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Propodsito y Método de Estudio: Las lacasas son enzimas extracelulares que
tienen la capacidad de oxidar una amplia variedad de sustratos utilizando al
oxigeno como aceptor de electrones. Debido a esto, se ha utilizado esta
enzima para diversas aplicaciones biotecnolégicas dentro de las cuales
destaca la degradacién de colorantes textiles. En este trabajo se inmovilizaron
tres tipos de lacasas, dos a partir de hongos de pudricion blanca (lacasa-HPB
y lacasa HTT) y una comercial del género Trametes versicolor (lacasa-EC), en
esferas mesoporosas de didxido de silicio modificado para la degradacion del
colorante tipo azo rojo congo y azul indigo. Las lacasas HPB y HTT fueron
purificadas a partir de la fermentacién liquida optimizada de los hongos de
pudricion blanca. Posteriormente se inmovilizaron mediante enlace covalente
con el soporte (SiO2) y se realizaron las cinéticas de actividad enzimatica y de
degradacion de los colorantes rojo congo y azul indigo.

Contribuciones y Conclusiones: Se encontraron las condiciones de maxima
produccién de lacasa para los hongos seleccionado (HPB) y el hongo de
referencia (HTT), observando que la produccién de las lacasas se ve
favorecida cuando el medio de cultivo contiene materiales ligninocelulésicos.
Ademas se purificaron lacasas a partir de los extractos de los hongos HPB y

v



HTT obteniendo pesos molecuares de aproximadamente 67 kDa lo que
concuerda con lo reportado para las lacasas monoméricas. Se inmovilizaron
las lacasas-EC, lacasas-HPB vy lacasas-HTT en esferas mesoporosas de
diéxido de silicio reteniendo un 56.94%, 55.68% y 46.08% de su actividad
inicial respectivamente. En la degradacion del colorante rojo congo con las
enzimas inmovilizadas se obtuvieron porcentajes de decoloracion de un
92.2%, 61.9% y 42.2% para la lacasa-EC, lacasa-HPB y lacasa-HTT en un
tiempo de 60 minutos. Para el colorante azul indigo los porcentajes de
degradacion fueron de 89.2%, 62.1% y 50.3% para la lacasa-EC, lacasa-HPB
y lacasa-HTT en 90 minutos. Por los resultados anteriores se muestra que la
inmovilizacion enzimatica de lacasas en SiO2 mesoporoso modificado con
aminas, es una opcién recomendable en el tratamiento de efluentes textiles,
ya que los porcentajes de degradacion se favorecen por el aporte que presenta
el soporte en la degradacién debido a la adsorcién del colorante, disminuyendo
por lo tanto los tiempos de proceso de tratamiento de efluentes acuosos con
colorantes.
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1. INTRODUCCION

1.1 Efluentes textiles

Los efluentes textiles contienen una gran variedad de compuestos organicos
que son téxicos al medio ambiente [1, 2], las caracteristicas de dichos efluentes
son una alta alcalinidad, elevados valores de demanda quimica de oxigeno
(DQO), contienen abundantes sélidos en suspension y son altamente coloreados
[3]. Entre los compuestos organicos tdxicos presentes en efluentes textiles se
encuentran los colorantes en mayor proporcion y relevancia ya que son de dificil
remocion. Ademas, los colorantes son los primeros contaminantes en ser
reconocidos, pues una pequena cantidad en el agua (10-50 mg/L) es altamente
visible y afecta la transparencia y estética de la misma [4, 5]. Un colorante
sintético es definido como una sustancia que cuando es aplicada sobre fibras, le
confiere un color permanente capaz de resistir la exposiciéon a la luz, calor,
agentes oxidantes y el ataque microbiano [6]. Ademas, los colorantes presentan
grados de fijacion variable, por lo que se esperan pérdidas de los mismos en los
efluentes en un intervalo de 5-20% en el caso de los colorantes tipo acido y hasta
un 50% para los colorantes de tipo reactivo [7]. Los colorantes acidos (acidos
sulfénicos organicos) presentan una alta solubilidad y son mayormente usados

en fibras como polipropileno, lana y seda [8]; mientras que los colorantes del tipo



reactivo presentan una estructura molecular compleja aromatica y son usados en
industrias de plastico, textil, imprenta, cosmética, papel y alimenticia [9]. Se
calcula que a nivel mundial 280,000 toneladas de colorantes son descargados en
los efluentes industriales cada afo [6], de los cuales casi el 70% son colorantes
tipo azo [10], siendo el mayor grupo de colorantes sintéticos descargados al

medio ambiente, y los que tienen un mayor impacto sobre el mismo [11, 12].

1.2 Colorantes tipo azo

Los colorantes azo se consideran un grupo importante de colorantes
sintéticos, ya que son compuestos quimicos xenobidticos caracterizados por la
presencia de uno o mas grupos azo (-N=N-) [9]. Se han reportado al menos
30,000 variedades diferentes de colorantes tipo azo las cuales son utilizadas en
las industrias textiles, de papel, alimentacidén, cosmética y farmacéutica [13].

Debido a su gran estabilidad frente a la luz y al ataque microbiano, los
colorantes son muy recalcitrantes originando una severa contaminacion de rios y
aguas subterraneas en las areas en donde se encuentran estas industrias,
especialmente las textiles [12, 14].

