Morales et al. 2015).

Una de las alternativas para la degradacion de los residuos agroindustriales es el
uso de enzimas recombinantes. De acuerdo a estudios como el de Moreno et al.
(2012) se demostr6 la eficiencia de la enzima lacasa recombinante de
Kluyveromyces marxianus CECT 10875 para la degradacion de la lignina y
posterior implementacion en la produccion de bioetanol; logrando reducir los
compuestos fendlicos de la paja de trigo y mejorando la concentracion de etanol al
final del proceso. De igual forma Lee et al. (2012) utilizaron una lacasa
recombinante de Yarrowia lipolytica para lograr eliminar eficientemente los
componentes fenolicos y no fendlicos; reduciendo la inhibicion de las celulasas y
aumentando los niveles de sacarificacion. Asi mismo Sitarz et al. (2013)
demostraron la aceleracién de la degradacion de la ligninocelulosa debido a la
actividad de la enzima lacasa de G. lucidum; generando altos rendimientos en
azucares fermentables. Lo que demuestra la importancia del uso de enzimas
recombinantes para la degradacion de residuos ligninoceluliticos.
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Por lo anterior en este trabajo se estudio el efecto de la adicion de crisantemo en
la enzima recombinante para usarla en un futuro en procesos de degradacién de
residuos lignocelulésicos.
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3. MARCO TEORICO - REFERENTES CONCEPTUALES

3.1 Residuos lignoceluldsicos

Los residuos ligninoceluloliticos derivados de la industria y la agricultura tienen un
gran potencial, ya que es la fuente de carbono renovable mas prometedora para
solucionar los problemas de energia y materias primas (Kalia et al. 2014).

Existen diversos residuos lignoceluloliticos para la produccion de etanol como el
bagazo de la cafia de azucar, la cascara de arroz, los residuos de la floricultura
como el crisantemo, las maderas suaves tipo coniferas (pino, ciprés, abeto,
abedul), entre otras (Singh et al., 2014). El crisantemo se encuentra clasificado
como una planta vascular, donde los componentes principales de la pared celular
son la lignina, la celulosa y la hemicelulosa. Es la misma estructura de diferentes
tipos de materiales lignoceluloliticos. De acuerdo a los resultados obtenidos por
Quevedo-Hidalgo (2011), la composicion de este residuo esta distribuida de la
siguiente forma: celulosa 49.6%, hemicelulosa 7.5% y lignina 17.5%. Ademas, de
poseer algunos metales como magnesio y cobre, los cuales son esenciales para la
induccion de la enzima lacasa y para el crecimiento de la levadura trabajada en
este proyecto (Quevedo-Hidalgo, 2011).

La lignocelulosa es el componente principal de la pared celular de las plantas y
estd compuesta por biopolimeros como la celulosa, hemicelulosa y lignina, los
cuales constituyen del 18 al 35% del peso seco de los tejidos de las plantas
superiores y es una de las fuentes organicas renovables mas importantes (Singh
et al.,, 2014). La organizacion de estos polimeros se basa en las cadenas de
polimeros que generan las microfibras de celulosa incrustadas dentro de la matriz
de hemicelulosa y lignina (Doherty et al., 2011). La red de estos tres componentes
son los que proporcionan la rigidez a las plantas (Jung et al.,, 2015). Esta red
comprende un complejo heterogéneo de polimeros de carbohidratos y lignina. Los
carbohidratos disponibles provienen de la celulosa y la hemicelulosa, los cuales
deben ser convertidos a monosacéridos de facil asimilacion.

3.2 Ligninay su degradacién

La lignina es uno de los polimeros mas abundantes en la naturaleza, es insoluble,
altamente resistente a ataques quimicos y bioldgicos, confiere resistencia
mecanica a la madera y recubre la pared celular lo que lo convierte en un polimero
recalcitrante. El contenido de lignina varia de acuerdo a los diferentes grupos de
plantas vasculares (Martinez et al., 2005).

La lignina esta compuesta por tres anillos aromaticos de alcoholes (monolignoles)
gue son alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico, los cuales
conforman las unidades de fenilpropano. Los fenilpropanoides varian de acuerdo
al grado de sustitucion del oxigeno en el anillo fenil. En el proceso de lignificacién,
los monolignoles forman una red compleja con la hemicelulosa. ElI &cido
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hidroxicinamico es el agente de entrecruzamiento entre la lignina y los
carbohidratos (Huijgen et al., 2014).

Debido a que la lignina se encuentra unida a la celulosa y a la hermicelulosa, es
necesario degradarla. Esta degradacion ocurre por medio de un atague enziméatico
efectuado por Basidiomicetes a través de enzimas extracelulares oxidoreductasas,
como las lacasas y peroxidasas lignoliticas; las cuales reducen la lignina a
radicales arométicos.

Ocurren diferentes reacciones durante el proceso de degradacion de la lignina, en
donde se encuentra el rompimiento de los enlaces éter, la escisién del anillo
aromatico, una desmetoxilacion, el rompimiento de los enlaces a y B de los
carbonos de la lignina y la posterior liberacion de un aldehido, el cual es el
sustrato para la generacion del perdxido de hidrégeno por reacciones de éxido-
reduccion ciclicas. Otro sustrato generado para la degradacién enzimatica son los
radicales fenoxi liberados durante el rompimiento de los enlaces éter, los cuales
son reducidos por enzimas oxidasas a compuestos fendlicos para ser reoxidados
por enzimas lacasas o peroxidasas; generando reacciones ciclicas que reducen el
hierro presente en la madera. Como paso final azucares reductores para ser
asimilados por rutas metabdlicas (Martinez et al., 2005; Quevedo-Hidalgo et al.,
2012).

3.3 Tratamiento para degradacién de lignina

Existen métodos quimicos, fisicos y bioldgicos para la degradacién de la lignina,
mediante la descomposicién del polimero de ligninocelulosa para la formacién de
monosacaridos, los cuales aumentan la bioconversion microbiana y la porosidad
del material a transformar y reducen la cristalinidad de la celulosa (Singh et al.,
2014).

Entre los diferentes métodos se encuentra la explosiéon de vapor (fisico),
tratamiento de vapor con acido sulfarico diluido o diéxido de azufre (quimicos) y
tratamiento biolégico con hongos de podredumbre blanca o café. Debido a que los
tratamientos fisicos y quimicos presentan requerimientos de energia altos,
haciéndolos no rentables y perjudiciales para el ambiente por ser corrosivos
(Singh et al., 2014).

