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Introduccion

Las enzimas ligninoliticas como la lacasa son producidas
principalmente por hongos basidomicetos de pudricién blanca
como los Trametes versicolor. Las lacasas son oxidasa azul
multicobre capaces de degradar la lignina y enzimas
inespecificas, esta propiedad les permite degradar una gran
variedad de contaminantes como farmacos®, colorantes?, y
compuestos fendlicos, especialmente clorofenoles®. Ademas de
tener aplicaciones para el desarrollo de biosensores enzimaticos®.

Diversos estudios han demostrado que la adicion de
cosustratos®® y la adicién de algunos inductores como el sulfato
de cobre y magnesio, aumentan la produccion enzimatica®.

Por lo tanto en este trabajo se realiz6 un disefio experimental
22 con 5 puntos centrales para la evaluacién del efecto de la
concentracion del cosustrato y del tipo de cofactor en la
produccién enzimética de lacasa a partir de Trametes versicolor.
Los factores estudiados fueron la concentracion de salvado de
trigo (cosustrato) y el tipo de cofactor (ZnSOs, MNSO4y CuSQOgy),
obteniendo como respuestas la actividad enzimatica, la
concentracion de compuestos fendlicos, los azUcares reductores y
la proteinaextracelular .

Parte experimental

Se realiz6 la propagacion de la cepa Trametes versicolor en un
medio de extracto de malta. Posteriormente, con inocularon con
micelio de la placa las fermentaciones sumergidas para el disefio
experimental. Se llevo a cabo un disefio experimental 2% con 5
puntos centrales, en los cuales se evalué la concentracion de
salvado de trigo a diferentes niveles (5, 10, 15 g/L) y el tipo de
cofactor usando tres sales diferentes (ZnSOs, MNnSO4, CuSOa4).

Las fermentaciones sumergidas se llevaron a cabo en medio
modificado de Kirk, con la adicion del cosustrato y el cofactor
correspondiente a cada corrida. Las respuestas medidas en el
disefio de experimentos fueron actividad enzimatica (utilizando
3-etilbenzotiazolina 6-acido sulfénico, ABTS® como sustrato de
la reaccion enzimatica), aztcares reductores (método de Miller®),
proteina extracelular (método de Bradford®) y compuestos
fendlicos (método de Folin'®). Todas las técnicas de medicion
fueron colorimétricas y se leyeron en un espectrofotometro de
UV-Vis Thermo Genesys 10S, a la longitud de onda
correspondiente paracada determinacion.

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos del disefio de experimentos
muestran que la mejor activdad enzimatica se obtuvo con

(1400 U/mL) con la concentracion de 15 g/L de salvado de trigo
y con el tipo de cofactor de CuSO4 (ver Figura 1). El factor que
fue significativo para la actividad enzimética fue el tipo de
cofactor no hubo interaccién entre los factores.

Tipo de cwlactor Zn, Ma, Cu)

Cosmtrato (zahvade de trigo)
Figura 1. Superficie de respuesta de actividad enzimatica.

Para la respuesta de la proteina extracelular, se observa que
mantiene una tendencia positiva, y que esta correlacionada con la
produccién enzimética. En caso de los compuesto fendlicos la
concentracion aumenta con el tiempo, lo que indica una
liberacion de estos derivada de la degradacion del salvado de
trigo, sin embargo la fermentacion que contenia ZnSO4 como
cofactor, mostré una concentracion mucho mayor que los otros .

La concentracion los azlcares reductores por otro lado fue
contraria, en una tendencia en declive, indicando el consumo de
la fuente de carbono generado con el crecimiento del Trametes
versicolor. Durante la fermentaciones se midié el sin el pH, sin
embargo no se observd ningln cambio significativo.

Conclusiones

e El disefio de experimentos mostré que el tipo de
cofactor influye significativamente en la produccion de
la enzima lacasa.

e La actividad enzimatica maxima se encontré con 15
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g/L de salvado de trigo y CuSO4 como cofactor.

e  Las respuestas de azlcares y pH no se ven afectadas de
manera significativa con estos los dos factores
evaluados.

e En cambio, variando la concentracion de salvado de
trigo es significativo para las respuestas de
compuestos fendlicos y proteinaextracelular.
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