La descarga de efluentes coloreados en los ecosistemas no sélo causa
contaminacién estética, eutrofizacién [15] y biotoxicidad, sino ademas, tienen
efectos cancerigenos y mutagénicos. Su degradacion por métodos
convencionales se dificulta debido a su estructura compleja y su naturaleza

sintética; no son biodegradables por métodos biolégicos aerobios, y los sistemas



basados en métodos fisicos y quimicos no son eficientes pues requieren de
tratamientos adicionales para la posterior eliminacion del contaminante [16].

El rojo congo es un colorante soluble [3,3'-((1,1'-bifenil)-4,4'-diyl) bis (4-
aminonaftalen-1-acido sulfénico] (férmula: Cs2H22NsNa206S2; peso molecular:
696.66 g/mol) [17], se considera que fue uno de los primeros colorantes sintéticos
en ser producidos, y puede tefir directamente el algoddn. El rojo congo se
encuentra presente en efluentes textiles, de impresién y tefnido, papel, plasticos
industrias de caucho, entre otras [18, 19]. Debido a su compleja estructura
aromatica, este colorante es altamente resistente a tratamientos de agua
convencionales. Diversos tratamientos fisicoquimicos se han utilizado para la
remocion de este colorante incluyendo la coagulacién/floculacion, separacion por
membranas, intercambio idnico, oxidacion quimica, técnicas electroquimicas y

adsorcién en carbon activado [20].

1.3Tratamientos fisicoquimicos de aguas residuales

Para eliminar estos colorantes de efluentes acuosos se han estudiado
diferentes tipos de tratamientos fisicoquimicos los cuales presentan limitaciones
tanto técnicas como econdémicas que incluyen los altos costos, asi como baja
eficiencia y efectividad [13]. En la Tabla 1 se muestran algunas de las

restricciones que presentan estos procesos.



Tabla 1. Ventajas y desventajas de algunos de los procesos de decoloracion
fisicoquimicos aplicados a los efluentes textiles [14]

Métodos fisico-

Descripcion del

Ventajas

Desventajas

quimicos método

Reactivos de Reaccién de Decoloracion Generacion de

Fenton oxidacién usando @ efectiva de lodos y
principalmente colorantes sustancias
H202-Fe (ll). solubles e toxicas reactivas.

insolubles.

Ozonacion Reaccion de Aplicacion en Vida media corta
oxidacién usando | estado gaseoso: | (20 min), alto
gas 0zono. no se altera el costo de equipos

volumen. No se y gastos en
producen lodos. generacion de
0zono.

Oxidacion Reaccion usando | No se producen Formacion de

fotoquimica principalmente lodos. sub-productos

Oxidacion con
NaOCI

Carbon activado

Filtracion por
membranas

Intercambio

ionico

Destruccion
electroquimica

H202-UV.
Reaccion usando
un oxidante para
atacar al grupo
amino.

Remocion de
colorantes por
adsorcion.

Separacion fisica.

Resina de
intercambio
idnico.

Reaccion de
oxidacién usando
electrodos y
aplicando un
potencial
eléctrico.

Iniciacion y
aceleracién de los
compuestos azo.

Remocion de una
gran variedad de
colorantes.

Remocién de
todos los
colorantes.

Regeneracién: no
hay pérdidas de
adsorbentes.

Degradacion de
los componentes
en componentes
no peligrosos.

toxicos.
Generacion de
aminas
aromaticas y
compuestos
clorados.

Costo elevado y
requiere una
etapa de
regeneracion.
Produccion de
efluentes muy
concentrados,
alto costo de
equipo y
reactivos.

No es efectivo
para todos los
colorantes y costo
elevado.

Alto costo de
energia eléctrica,
formacion de
subproductos
toxicos.



1.4 Tratamientos biolégicos de aguas residuales

Los tratamientos biologicos parten de los principios que ocurren de manera
natural en los rios, lagos o suelos; donde los microorganismos nativos consumen
la materia organica y la emplean para generar nuevo material celular o para la
generacién de biogas [21]. Se ha demostrado la habilidad de algunos
microorganismos para degradar colorantes azo, entre ellos bacterias, algas y
hongos [13]. Barragan y colaboradores (2007) reportaron el uso de bacterias
(Enterobacter, Pseudomonas y Morganella sp.) para la degradacién del colorante
naranja acido 7 obteniendo porcentajes de decoloracién del 92% en un tiempo
de 27 dias [22]. EI-Sheekh vy colaboradores (2009) utilizaron algas y
cianobacterias (Chlorella vulgaris, Lyngbya lagerlerimi, Nostoc lincki, Oscillatoria
rubescens, Elkatothrix viridis y Volvox aureus) para degradar rojo de metilo,
naranja Il y g-rojo alcanzando porcentajes de decoloracion de 4 hasta 95% [23];
mientras que Ayed y colaboradores (2010) utilizaron Staphylococcus epidermidis
aislado de aguas textiles para degradar cristal violeta y fuscina bésica alcanzando
porcentajes de decoloraciéon maximos del 70 y 80 % [24]. Sin embargo, en el caso
de los tratamientos biolégicos empleando bacterias, se suelen generar aminas
incoloras aromaticas, las cuales son generalmente mas toxicas que los
componentes originales. Ademas, estos productos de degradacién tienen una

baja adaptabilidad y una aplicacion limitada al volumen del agua residual [14].