El método biolégico consiste en tres pasos generales: el primero, un
pretratamiento de la lignocelulosa, el cual convierte la estructura de la
lignocelulosa en componentes recalcitrantes e intermediarios celuloliticos; el
segundo, la hidrélisis enzimatica de la celulosa, por medio de enzimas. Se, realiza
la hidrélisis de los compuestos intermediarios para formar azicares fermentables y
por ultimo la fermentacion, en la cual por ejemplo, la glucosa o xilosa por vias
bioldgicas llega hasta etanol y otros productos como acido lactico, acido succinico,
etc (Singh et al., 2014).
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Esta hidrolisis enzimatica de los carbohidratos es un avance en el desarrollo de
esta tecnologia para la conversion por medio de biomasa microbiana, de estos a
mondmeros de azlcar, para luego proceder con una fermentacién y generar como
producto final bioetanol. Esta hidrolisis de los hidratos de carbono, ocurre por
medio de enzimas especificas que cooperan entre si de manera sinérgica, para
degradar de este sustrato (Van Dyk & Pletschke, 2012).

Entre los organismos que pueden ser utilizados para este tipo de tratamiento, se
encuentran los hongos de podredumbre blanca y marrén. Estos producen un
sistema degradador, compuesto por enzimas extracelulares que destruyen la
lamela media del compuesto a degradar; generando asi una pérdida del 95% de la
lignina (Singh et al., 2014). Entre las enzimas implicadas estan las peroxidasas y
las oxidasas, enzimas hidroliticas (Godliving, 2012). Esta hidrdlisis enzimatica se
logra en condiciones acidas; dadas por los productos metabdlicos del proceso o
factores abidticos. Luego de esta hidrolisis, acidos como el acido butirico,
succinico, entre otros ayudan a separar los azucares (Mielenz, 2001).

3.4 Enzima Lacasa

Una de las enzimas implicadas en la hidrolisis enzimatica de estos componentes
es la lacasa (EC 1.10.3.2), clasificada como p- difenol, oxidoreductasas dioxigeno.
Las cuales son polifenol oxidasas glicosiladas (Wu & Nian, 2014); esta enzima
pertenece a la familia multicobre oxidasa; esta contiene cuatro a&tomos de cobre,
uno de tipo paramagnético (cu T1), el cual le proporciona el color azul, ademas de
ser el responsable de la oxidacion del sustrato reducido producido. El tipo 2 (cu
T2), y dos del tipo 3 (cu T3), el cual forma un cluster trinuclear; en el que el
oxigeno molecular se reduce a dos moléculas de agua (Rivera-Hoyos et al., 2013;
Mate & Alcalde 2015).

La enzima lacasa, se encuentra en organismos como algunos hongos, algunas
bacterias, algunas plantas y algunos insectos. La diferencia clave entre la enzima
producida por bacterias y la producida por hongos radica en que, las primeras son
proteinas intracelulares mientras que las otras son proteinas extracelulares que
presentan diferentes grados de glicosilacién. Mientras que la producida por plantas
esta encargada de la polimerizacién de la lignina. En el caso de los hongos, esta
enzima tiene como funciones morfogénicas, defensa contra estrés, degradacion
de lignina (Rivera-Hoyos et al., 2013; Mate & Alcalde 2015).

La lacasa es una enzima perteneciente al metabolismo secundario de los hongos
y lleva a cabo reacciones oxidativas. Estas poseen una alta capacidad para oxidar
compuestos, tanto aromaticos organicos, como los compuestos fendlicos (orto y
para — difenoles), aminas aromaticas, fenoles metoxisustituidos, diaminas,
bencenotioles, iones metalicos (Mn*?), compuestos organometalicos, entre otros.
La polimerizacion de los compuestos fendlicos empieza por una oxidaciéon de la
lacasa de estos polimeros, por la via de radicales intermediarios; los compuestos
fendlicos se oxidan a radicales fenoxi, que a la vez, se pueden polimerizar
acoplandose a otro radical (Maijala et al., 2012). Esta oxidacion se debe a una
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transferencia de electrones, a un radical de hidrbgeno o0 en un mecanismo
anionico; esto depende del mediador que se encuentre en la reaccion (Kalia, et al.,
2014b).

Su funcion es la polimerizacion de compuestos fendlicos, asi como la sintesis de
pigmentos, la desintoxicacién de diversos compuestos (Maijala et al., 2012), a
través de procesos de biorremediacion, tales como: la desintoxicacion de tintes
industriales y de compuestos xenobidticos, el tratamiento de contaminantes como
los hidrocarburos arométicos. Otros compuestos que también son reducidos por la
enzima lacasa son metales, como el magnesio y el hierro (Rivera-Hoyos et al.,
2013).

Para las aplicaciones industriales, de esta enzima, se encuentre en condiciones
gue favorezcan su actividad y estabilidad durante el proceso; lo que no siempre
se logra. Es por esto que se han ensayado diferentes estrategias para mejorar el
proceso. Entre estas esta la optimizacion de los componentes del medio de
cultivo, con el fin de aumentar la produccién (ajuste en la fuente de nitrégeno y
carbono, derivados de lignina, iones metalicos). La otra alternativa, es la expresion
heter6loga de la enzima, usando promotores fuertes vectores y péptidos sefal
capaces de dirigir la secrecién de la lacasa por medio extracelular (Mate & Alcalde
2015; Rivera-Hoyos et al., 2015).

3.5 Levaduras recombinantes

En los ultimos afios se ha buscado alternativas para la expresién heteréloga de la
enzima lacasa fangica en levaduras. Entre las ventajas que se tiene del uso de
estos microorganismos estan, que pueden secretar extracelularmente la enzima
lacasa, que existe una amplia variedad de vectores uni y bi-direccional disponibles
en el mercado y por ultimo que muestran una alta frecuencia de recombinacién
(Rivera-Hoyos et al., 2013; Mate & Alcalde 2015).

De acuerdo con lo anterior una de las ventajas que posee el uso de lacasa
recombinante producida por una levadura, frente a las enzimas obtenida a partir
de la fuente nativa, es la velocidad de crecimiento de la levadura con relacion al
hongo; lo que minimiza el tiempo del proceso de produccion.