1.4.1 Tratamiento con enzimas producidas por hongos

El mecanismo principal de degradacién de colorantes empleado por los
hongos de pudricion blanca es el sistema enzimatico de oxidorreductasas,
compuesto por las enzimas manganeso peroxidasas dependientes de
Mn+*2 (MnP), ligninoperoxidasas (LiP) y lacasas (Lac) [25, 26]. A las reacciones
mediadas por enzimas se les conoce como reacciones enzimaticas, y dichas
enzimas actuan sobre moléculas denominadas sustratos las cuales se convierten
en productos por medio de dichas reacciones. Las enzimas producidas por
hongos de pudricién blanca poseen la propiedad de la degradacion de materiales
ligninocelulésicos, la cual esta basada en la capacidad de producir enzimas
ligninoliticas extracelulares que poseen una baja especificidad y producen
ataques oxidativos a una amplia gama de contaminantes ambientales con
potenciales de ionizacién menores de 8.0 eV .

Las enzimas son una clase de proteina que poseen propiedades Unicas de
actividad catalitica, selectividad y especifidad, son amigables con el medio
ambiente y producen menos subproductos que sus contrapartes quimicas.
Debido a esto, las enzimas juegan un papel muy valioso en varios procesos
industriales [25]. Por ejemplo, en el tratamiento de aguas, el mecanismo
enzimatico implica la transferencia de equivalentes reductores generados a partir

de la oxidacién del sustrato.

1.4.1.1 Lacasas
La lacasa (benzenediol: oxigeno oxidorreductasa) pertenece al grupo de las

oxidasas multicobre azul, la cual contiene atomos de cobre en su centro catalitico



que tienen la funcidn de ser aceptores de electrones. Es una enzima extracelular
que se encuentra en plantas, insectos, bacterias y hongos fuera de los tejidos
vegetales [27]. Rojas-Verde y colaboradores (2010) reportaron que esta enzima
es producida por mas de 60 tipos de hongos de pudricion blanca en Nuevo Ledn
y realizaron estudios de degradacion del colorante azul brillante de remazol con
enzimas del hongo Trametes sp obteniendo porcentajes de decoloracién hasta
del 90% en dos dias [26]. Esta enzima mediante reacciones de oxidacién
desestabiliza a los sustratos utilizando al oxigeno como aceptor de electrones
reduciéndolo a una molécula de agua. Esta capacidad la hace rentable para
diversas aplicaciones, dentro de las cuales se encuentra la degradacion de
distintos tipos de contaminantes recalcitrantes [28], transformacion de efluentes
textiles, biosensores [29], degradacién de insecticidas y blanqueamiento de pulpa
de papel [7].

Dentro de las aplicaciones de la lacasa en la eliminaciéon de colorantes
sintéticos Wang y colaboradores (2003) utilizaron una lacasa comercial para
degradar el colorante negro 5 removiendo hasta un 92% del colorante en sélo 30
minutos [7]. Hsu y colaboradores (2012) utilizaron lacasas del hongo Lentinus sp.
para degradar antraquinona y colorantes tipo azo como rojo acido y azul brillante
alcanzando remociones entre el 66 y el 99% de remocion [30]. Campos y
colaboradores (2001) degradaron colorante azul indigo con lacasas del hongo

Trametes hirisuta alcanzando porcentajes de decoloracion del 30% en 24 h [28].



1.5 Inmovilizacion

A través de los afnos se han buscado formas de mantener la actividad
enzimatica, asi como aumentar la estabilidad de la misma a cambios de pH vy
temperatura [31]. La inmovilizacién ha probado ser una tecnologia efectiva para
incrementar la estabilidad y posibilita la aplicacion de enzimas en sistemas
continuos [27, 32-34].

La inmovilizacion de enzimas es un proceso en el que se confina o localiza a
la enzima en una regién definida del espacio para dar lugar a formas insolubles,
las cuales retienen su actividad catalitica y pueden ser reutilizadas
repetidamente, lo que abre las puertas a que las enzimas tengan aplicaciones
industriales [35].

Los procesos de inmovilizacidén presentan ventajas tales como:

1. El aumento de la estabilidad de la enzima,

2. La posible reutilizacién de la enzima inmovilizada (por lo que disminuyen los
costos del proceso) [36], y

3. La posibilidad de disefiar un reactor enzimatico de facil manejo y control,

adaptado a la aplicacidén de la enzima inmovilizada [31].

Sin embargo, algunas de las desventajas que presenta este método son:

1. La alteracién de la conformacién de la enzima respecto de su estado nativo
[33],

2. La gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte, y

3. Pérdida de actividad enzimatica durante la inmovilizacién [35].



Considerando tanto las ventajas como las desventajas anteriores, el hecho de
que a la enzima se le abra la posibilidad de ampliar su uso sobre todo a escala
industrial, y que disminuya el costo del procedimiento, la inmovilizacion emerge
como un proceso rentable si se desea trabajar con enzimas. El tipo de
inmovilizacidon a usar es un paso transcendental, por 0 que es necesario elegir
adecuadamente el método que cumpla con las condiciones que son requeridas

segun sea el caso [36].