Se observé que esta tecnologia permite realizar modificaciones post-traducciones,
como lo es la protedlisis, glicosilacion y formaciéon de enlaces di sulfuro, los cuales
permiten la expresion de la enzima recombinante (Rivera-Hoyos et al., 2015). Los
cambios realizados a la secuencia original de ADN, permiten que la cepa
interprete el gen como propio; mejorando asi su expresion (Rivera-Hoyos et al.,
2013). Ademas, se utiliz6 un péptido sefal, para asegurar que la proteina se
secretara al medio de cultivo; evitando asi procesos de ruptura celular, etc.
(Rivera-Hoyos et al., 2015).
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Evaluar la actividad enzimatica de la lacasa recombinante POXA 1B expresada en
Pichia pastoris usando residuos de crisantemo

4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la influencia de la glucosa, el extracto de levadura, la peptona, el
porcentaje de indculo, la presencia de residuos de crisantemo y tiempo sobre
la actividad de la lacasa recombinante POXA 1B expresada en Pichia pastoris.

2. Estandarizacion de la técnica de hidrélisis acida para la determinacion del
porcentaje de lignina presente en muestras vegetales.
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5. METODOLOGIA

5.1 Microorganismo

Se utilizé la cepa Pichia pastoris X33/pGAPZaA-LaccPost-Stop que produce la
lacasa recombinante POXA 1B de Pleurotus ostreatus; la cual fue suministrada
por Grupo de Biotecnologia Ambiental e Industrial (GBAI). La cepa se encuentra
conservada a -80°C en el banco de cepas del Laboratorio Biotecnologia Molecular
(Rivera-Hoyos et al., 2015).

5.2 Material lignocelulolitico

El material a utilizar fue residuos de crisantemo (hojas y tallos) provenientes de
cultivos del norte (Tocancipa, Colombia). El residuo fue previamente molido hasta
un tamafio de particula menor a 1mm particula.

5.3 Caracterizacion del residuo de crisantemo

Se analiz6 el contenido de lignina, celulosa, hemicelulosa y de proteinas presentes
en el residuo por el método de fibra detergente neutro (FDN) (Van Soest et al.,
1991), el cual fue realizado en la Universidad Nacional de Colombia, en el
Laboratorio de Nutricion Animal. Mientras que el contenido de fdosforo, calcio,
potasio, zinc, magnesio, cobre y manganeso, se determind por espectrofotometria
de absorcién atomica. El contenido de C, H y N se midié6 siguiendo el
procedimiento descrito en la norma ASTM 5373-08

5.4 Produccién del banco de células primario

Se realiz6 un cultivo en medio YPG (Glucosa 2% (p/v), Peptona 2% (p/v), Extracto
de levadura 1% (p/v)), en el que se inocul6 un vial proveniente del Banco de
Células Primario del grupo GBAI. Se dej6 en agitacion constante de 180 rpm a
30°C durante 72 horas. Pasado este tiempo de incubacién se le agreg6 glicerol
como crioprotectante quedando a una concentracion final 25% (v/v) y el antibiotico
zeocina a 100pg/ml. Se conservd a -20°C cada uno de los viales obtenidos
(Poutou et al., 1994).

5.5 Cultivo para produccion de lacasa

Se elabor6 un pre-cultivo en 5ml con medio YPG, el cual se inocul6 con un vial del
banco. Se dejé en agitacién constante a 180 rpm a 30°C durante 72 horas. Se
realizo un cultivo de 70 ml con el medio YPG, el cual se inocul6 con el pre-inoculo
previamente elaborado, en agitacion constante a 180 rpm a una temperatura de
30°C durante 96 horas.
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5.6 Disefio Experimental

Se estudio el efecto de la concentracion de glucosa, fuente de nitrégeno,
concentracion de indculo y dos tiempos (72 h y 168 h). Utilizando como variable de
respuesta la actividad lacasa. Se realizé un disefio factorial general (24), en el que
se evaluaron 4 factores y 2 niveles; el primer factor es la concentracion de glucosa
cuyos niveles son 1% (p/v) y 3% (p/v), el segundo factor fue la fuente de nitrégeno
cuyos niveles fueron extracto de levadura 1% (p/v) - peptona 1% (p/v) y 2% (p/v),
el tercer factor fue la concentracion de inéculo manejando los niveles 10% (v/v) y
12% (v/v) y por ultimo el tiempo de cultivo con los niveles 72 y 168 horas (Tabla
1). Se realizaron 48 experimentos de acuerdo con las combinaciones arrojadas
por el programa Desing Expert version 7.00.

Variable independiente: Concentracion de fuente de carbono - nitrdgeno,
concentracion de inoculo

Variable dependiente: Actividad Lacasa
Variable respuesta: Actividad lacasa

Tipo de estudio: Experimental
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Tabla 1. Disefio experimental para la evaluacion de la actividad lacasa con adicion

de residuo de crisantemo.

Experimento Glucosa % Peptona % Concentracion de Tiempo Residuo
(p/v) (p/iv)* In6culo % (v/v) (horas) %(p/v)
1 3 2 10 72 168 5
2 1 2 10 72 168 5
3 3 2 10 72 168 5
4 1 2 12 72 168 5
5 3 1 12 72 168 5
6 3 2 12 72 168 5
7 3 2 12 72 168 5
8 1 2 10 72 168 5
9 1 2 10 72 168 5
10 1 1 10 72 168 5
11 1 1 12 72 168 5
12 1 2 12 72 168 5
13 3 2 12 72 168 5
14 3 1 12 72 168 5
15 1 1 10 72 168 5
16 3 2 10 72 168 5
17 1 1 10 72 168 5
18 3 1 10 72 168 5
19 3 1 12 72 168 5
20 1 1 12 72 168 5
21 1 1 12 72 168 5
22 3 1 10 72 168 5
23 1 2 12 72 168 5
24 3 1 10 72 168 5
Control 2 2 10 72 168 0
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Las combinaciones de los factores (glucosa, peptona e inéculo) por triplicado de
un solo tiempo. *Todos los experimentos tienen 1% (p/v) de extracto de levadura.
Cada combinacién de factores va por triplicado, dando como total 60
experimentos.

5.7 Montaje experimental

Para llevar a cabo el disefio experimental anteriormente planteado (Tabla 1), se
realiz6 la siguiente metodologia:

Para cada experimento se pes6 1 g de residuos de crisantemo en matraces de
100 ml, usando 18 ml del medio de cultivo en tampon citrato 50mM a pH: 5,6
(Quevedo- Hidalgo, 2011). Se adicionaron 2 ml o 2,4 ml de in6culo (10% y 12%
(v/v) respectivamente). A cada tratamiento se le agregé 1% (p/v) de extracto de
levadura, glucosa y peptona en las concentraciones planteadas en el disefio de
experimentos. El cultivo se mantuvo en agitacion constante en un agitador orbital
a 180 rpm y 30°C, durante 72 y 168 h.

Al finalizar cada experimento, se centrifugd dos veces a 35000 g en una centrifuga
Sorvall RC 6 plus (18000 r.p.m.) por 10 minutos a 4°C, para retirar los solidos
(residuo de crisantemo). El sobrenadante se utilizé para determinar la actividad
enzimatica lacasa.

5.8 Determinacion de la actividad de la lacasa

La actividad de la enzima lacasa (EC 1.10.3.2), se evalla en el cambio en la
absorbancia a 436nm (436=29300 M-lcm) de la oxidacién de ABTS [acido 2,2’
azino-bis-(3 etil benzatiazoline sulfato)] en una solucion tampén de acetato de
sodio 60 mM (pH 4.5).

Esto se realiza mezclando 100 pl del tampdén de acetato de sodio 60 mM, 100 pl
de ABTS 0,5 mM y 800 pl de la muestra. Dando como resultado la formacion de
un radical verde, el cual se ve espectrofotométricamente durante 3 minutos.

La unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que
permite la oxidacion de 1 ymol de ABTS por minuto. El blanco estuvo compuesto
de 100 uyl de ABTS 0,5 mM, 800 ul de agua destilada y 100 ul del tampdén de
acetato de sodio 60 mM (Tinoco et al., 2001).

5.9 Determinacién de Azucares reductores

Se realizé un patrén de glucosa conocido para realizar la curva patrén de la que se
obtuvo la siguiente ecuacion:

Y = 0,556x — 0,0184 R* = 0,9968

Los azucares reductores fueron analizados por la técnica del 3,5-acido
dinitrosalicilico “DNS” (Miller, 1959).
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5.10 Estandarizacion de la técnica para determinacion del porcentaje de
lignina por hidrolisis acida

Teniendo en cuenta que la utilidad de obtener un extracto enzimatico con actividad
lacasa permita la degradacion de residuos lignocelulésicos, se realiz6 la
estandarizacion de la técnica para determinar el porcentaje de lignina en los
residuos. A continuacién se presenta la metodologia de esta técnica

Se estandarizo la técnica de la hidrolisis acida planteada por la NREL (National
Renawable Energy Laboratory) (Sluiter et al., 2011). La cual consiste en una
hidrélisis acida de dos etapas, para fraccionar la lignina como material insoluble en
el &cido. Este material se cuantifica gravimétricamente como método de valoracién
de porcentaje de lignina presente en la muestra.

Mediciones previas a la hidrélisis:
Determinar proteinas por Kjeldahl
Retirar extraibles:

Retirar los extraibles de la muestra: Este procedimiento consiste en extraer
aguellos componentes que sean solubles en agua y en etanol (como cloranfenicol,
nitrdgeno, azucares no estructurales, etc.). Para esto, se preparé un el equipo
para extraccion (Soxhlet), agregd 10g de la muestra (registro el peso) y se coloco
en dedales. Se montd el equipo para extraccion 24 horas en cada uno (agua y
etanol) a sus respectivos puntos de ebullicion (Sluiter et al., 2008).

Determinar humedad
Secar las muestras a 105°C.

Determinar el porcentaje de humedad de la muestra a 40°C en un recipiente
contenedor hasta llegar a peso constante (El porcentaje de humedad debe ser
menor al 10%)

Enfriar en un desecador hasta llegar a 25°C.

Calcinar los crisoles con los filtros gosh en un horno a 575°C por 4 horas y dejar
enfriar.

Registrar el peso de los crisoles con los filtros.

Hidrolisis

Agregar 3ml de H2SO4 al 72% (v/v) a 0.3g de la muestra seca y se agitar
constantemente.

Llevar a un bafio de calentamiento por 1 hora a 30°C, agitando cada 15 minutos.

Transferir todo el contenido a un frasco de 100 ml adicionando 84ml de agua
destilada procurando transferir todo el residuo.
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Esterilizar a 121 °C a 15 libras de presion por una hora. Se dejo enfriar a
temperatura ambiente.

Filtrar al vacio el contenido.

Colocar la muestra en un horno de 105°C por 16 horas y se dejé enfriar en un
desecador hasta llegar a temperatura ambiente.

Pasar a una mufla con rampa de calentamiento, en la que se programoé la
siguiente rampa:

Rampa de temperatura ambiente a 105°C

Mantuvo a 105°C durante 12 minutos

Rampa a 250°C donde sube 10°C / minuto
Mantuvo a 250°C durante 30 minutos

Rampa a 575°C donde sube 20°C / minuto
Mantuvo a 575°C durante 180 minutos

Dejé hasta que la temperatura bajo a 105°C
Mantuvo a 105°C hasta que se extrajo las muestras

Se dejo enfriar de nuevo en el desecador y finalmente se registro el peso obtenido
(NREL, 2008).

El porcentaje de lignina se determinard por medio de la siguiente ecuacion:

o eso embudo a — Peso muestra + cenizas
% de L P budo 16h a 105°C — P J 100
= *
0 de Lignina (Peso muestra inicial * (100 — %Humedad /100))

5.12 Analisis Estadistico

Con el fin de determinar las diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos, se realiz6 un analisis ANOVA con la prueba de Tukey utilizando un
intervalo de confianza del 95% (a = 0.05). Ademas, de realizar el analisis de
pruebas de normalidad (Shapiro — Wilk) En todos los casos, las diferencias de p <
0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. Se usé el programa
Desing Expert version 7.00
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6. RESULTADOS

6.1Caracterizaciéon del residuo de crisantemo

La caracterizacion de la composicion del residuo de crisantemo es presentada en
la Tabla 2. Los porcentajes de celulosa, hemicelulosa y lignina, varian de acuerdo

a cada residuo lignocelulitico.