1.5.1 Tipos de inmovilizacion

Existen cuatro métodos basicos de inmovilizacién: unién a un soporte,
atrapamiento, encapsulacién y entrecruzamiento [33, 37, 38]. Fernandez-
Fernandez y colaboradores (2013) definieron a la inmovilizacién por atrapamiento
(Figura 1 a) como la retencion fisica de las enzimas en una matriz sélida porosa
como poliacrilamida, colageno, alginato o gelatina [39]. Es un método de facil
trabajo y no se altera la estructura de la enzima. Makas y colaboradores (2010)
inmovilizaron lacasas de Trametes versicolor en redes de polimero de k-
carragenina por atrapamiento [40]. Por otro lado, la encapsulacion del mismo
modo que el atrapamiento protege a la enzima del medio ambiente (Figura 1b).
Qiu y colaboradores (2010) trabajaron con el encapsulamiento de lacasas de un

hongo de pudricidn blanca en una matriz de silice [41].
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Figura 1. Inmovilizacién por atrapamiento (a) y encapsulamiento (b) [39]

El entrecruzamiento (Figura 2) emplea agentes bifuncionales, por ejemplo el
gluraraldehido con grupos amino reactivos (R-NHz2), en donde el

entrecruzamiento es producido por mezclar en una soluciéon acuosa la enzima

con el glutaraldehido [42].

Figura 2. Inmovilizacién por entrecruzamiento [31]

Ba y colaboradores (2014) inmovilizaron lacasas de Trametes versicolor por
entrecruzamiento en quitosano manteniendo una buena actividad a pH entre 3-5
y temperaturas de 5 a 30 °C [43]. Sadighi y colaboradores (2013) inmovilizaron

lacasas por entrecruzamiento en perlas de vidrio funcionalizadas con 3-
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aminopropiltrietoxisilano (APTES) para degradar rojo congo teniendo una
actividad enzimatica después de inmovilizar del 75% [44]. Daassi y colaboradores
(2014) inmovilizaron lacasa de un hongo Coriolopsis gallica en perlas de Ca-
alginato mediante entrecruzamiento para remocion de colorantes [45].

Dentro de los métodos de unidén a un soporte se encuentra la adsorcion y la
union por enlace covalente. La adsorcidn de enzimas en soportes (Figura 3a)
involucra la interaccion fisica entre el soporte y la enzima, combinando efectos
hidrofébicos, fuerzas electrostaticas y puentes de hidrogeno; sin embargo, estas
interacciones no son tan fuertes para mantener a la enzima inmovilizada [46].
Chen y colaboradores (2012) inmovilizaron lipasas de Candida sp por adsorcién
en seda [47], mientras que Salis y colaboradores (2008) inmovilizaron lacasas en
silice mesoporosa mediante adsorcion reteniendo el 70% de la actividad inicial
[48]. Cristévao y colaboradores (2011) inmovilizaron lacasa de Aspergillus en
fibras de coco por adsorcidén alcanzando un porcentaje de actividad retenida del
47.5 % con respecto a la actividad de la lacasa libre [49].

La inmovilizacidn por enlace covalente (Figura 3b) implica la union de
aminoacidos residuales (-NHz, -SH, -CO2) de la enzima con el soporte, este
método es popular por las grandes areas de superficie del soporte, con grandes
diametros de poro (3-10 nm) lo que permite que el sustrato y el producto se

puedan difundir sin que la enzima se lixivie [46].



12

b)

Figura 3. Inmovilizacién por adsorcién (a), enlace covalente (b) [46]

El enlace covalente (Figura 4) comienza con la funcionalizacién de los
soportes. Diversos autores han reportado el uso de agentes de entrecruzamiento
después de la funcionalizacién para promover los enlaces peptidicos entre el
soporte y la enzima. Zhu y colaboradores (2007) inmovilizaron lacasas de
Trametes versicolor en soportes de SiO2 funcionalizados con glutaraldehido

(agente de entrecruzamiento) [50]
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Figura 4. Proceso de modificacion del SiO2 con grupos aminos para la
inmovilizacién enzimatica [46]

Shiy colaboradores (2014) utilizaron nanoparticulas de magnetita (FesO4) para
inmovilizar lacasas producidas por un hongo de pudricidon blanca (E. taxodii)
mediante enlace covalente para la remocién de antibiéticos sulfonamidas con un

60.1% de actividad retenida después de la inmovilizacién [51]. Por otro lado,
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Sathishkumar y colaboradores (2014) utilizaron fibras de celulosa para
inmovilizar lacasa obtenida de un hongo de pudricién blanca (Pleurotus florida)
por enlace covalente alcanzando un 88% de actividad retenida después de

inmovilizar con respecto a la lacasa libre [52].

1.5.2 Tipo de soporte

Los materiales de silice mesoporosos son atractivos soportes enzimaticos
debido a que se puede controlar su tamano de poro, incluso mayor a 20 nm lo
que es similar o mayor a una gran cantidad de moléculas enzimaticas [35].
Ademas la silice posee una estructura porosa, alta area superficial y buena
resistencia térmica [53, 54].

La Amberlita se ha usado también como soporte de enzimas debido a su
resistencia a la degradacion biolégica. La inmovilizacion covalente de Amberlita
se logré después de un pre-tratamiento del soporte con glutaraldehido para unir
covalentemente la enzima con el soporte [55]. Las esferas de silice por otro lado,
han sido reportadas como buenos soportes debido a sus propiedades tales como
facil recubrimiento, alta areas superficial, tamano y volumen de poro; asi mismo
sus propiedades superficiales pueden ser modificadas [56]. Los soportes
ceramicos también han sido utilizados, especificamente los soportes
“honeycomb” debido a su forma geométrica, ya que en estos soportes se tiene
un patrén de flujo que puede ser usado para la mejora de la transferencia de
masa en las reacciones [57]. Ademas se ha usado quitosano modificado el cual

es rico en grupos funcionales amino e hidroxilo, lo que hace que posea una
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excelente afinidad a las proteinas; sin embargo, es dificil formar fibras de este
material [33]. Otro tipo de soporte son los materiales magnéticos recubiertos, ya
que se le confiere al material una mayor estabilidad y actividad ante las
biomoléculas, y esto se incrementa con la funcionalizacién o recubrimiento.
Xiaobing y colaboradores (2012) inmovilizaron la lacasa de Trametes versicolor
en particulas de silice magnéticas recubiertas manteniendo el 70.1% de la
actividad comparada con la actividad original [58], asi como Wang vy
colaboradores (2010) inmovilizaron lacasas de Trametes versicolor usando
nanoparticulas de silice magnéticas con un 81.5% de actividad retenida [53]. Se
ha utilizado Epergit C también como material para inmovilizar, por la practicidad
que representa el lavado, mezcla de los componentes e incubacion del material,
ademas de que los grupos oxiranos del Epergit C son componentes activos para
el enlace covalente de los ligandos que contienen grupos aminos o hidroxilos
[59]. En la Tabla 2 se muestran estudios de inmovilizacion de enzimas en
diferentes soportes y se presenta también la actividad de las enzimas después

de su inmovilizacién.
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Tabla 2. Inmovilizacién de lacasas en diferentes soportes [58]

Actividad

. . Actividad
. Tlp.q de s Tipo de de.la después de Referencia
inmovilizacién soporte enzima . e o
inmovilizacién
(U/mg)
Enlace Dominguez,
covalente Quitosano 0.161 60% G. et al
(2001)
Enlace TiO o Jingwei Hou
covalente 2 0.135 79% et al (2013)
Enlace o Ran Xu, et al
covalente CS/PVA 0.111 69% (2013)
Particulas de
Enlace o o Zheng, X. et
covalente silice 0.224 704% al (2012)
magneéticas
Enlace
Esferas de
covalente y silice 0.271 70 % Zhu, Y. et al
adsorcion (2007)
fisi mesoporosas
isica

En este trabajo de investigacion se inmovilizaron tres tipos de lacasas (una

comercial y dos obtenidas de hongos de pudricion blanca) en esferas

mesoporosas de dioxido de silicio por medio de enlace covalente para degradar

los colorantes rojo congo y azul indigo. Se evaluaron las capacidades de

degradacion para cada uno de los sistemas soporte-enzima, asi como el efecto

del soporte en el sistema de degradacion. Este tratamiento enzimatico

proporciona una alternativa sustentable de degradaciéon de estos colorantes

presentes en efluentes acuosos industriales, ya que se obtuvieron las bases para

reusar los sistemas enzima-soporte en procesos de tratamiento de agua en
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sistemas continuos, los cuales son mas baratos y faciles de manejar a escala

industrial.
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1.6 Hipotesis

Las lacasas inmovilizadas en esferas de SiO2 mantienen el 50% de su

actividad enzimatica y son capaces de degradar rojo congo presente en efluentes

acuosos.

1.7 Objetivo General

Inmovilizar lacasas en esferas de dioxido de silicio modificadas y evaluar la

degradacion de rojo congo (colorante azo) presente en efluentes acuosos.

1.8 Objetivos especificos

—

Aislar y seleccionar cepas de hongos con actividad para la degradacién

del colorante azo rojo congo.

2. Obtener las condiciones éptimas de crecimiento y de produccion de
lacasas (medio de cultivo y temperatura) para los hongos seleccionados.

3. Separar las fracciones de enzimas, con alto contenido de lacasas, de los
hongos seleccionados para su inmovilizacion.

4. Sintetizar y modificar esferas de SiOz (soporte) para la inmovilizacién de
las enzimas seleccionadas.

5. Caracterizar el soporte antes y después de la modificacion quimica.

6. Inmovilizar las enzimas en el soporte sintetizado.
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Determinar las condiciones de maxima actividad enzimatica para las
enzimas inmovilizadas.

Cuantificar la actividad enzimatica libre e inmovilizada.

Degradar el colorante rojo congo y el colorante azul indigo con lacasas

inmovilizadas.
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2 METODOLOGIA

2.1 Aislamiento y seleccion de las cepas de hongos con actividad
enzimatica para la degradacion de colorantes

2.1.1 Aislamiento del hongo de pudricion blanca

Se localizaron hongos de pudricién de madera en el parque San Nicolas, en el
municipio de San Nicolas de los Garza, Nuevo Lebn y en la divisién de estudios
de posgrado de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Auténoma
de Nuevo Lebdn ubicada en la calle Guerrero esquina con Progreso en Monterrey,
Nuevo Ledn. Para la colecta de los hongos se utilizaron bolsas de autocierre,
guantes y bisturis estériles.