Tabla 2. Caracterizacidén de la composicion del residuo de crisantemo

Componente Crisantemo
Nitrégeno total (%)* 1,75
Fosforo total (%) 0,1
Calcio (%)3 0,63
Potasio (%)3 1,78
Mg (%)3 0,26
Cu (mg/kg)? 24,6
Fe (mg/kg)® 258
Mn (mg/kg)? 70,7
Zn (mg/kg)3 58,8
B (mg/kg)* 68,9
Lignina (%) B.S° 12,5
Fibra en detergente neutro (%)

B.S.° 66,9
Fibra en detergente acido (%)

B.S.° 46,8
Celulosa (%)B.S. ° 33,1
Hemicelulosa (%)B.S. 20,1
Materia seca (%) B.S.® 91,2
Humedad (%) 8,5
Carbono (%)’ 42,91
Proteina Cruda (Nx6.25) (%) 8

BS: Base seca

1. Micro-Kjeldahl, valoracion volumétrica
2. Calcinacién a 475°C, valoracion colorimétrica con molibdato y vanadato de

amonio

3. Calcinacién a 475°C, valoracion por espectrofotometria de Absorcion

atémica.

4. Calcinacion a 475°C, valoracion colorimétrica con azometina- H
1-4: Analisis realizados por: Laboratorio de Suelos, Facultad de Agronomia

5. Método NDF (Fibra detergente neutral) (Van Soest et al.,

1991)

6. AOAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical

Chemists

5y 6 :Analisis realizados por el Laboratorio de Nutricién, Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia
7. Norma ASTM 5373-08
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7 Andlisis realizados por el Laboratorio de carbones del Instituto Colombiano de
Geologia y Mineria (INGEOMINAS)

6.2 Disefio experimental para la determinacion de la actividad enziméatica

Se realizaron ensayos con base en un control (sin residuos de crisantemo), bajo
las mejores condiciones establecidas a esa fecha por el grupo de GBAI. De
acuerdo a las condiciones anteriormente planteadas, fue necesaria la evaluacion
de la presencia o no de las fuentes de nitrogeno propuestas en el control. Los
resultados en la Tabla 3 muestran que es necesario adicionar las dos fuentes de
nitrogeno. Finalmente se hizo el experimento quitando el cobre, debido a que el
residuo contiene este metal como se muestra en la Tabla 2. Lo anterior resulto ser
positivo, registrando una actividad de 780 U/L comparada con el control 714 U/L
(Tabla 3). Todos estos experimentos se realizaron a 72 horas de cultivo.

Tabla 3. Resultados representativos de los estudios preliminares

Glucosa CuSOa4 Residuo Unidad

%(p/v) mM %(p/v) U/L
Extracto de levadura 1% y
2* 0,1 0% 714 peptona 2%
Extracto de levadura 1% y
2 0,1 5% 20,8 peptona 2%
2 0.1 5% ND Sin fuente de nitrdgeno
2 0,1 5% ND Extracto de levadura 1%
2 0,1 5% 1,4 Peptona 2%
Extracto de levadura 0,5% y
2 0,1 5% 183,3 peptona 1%
Extracto de levadura 1%y
2 0 5% 780 peptona 2%

Por lo anterior se plante6 el disefio de experimentos, con el residuo, sin cobre,
dejando como constante el porcentaje de extracto de levadura pero variando el
porcentaje de peptona, el porcentaje de glucosa, la concentracion de inéculo y
variando el tiempo de muestreo.

En la tabla 4 se agruparon las condiciones del disefio experimental, en 8
tratamientos los cuales fueron evaluados en base a la actividad enzimatica lacasa.
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Tabla 4. Condiciones de evaluacion del disefio factorial

Glucosa Peptona%  Extracto In6culo Residuo %
Tratamiento %(p/v) (p/v) de %(v/v) (p/v)
levadura
%(p/v)

1 3 2 1 10 5

2 1 2 1 10 5

3 1 2 1 12 5

4 3 1 1 12 5

5 3 2 1 12 5

6 1 1 1 10 5

7 1 1 1 12 5

8 3 1 1 10 5
Control (9) 2 2 1 10 0

Se realizaron por triplicado cada uno de estos experimentos

De acuerdo con el disefio experimental planteado, los resultados presentados en
la figura 1, muestran las actividades enzimaticas lacasa de cada uno de los
tratamientos en los tiempos evaluados (72 y 168h), observandose en la mayoria
de los tratamientos, la mayor actividad reportada a las 168 horas de muestreo, y
con la concentracion de 3% de glucosa. Razoén por la cual se determiné la mayor
actividad enzimatica de la lacasa (2074 U/L) fue con la concentracion de glucosa
3% (p/v), nitrégeno (extracto levadura 1% (p/v) -peptona 1% p/v), concentracién de
in6culo (10% v/v) y a las 168 horas (Figura 1), segun el andlisis factorial (F=
737,68; gl'=6; gl*>=16; p= <0,0001).
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Figura 1. Actividad lacasa en cada uno de los tratamientos (1-9) realizados en los
tiempos 72 y 168 horas. p=< 0,05.

La representacion de la actividad enzimatica, permitio analizar el célculo de la
productividad definida como ULth? para cada tratamiento. Estos resultados se
muestran en la Figura 2, demostrandose que la mejor productividad se observé en
el tratamiento 4 con un valor de 21,4 ULth!
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Figura 2. Productividad de la actividad enzimatica en cada uno de los tratamientos
(1-9) realizados en el tiempo (72 y 168 horas).

6.3 Rendimiento producto sustrato Y(p/s)

El consumo de glucosa ocurrié casi en su totalidad en cada uno de los
tratamientos. Los resultados del rendimiento, fueron calculados con base en el
producto y el sustrato consumido (glucosa), mostrando de esta manera que el
mayor rendimiento se dio en el tratamiento 2 a las 72 horas de cultivo con un
81,913 U/g (Tabla 5).
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Tabla 5. Consumo de glucosa en cada uno de los tratamientos en el tiempo

Tratamiento Concentracion Concentracion Azucares
Inicial Tebrica Final g/L Consumidos
oL oL Y(pls) (Ulg)
1 (72h) 30 0,267 29,733 30,278
1 (168h) 30 0,736 29,264 59,188
2 (72h) 10 0,477 9,523 81,913
2 (168h) 10 0,212 9,788 81,845
3 (72h) 10 0,405 9,595 67,584
3 (168h) 10 0,346 9,654 51,497
4 (72h) 30 0,329 29,671 51,826
4 (168h) 30 0,292 29,708 68,069
5 (72h) 30 0,484 29,516 45,546
5 (168h) 30 0,441 29,559 43,298
6 (72h) 10 0,43 9,57 54,287
6 (168h) 10 0,396 9,604 27,679
7 (72h) 10 0,397 9,603 72,108
7 (168h) 10 0,342 9,658 72,296
8 (72h) 30 0,395 29,605 40,750
8 (168h) 30 0,469 29,531 70,242
Control 1 20 0,99 19,01
(72h) 55,656
Control 1 20 0,603 19,397
(168h) 77,859
Control 2 20 0,473 19,527
(72h) 62,922
Control 2 20 0,51 19,49
(168h) 74,423
Control 3 20 0,865 19,135

(72h) 60,792




De acuerdo con el disefio factorial planteado anteriormente, se determind cudles
de los factores evaluados tuvieron mas influencia en la respuesta (mayor actividad
enzimatica) en cada uno de las horas estudiadas y la concentracion de inoculo.

En base a esto, se determind que la mayor actividad enzimética esta influenciada
por la concentracion de glucosa 3% (p/v), nitrégeno (extracto levadura 1% p/v -
peptona 1% p/v), concentracion de indculo (10% v/v) a las 72 horas (Figura 3),
segun el andlisis factorial (F= 119,62; gl'=6; gl*>=16; p= <0,0001).

Design-Expert® Softw are Interaction
B: Fuente de N

Lacasa 72h
1600 —

(o]
B BlEX1+Pep2
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X1 =A: Glucosa
X2 =B: Fuente de N ?

Actual Factor 1050 —
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775 —| E I

500 —

X1: A Glucosa

X2:Lacasa 72h
Figura 3. Las interacciones que tuvieron mayor influencia en la actividad
enzimatica con una concentraciéon de inéculo del 10% (v/v) a las 72 horas de
cultivo.

A las 72 horas de cultivo con una concentracion del 12% (v/v) de inéculo se
determind que la mayor actividad enzimatica fue influenciada por la concentracién
de glucosa 3% (p/v), nitrogeno (extracto levadura 1% p/v-peptona 1% p/v), (Figura
4), segun el andlisis factorial (F= 119,62; gl*=6; gl°=16; p= <0,0001).
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Figura 4. Las interacciones que tuvieron mayor influencia en la actividad
enzimatica con una concentracion de inéculo del 12% (v/v) a las 72 horas de

cultivo.

A las 168 horas de cultivo con una concentracion del 10% (v/v) de in6culo, se
determind que la mayor actividad enzimatica se vio
concentracion de glucosa 3% (p/v), nitrdgeno (extracto levadura 1% p/v-peptona
1% p/v), (Figura 5), segin el andlisis factorial (F= 737,68; gl'=6; gl>=16; p=

<0,0001).

influenciado por

la
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Figura 5. Las interacciones que tuvieron mayor influencia en la actividad
enzimatica con una concentracién de inéculo del 10% (v/v) a las 168 horas de
cultivo.

A las 168 horas de cultivo con una concentracion del 12% (v/v) de in6culo Se
determind que la mayor actividad enzimética fue influenciada por la concentracién
de glucosa 3% (p/v), nitrogeno (extracto levadura 1% p/v-peptona 1% p/v) (Figura
6), segun el andlisis factorial (F= 737,68; gl*=6; gl°>=16; p= <0,0001).
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Figura 6. Las interacciones que tuvieron mayor influencia en la actividad
enzimatica con una concentracién de inoculo del 12% (v/v) a las 168 horas de
cultivo.

Todos las interacciones demostraron que los factores que mayora influencia
tuvieron en la actividad enzimatica fueron la concentracion de 3% (p/v) de glucosa,
peptona al 1% (p/v) y extracto de levadura al 1% (p/v). A mayor tiempo de
muestreo, ha aument6 en la actividad bajo estas condiciones, sin embargo la
concentracion de inoculo no denota diferencias entre la concentracion del 10%
(VIv) y el 12% (v/v).
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6.4 Estandarizacion de la técnica de hidrolisis acida

Tabla 6. Resultados porcentaje de lignina control

Lignina
Fuente No. de la
muestra
P P P P
muestra % embudo emb+Lig+cen emb+ceni %
(99 Humedad (9) (9)* (9)*  Lignina
1 0,3 8,4 30,9 30,9 30,9 18,1
Cascarilla
sin 2 0,3 8,4 30,9 31,0 30,9 18,2
extractivos
3 0,3 8,4 30,9 30,9 30,9 17,0
4 0,3 6,4 30,9 31,0 30,9 21,9
Cascarilla
con 5 0,3 6,4 31,1 31,2 31,1 215
extractivos
6 0,3 6,4 30,9 30,9 30,9 22,5
7 0,3 1,0 30,9 30,9 30,9 0,7
ALGODON 8 0,3 1,0 31,1 31,1 31,1 0,7
9 0,3 1,0 30,9 30,9 30,9 0,7

* Emb= significa embudo lig=lignina y cen= cenizas

Cascarilla sin extractivos Cascarilla con extractivos ALGODON

Promedio % 17,7441 Promedio % 21,9743 Promedio % 0,6698

Lignina Lignina Lignina
Desviacion 0,5595 Desviacion 0,4226 Desviacion 0,0028
estandar estandar estandar

Como se observa en la Tabla 6. Se muestran los resultados representativos de la
estandarizacion de la técnica. Con esto se confirma que si es necesario la
extraccidon de extraibles para no sobreestimar los resultados de lignina.