Posteriormente, las muestras colectadas e identificadas se llevaron al
laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Quimicas en la Cd.
Universitaria de la UANL, y se procedi6 a la siembra de las mismas. El medio de
cultivo que se utilizé para el aislamiento fue Agar Papa Dextrosa (PDA) el cual
contiene por litro 4.0 g de almiddn de papa, 20 g de dextrosa y 15.0 g de agar
ademas de 500 pl de antibidtico (bencilpenicilina) para evitar el crecimiento de
bacterias. Se esteriliz6 el medio en una autoclave a una temperatura de 121 °C

y una presién de 15 psi durante 15 min, para luego ser vertido en placas Petri de
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100 x 15 mm. Posterior a su solidificacion, se inocul6 el medio con un fragmento
del micelio de cada uno de los hongos, se incub6 a dos temperaturas de 28 °C y
37 °C por cinco dias. Las placas se revisaron cada 24 h para verificar crecimiento,

repitiéendose el procedimiento hasta que los hongos quedaron aislados [26].

2.1.2 Seleccion de la cepa del hongo

Posterior al aislamiento del hongo, se realizo la seleccion de la cepa utilizando
un medio de cultivo PDA que contenia 200 mg/L del colorante seleccionado (rojo
congo), previamente esterilizado por filtracion utilizando un filtro Whatman de
0.45 um. Después se inoculd el medio de cultivo enriquecido con el colorante con
un fragmento del hongo y se colocaron las placas a 28 °C por cinco dias,
revisandolas cada 24 h para evaluar la decoloracién.

El cultivo del hongo en placa que presentd una mayor degradacion del
colorante fue seleccionado para esta investigacion. Ademas se utilizé una cepa
de referencia ( Trametes troggi UAMH 8156) proporcionada por el laboratorio de
Biotecnologia de la facultad, la cual se tenia la certeza de que producia enzimas
tipo lacasas, por lo que se trabajé con los dos hongos para realizar las pruebas

[26].

2.1.3 Inéculo para el medio de produccion de lacasas

El hongo seleccionado (HPB) y el hongo de referencia (HTT) se propagaron

en placas con el medio sélido PDA a 28 °C durante 5 dias. Enseguida se levanté
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un micelio de 1 x 1 cm con una espatula estéril y este micelio fue “licuado” para
homogeneizarlo. Posteriormente, con la suspension del micelio se inocularon
matraces Erlenmeyer de 250 mL, que contenian 150 mL de medio liquido
Glucosa Mineral (GM) el cual contenia por litro: 1.0 g de extracto de levadura, 10
g de glucosa, 2.0 g de KH2PO4, 0.5 g de MgSO4-7H20, 0.5 g de KCI, 1.0 mL de
solucion mineral (100 mg de B4O7Na2-10H20, 10 mg de CuSO4:5H20, 10 mg de
MnSO4:4H20, 10 mg de (NH4)6Mo07024:4H20). Este medio fue esterilizado
previamente durante 15 minutos a 121 °C y 15 psi. Finalmente se incubaron los
matraces inoculados a una temperatura de 28 °C y una velocidad de 150 rpm por

12 dias [26].

2.1.4 Produccion del extracto crudo de lacasas

Después de la preparacion del in6culo, se homogenizd el micelio obtenido
durante los 12 dias de incubacion, se tomé 1 mL del inéculo homogeneizado y
se coloco en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 150 mL de medio de cultivo
previamente esterilizado variando el medio de cultivo y la temperatura de

incubacion de acuerdo al disefio experimental descrito mas adelante.

2.2 Condiciones de cultivo éptimas para el crecimiento y produccion de
lacasas (medio de cultivo y temperatura)

Para maximizar la actividad enzimética de lacasas producidas por el hongo
aislado y de referencia se utilizé un disefio factorial central compuesto 22 con

cinco puntos centrales (CCD). Los factores seleccionados fueron el medio de
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cultivo y la temperatura, con dos niveles cada uno (ver Tabla 3). Los niveles del
medio de cultivo fueron medio liquido GM, medio liquido mineral adicionado con
1 g de salvado de trigo y 5 % de glucosa (5GM-ST1) y medio liquido mineral
adicionado con 2 g de salvado de trigo (MM-ST2). Las variables respuesta del
diseno experimental fueron la actividad enzimatica, la cantidad de proteina
extracelular y el peso seco. Ademas, se usaron los extractos crudos de los
hongos (HPB y HTT) resultantes del disefio experimental para hacer cinéticas de
decoloracion del colorante azo rojo congo.

Se inoculé cada medio de cultivo después de ser esterilizado, dejando un
experimento control para cada tipo de medio de cultivo y a cada temperatura,
esto para descartar contaminaciones. Enseguida los matraces fueron llevados a
la temperatura de incubacidn correspondiente, todos a una velocidad de agitacidon
de 150 rpm por 12 dias. Transcurrido el tiempo de incubacion se separ6 la
biomasa por filtracidn al vacio utilizando filtros de papel Whatman 1, el filtrado se
centrifugd a 3500 rpm y 4 °C, durante 20 minutos recuperandose el sobrenadante
y volviendo a centrifugar a 4500 rpm a 4°C durante 20 minutos [60].
Posteriormente los sobrenadantes (extractos crudos) se usaron para la medicién

de proteina, actividad enzimatica y para evaluar la decoloracién del rojo congo.



23

Tabla 3. Disefio experimental para la optimizacion de la actividad enziméatica de
lacasas con los factores de medio de cultivo y temperatura

Factores Rango y niveles (codificados)
-1 0 +1

Medio de cultivo A GM 5GM-ST1  MM-ST2
Temperatura (°C) B 28 33 37

GM: Medio glucosa mineral.
G5M-ST1 Medio glucosa al 5% con 2 g de salvado de trigo.
MM-ST2 Medio mineral con 2 g de salvado de trigo

El andlisis de los datos obtenidos en los disefnos experimentales fue realizado
mediante el programa estadistico Design-Expert 7.0. Los datos experimetales
fueron analizados por la metodologia de superficie de respuesta (MSR) y
ajustados a un modelo de segundo orden (Ecuacién (1)), ademas de los analisis
de varianza (ANOVA) para determinar los factores que fueron significativos en

los experimentos.

Y = Bo + Xicy BiXi + Xiy BuXP + X Nicj BiyXiX; + € (1)

2.2.1 Medicion de la actividad enzimatica

Se realizaron experimentos cinéticos previos con los extractos crudos de los
hongos HPB, HTT y una lacasa comercial ( Trametes versicolor) con la finalidad
de establecer el tiempo al cual se llevaria a cabo la lectura de la actividad
enzimatica. Se prepard un sistema de reaccion y se monitore6 el cambio de

absorbancia en funcion del tiempo [61].
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La medicion de la actividad fue mediante un sistema de reacciéon (1 mL) el

cual consistia de agua desionizada (700 pL), extracto crudo con la enzima (100

uL), buffer de acetatos 1 M a pH 5 (100 uL) y como sustrato acido 2,2°-azino-bis

(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) 5 mM (100 pL).

Una vez anadido el sustrato (ABTS) al sistema de reaccién, se midieron los

incrementos de la absorbancia en un espectrofotdmetro UV-vis (marca

Spectronic y modelo Genesys 20) a una longitud de onda de 420 nm, llevando la

muestra a 40 °C por un minuto para después realizar la lectura y durante los

siguientes 60 minutos a temperatura ambiente.

Una unidad de actividad (U) se definié como la cantidad de enzima que oxida

1 umol de sustrato por minuto bajo las condiciones de reaccién. La actividad

enzimatica se calculé con la Ecuacién (2) [62, 63].

AAbs xVr
ExVmxtxd

Lee =
Donde:

Lce= Actividad de la lacasa (U)

¢=Coeficiente de extincion molar (0.036 umol' cm™') [64]
AAbs=Lectura de Absorbancia inicial-lectura de absorbancia final
Vr=Volumen total de la reaccion (pl)

Vm=Volumen de la muestra (pl)

d= Paso de luz de la celda (cm)

t=Tiempo de la reaccion (min)
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2.2.2 Medicion de proteina por el método de Bradford

Para la medicién de proteina extracelular total se mezclaron 800 pL de
extracto del cultivo con la enzima y 200 pL del reactivo de Bradford (Bio-Rad), se
dejé reaccionar por 5 minutos para luego medir la absorbancia en un
espectrofotometro UV-vis a una longitud de onda de 595 nm. Previamente, se
construyé una curva de calibracion para determinar la concentracion de la
proteina con 2, 4, 6, 8 y 10 ug/mL de albumina sérica bovina como estandar

(Anexo |) realizando las mediciones por duplicado [27].

2.2.3 Determinacion del peso seco

Para cuantificar el incremento de la biomasa en el cultivo de los hongos (HTT
y HPB) después de 12 dias, se realizaron pruebas gravimétricas de la siguiente
manera. Se llevaron a peso constante a 80 °C todos los filtros Whatman 1 que
serian utilizados y se registrdé su peso seco. Dichos filtros fueron usados para
separar la biomasa de los hongos por medio de filtracion al vacio. Posteriormente
los filtros fueron secados a 80 °C y se registrd el peso seco final. Por ultimo, se

obtuvo por diferencia el incremento de biomasa de los hongos (HPB y HTT).

2.2.4 Degradacion del colorante

La degradacién del colorante rojo congo (Figura 5) se realizé con los extractos

crudos de los hongos del diseno experimental (HPB y HTT) que contenian la
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enzima mediante un sistema de reaccidn que consistio en buffer de acetatos pH

5 (100 ul), agua (700 pl) y extracto crudo con enzimas (100 pl).

NH,

/= \ SN
2N X —N— —] N
["// \[( J\‘\J AN /T <\;/7¥ N N\r/ \H/ N
SN N
SOsNa SO3Na

Figura 5. Estructura del rojo congo [17]

Este sistema de reaccion se incubé a 40 °C durante un minuto y posteriormente
se le agregaron 100 pul de la solucién del colorante rojo congo (40 mg/mL); se
monitored la absorbancia en un espectrofotdmetro UV-vis a una longitud de onda
de 500 nm. El porcentaje de decoloracion se determin6 por medio de la Ecuacion

(3) [60].