Se dej6 propuesto un protocolo para la determinacion del porcentaje de lignina en
una muestra vegetal; para su futura aplicacion e implementacion en el grupo de
investigacion.
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7. DISCUSION

En los estudios preliminares realizados se concluyé que era necesario la adicion
de las dos fuentes de nitrdgeno en una concentracién de 1% (p/v). De acuerdo a lo
reportado por Tinoco et al. (2011), cuando el extracto de levadura se encuentra en
baja concentracion, el efecto de la peptona es insignificante en la produccion de
lacasa, lo cual coincide con los resultados mostrados en la Tabla 3. Estudios
reportan el uso del inductor Cu*?; sin embargo, de acuerdo a los resultados
experimentales preliminares, donde no se detectd actividad lacasa al estar este
presente con el residuo. Mostrando asi que la actividad es afectada negativamente
por este factor (Tabla 2), el residuo de crisantemo tiene 24,9ppm (0,39 mM) de
Cobre, lo que significa que segun los resultados obtenidos no es necesario
agregarle el cofactor Cu*? ya que este posee el cobre necesario para la induccion
de la actividad (Quevedo-Hidalgo et al., 2015).

De acuerdo con el estudio realizado experimentalmente, la maxima actividad
lacasa obtenida en un residuo de crisantemo fue de 2074,3 U/L (Figura 1)
mientras que estudios de Quevedo — Hidalgo et al., (2015), reportan que la
actividad de la enzima lacasa por Pleurotus ostreatus en un residuo de crisantemo
fue de 4693 U/L. La diferencia se presenta porque en este ultimo caso se uso
directo el hongo, el cual presenta una alta eficiencia biol6gica, debido a la
correlacion que existe entre el crecimiento del micelio con la relacién
celulosa/lignina (Quevedo-Hidalgo, 2011), pero este posee el problema que su
produccion a escala industrial, toma largos periodos y bajos rendimientos (Rivera-
Hoyos et al., 2013).

Estudios realizados por Hong et al., (2002), reportaron en una enzima lacasa
recombinante lacD en Pichia pastoris actividad lacasa de 8,3x10* U/L en cultivo
sumergido, el cual contenia 0,1mM CuSO4y 0,6% (p/v) de alanina (Hong et al.
2007), mostrando valores mayores a lo reportado experimentalmente (Figura 1).
Sin embargo, el estudio de Rivera-Hoyos (2015) muestra que la actividad lacasa
sin adicién de residuo, reportada por la enzima recombinante POXA 1B en Pichia
pastoris fue de 451,08 U/L entre las 144 y 156 horas de cultivo, al comparar con
los resultados obtenidos la actividad aument6 en 78,3% mas, cuando se
encontraba el residuo presente (Figura 1), superando los datos reportados para la
misma cepa (Rivera-Hoyos et al., 2015).

De acuerdo al estudio realizado por Songulashvili et al., (2007) una cepa de G.
lucidium 477 en un medio con 10 g/L de glucosa; 1 g/L de NH4NOs; 0,8 g/L
KH2POg4; 0.2 g/L Na2HPO4; 0.5g/L MgS0a4-7H20; 2 g/L de extracto de levadura y
otro bajo las mismas condiciones pero en cambio de glucosa se adiciono la misma
cantidad en salvado de trigo como residuo de la industria alimentaria. Mostrando
que la menor actividad se reportdé en el medio que esta compuesto por glucosa
con 295122 en el 6 dia de cultivo mientas con el residuo de salvado de trigo 97340
+ 9460 en el 11 dia de cultivo. Comparado con los resultados obtenidos
experimentalmente los maximos valores en la actividad lacasa alcanzados fueron
con el residuo y la glucosa presentes a los 7 dias de cultivo (Figura 1), frente a
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valores menores obtenidos con el medio que posee sélo glucosa en el mismo
tiempo. También se concluye en el estudio de Songulashvili et al., (2007), la
implementacion de una fuente adicional de nitrdgeno genera incremento en la
concentracion de biomasa y puede generar represion de la actividad enzimatica,
opuesto a lo mostrado en los resultados de la Tabla 2, donde se ve una
disminucién al quitar o no agregar la fuente de nitrégeno.

Debido al proceso de la lignina y de cobre en el residuo, es uno de los factores por
los cuales se pudo inducir la actividad enzimatica y el mejoramiento de esta, como
consecuencia del efecto sinérgico entre ambas (Quevedo-Hidalgo, 2012). Esta
enzima es capaz de catalizar la oxidacion de compuestos fendlicos dando como
resultado radicales fenoxi; esto se da de acuerdo a potencial redox del compuesto,
este efecto mejora cuando el donador de electrones tiene sustituyentes metoxi en
el anillo bencénico (Moreno et al, 2012), como el crisantemo estd compuesto un
20,1% de lignina, esta pude potencializar la actividad lacasa frente a un medio
sintético (glucosa, peptona y extracto de levadura)

En términos de productividad, la mayor productividad se reportd
experimentalmente con la concentracién de glucosa 3% (p/v), nitrégeno (extracto
levadura 1%-peptona 1%), concentracion de inoculo (10%) a las 72 horas
mostrando con un 21,4 UL*h! (Figura 2). Mientras que estos autores reportan
que la produccién de lacasa no tiene influencia significativa de la glucosa, pero si
esta es usada en una concentracién de 10 a 30 g/L, puede generar incremento en
la actividad tal y como lo demostré Tinoco et al. (2011), en los resultados
reportados para la enzima lacasa de una cepa de Pleurotus ostreatus CP-50 a la
actividad de la enzima y la productividad de la cepa: con valores 12000 UL en
108 hy 111,1 ULth respectivamente.

Sin embargo el rendimiento 81,913 U/g se observé con la concentracion de
glucosa 1% (p/v), nitrdgeno (extracto levadura 1% p/v-peptona 2% p/v),
concentracion de indculo (10% v/v) a las 72 horas de crecimiento de la cepa
(Tabla 3), que tiene como ventaja reducir la concentracién de glucosa en el
proceso y con esto la reduccién de costos. Ambos parametros (productividad y
rendimiento) es la primera vez que se encuentran reportados para esta cepa.

Los resultados obtenidos experimentalmente demuestran, que la fuente de
carbono (glucosa 3%) fuente de nitrdgeno (Peptona 1% p/v- extracto de levadura
1% pl/v) fueron las interacciones con mayor efecto en la actividad enzimatica
(Figura 4-7). Galhaupa et al., (2002), evaluaron la produccion de la enzima lacasa
por Trametes pubescens bajo diferentes condiciones de cultivo como lo fue
diferentes fuente de carbono y nitrogeno con 2 mM de cobre. De acuerdo a los
resultados obtenidos por los investigadores en una concentracion entre 10 g/L a
40 g/L de glucosa, obtuvieron un aumento de mas de 5 veces en la actividad de la
enzima; sin embargo, también reportan que en un porcentaje mayor a esto existio
represion, En concordancia con lo anterior los resultados obtenidos en el estudio
realizado, se determind la similitud de estos, ya que las concentraciones de
glucosa se encuentran dentro del rango reportado por Galhaupa et al., (2002) a
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su vez con la adicién del residuo no fue necesario la de cobre que se reportdé en
el estudio. Aparentemente la altas concentraciones de glucosa pueden reprimir la
actividad de la lacasa, esto se debe a que la glucosa posee un sistema para
represar genes que se utilizan en el metabolismo de fuentes alternativas de
carbono, se piensa que es por ahorro de energia (Ronne, 1995).

La evaluacion de la fuente de nitrégeno en el estudio demostré que la peptona de
carne era la mejor fuente de nitrégeno entre las evaluadas, concluyendo la
necesidad de una sola fuente (Galhaupa et al., 2002; Songulashvili et al., 2007).
Otros autores reportar que al contrario de lo anterior, han observado que la mayor
actividad lacasa se puede ver influencia si peptona y extracto de levadura estan en
niveles superiores, como lo es 10 g/L (Tinoco et al. 2011).

De acuerdo a la estandarizacion de la técnica propuesta en este trabajo de grado,
es necesario que antes de realizar el protocolo, es realizar los procedimientos de
determinaciéon de proteinas y extraccibn de extraibles. Todos estos son
interferentes de técnica y pueden llegar a sobreestimar el porcentaje de lignina. Se
hace necesario que en los calculos se tenga en cuenta el porcentaje de proteina.
Ademas es necesario que cada uno de los pasos de este protocolo se realice con
los instrumentos adecuados.
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8. CONCLUSIONES

Se logro encontrar las condiciones éptimas para la produccién de la enzima lacasa
recombinante de la cepa Pichia pastoris X33 POXA 1B de Pleurotus ostreatus en
residuo crisantemo.

El cobre proporcionado por el residuo crisantemo fue suficiente como cofactor de
la actividad lacasa, evitandose asi la adicion de CuSOa.

En el medio de cultivo que poseia glucosa 3% (p/v), peptona y extracto de
levadura 1% (p/v) a las 168 horas de cultivo, fueron los factores que mas
influenciaron y tuvieron mejor interaccion para generar la respuesta a la mayor
actividad reportada.

Se logro verificar la técnica de hidrdlisis acida para la determinacion del porcentaje
de lignina en una muestra vegetal
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9. RECOMENDACIONES

De acuerdo con el mejor tratamiento encontrado, se recomienda hacer evaluacion
del proceso de degradacion del crisantemo a través de la determinacion del
porcentaje de lignina removido. Para esto, se sugiere evaluarlo con la cepa Pichia
pastoris X33/pGAPZaA-LaccPost-Stop que produce la lacasa recombinante POXA
1B, o con el extracto enzimatico lacasa directamente en el residuo de crisantemo;
todo esto con el fin de favorecer la cuantificacion de lignina, evitando de esta
manera aumentar el porcentaje de proteinas presentes en la muestra.
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Anexo 1. Resultado del andlisis ANOVA lacasa a las 72 horas de muestreo.

ANEXOS

ANOVA for selected factorial model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]

Sum of

Source Squares DF Mean Square F Value Prob > F
Model 2,76E+09 6 4,59E+08 119.62 < 0.0001
significant
A-Glucosa 2,07E+09 1 2,07E+09 538.47 < 0.0001
B-Fuente de N 30031.68 1 30031.68 7.82 0.0124
C-Indculo 2,50E+08 1 2,50E+08 65.14 < 0.0001
AB 1.923E+005 1 1,92E+08 50.07 < 0.0001
AC 2.021E+005 1 2,02E+08 52.62 <0.0001
BC 13793.76 1 3.59 0.0752
Residual 65282.05 17 3840.12
Lack of Fit 65282.05 1 65282.05
Pure Error 0.000 16 0.000
Cor Total 2,82E+09 23

The Model F-value of 119.62 implies the model is significant. There is only

a 0.01% chance that a "Model F-Value" this large could occur due to noise.

Values of "Prob > F" less than 0.0500 indicate model terms are significant.

In this case A, B, C, AB, AC are significant model terms.

Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.

If there are many insignificant model terms (not counting those required to support

hierarchy), model reduction may improve your model

Std. Dev

Mean

CV.%

PRESS

61.97

953.65

6.50

1,30E+08

R-Squared

Adj R-
Squared
Pred R-
Squared
Adeq
Precision

0.9769

0.9687

0.9539

30.424
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Anexo 2. Resultado del andlisis ANOVA lacasa a las 168 horas de muestreo.

ANOVA for selected factorial model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Sum of Mean E Value

Source Squares DF Square Prob > F
Model 1,05E+10 6 1,74E+09 737.68 < 0.0001
significant
A-Glucosa 8,77E+09 1 8,77E+09 3713.83 < 0.0001
B-Fuente de N 2,16E+08 1 2,16E+08 91.53 < 0.0001
C-Indculo 55557.55 1 55557.55 23.52 0.0002
AB 1.923E+005 1 7,64E+08 323.56 <0.0001
AC 2.021E+005 1 1,55E+08 65.39 < 0.0001
BC 13793.76 1 4,92E+08 208.25 < 0.0001
Residual 40163.60 17 2362.56
Lack of Fit 40163.60 1 40163.60
Pure Error 0.000 16 0.000
Cor Total 1,05E+10 23

The Model F-value of 737.68 implies the model is significant. There is only
a 0.01% chance that a "Model F-Value" this large could occur due to noise.
Values of "Prob > F" less than 0.0500 indicate model terms are significant.
In this case A, B, C, AB, AC, BC are significant model terms.

Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.

If there are many insignificant model terms (not counting those required to support
hierarchy), model reduction may improve your model

Std. Dev 48.61 R-Squared  0.9962
Adj R-

Mean 1170.22 Squared  0.9948
Pred R-

CV.% 4.15 Squared  0.9924
Adeq

PRESS 80049.25 Precision  66.908
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