AO—At

%Decoloracion = x 100 (3)

Donde:
Ao= Absorbancia inicial

At= Absorbancia total

2.3 Separacion de fracciones de enzimas para la degradacion

Para la separacién de las fracciones enzimaticas ricas en lacasas, 1 L del

extracto crudo obtenido bajo cada una de las condiciones encontradas en la

optimizacién de la actividad enzimatica para cada hongo, fue ultrafiltrado con
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unidades de ultrafiltracion AMICON. Posteriormente, se precipitaron las enzimas
presentes en el extracto crudo con sulfato de amonio al 80%, se separd por
didlisis y ultrafiltracién nuevamente, y se realizé una cromatografia por exclusion
de tamano molecular. Finalmente se llevaron a cabo pruebas en geles de
electroforesis de poliacrilamida (SDS-PAGE) para determinar el grado de
purificacion. En cada etapa se determind la actividad enzimatica total, la actividad
especifica (actividad enzimatica por mg de proteina), asi como la proteina total,
mediante el método de Bradford [65], a continuacion se detalla cada una de las

etapas llevadas a cabo.

2.3.1 Ultrafiltracion

Los extractos crudos enziméticos fueron separados por ultrafiltracion con
unidades de centrifugacion AMICON (10 kDa y 100 kDa) para concentrar el
extracto crudo. La centrifugacién se llevé a cabo a una velocidad de 4,500 rpm,

a 4 °C y un tiempo de 30 min [62].

2.3.2 Precipitacion con sulfato de amonio

En el extracto crudo enzimatico se precipitaron proteinas de alto peso
molecular con una solucion de sulfato de amonio, la cual fue agregada
lentamente al extracto crudo enzimatico hasta llegar a una saturacion del 80% y
dejando en agitacion lenta durante una hora a 4 °C. Enseguida se dej6é reposar
el extracto crudo enzimatico durante 12 h. Transcurrido el tiempo de reposo, se

centrifugé el extracto crudo a 4,500 rpm a 4 °C por 30 minutos, los sobrenadantes
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fueron decantados y los pellets fueron resuspendidos en 2 mL de buffer de

acetatos 0.1M a pH 5 [66, 67].

2.3.3 Dialisis

Los pellets resuspendidos en el buffer de acetatos 0.1 M y pH 5 fueron
separados contra el mismo buffer en membranas de didlisis de 1,000-14,000 Da
por un tiempo de 12 h, cambiando el buffer de acetatos cada 6 h, manteniéndolo

a una temperatura de 4 °C [68].

2.3.4 Cromatografia por exclusion de tamafio molecular

En el equipo de cromatografia por exclusion se utilizd6 una columna Glass
econo column de Bio-Rad. La fase estacionaria fue Bio-Gel P-100 (finas perlas
de poliacrilamida de 45 a 90 um con rangos de fraccién de 5,000 a 100,000 Da)
y la fase movil utilizada fue un buffer de acetatos 0.1M a pH 5 y temperatura
ambiente. La cromatografia comenzo con la inyeccion de 1 mL del extracto crudo
enzimatico para cada hongo (HPBy HTT) por la columna de exclusion de tamario.
Se probaron diferentes velocidades de flujo hasta encontrar la condicion mas
adecuada para la separacién por cromatografia. Se determinaron la cantidad de
proteina y la actividad enzimatica de las fracciones recolectadas durante la
separacion por cromatografia para seleccionar las mejores condiciones de dicha
separacion. Las fracciones que presentaron una mayor actividad enzimatica para

la lacasa fueron ultrafiltradas para concentrarlas con unidades AMICON de 30
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kDa y se realizd6 SDS-PAGE para verificar la separaciéon de las fracciones

enzimaticas.

2.3.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

Los geles de electroforesis fueron realizados de acuerdo al método de Laemmli
(1970) [69], en todos los casos se utilizd una concentracion del 12% de
acrilamida, la cantidad de muestra usada para cada pozo fue de 20 pL y los geles
se corrieron en una camara mini-protean Bio-Rad. Se revelaron las bandas de
proteinas con una solucién de azul de Coomassie. Las soluciones empleadas se

describen a continuacion.

2.3.5.1 Soluciones para preparar los geles

Para realizar la electroforesis se prepararon una serie de soluciones, en la
solucién del dodecilsulfato sédico (SDS) al 10 % (p/v) se mezclaron 10 g de SDS
en 90 mL de agua en agitacion suave y luego se aforé a 100 mL. Para la solucion
de Tris-HCI 1.5 M, se mezclaron 18.5 g de Tris con 80 mL de agua destilada
ajustando el pH a 8.8 con HCI y aforando a 100 mL; mientras que la solucién de
Tris-HCI 0.5 M se mezclaron 6 g de Tris con 60 mL de agua destilada y se ajusté
el pH a 6.8 con HCI, llevando a un volumen final de 100 mL pH 6.8. En el caso
de la soluciéon de persulfato de amonio (APS) al 10% (p/v) se mezclaron 0.10 g
de persulfato de amonio en 90 pL de agua destilada.

El buffer de corrida estuvo compuesto por 3 g de tris, 14.4 g glicina, 10 mL de

SDS (10% p/v) aforando a un litro con agua destilada. El buffer de muestra
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contenia 0.9 mL de agua destilada, 1.25 mL de Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, 2.5 mL de
glicerol, 2 mL de SDS (10% p/v), 0.2 mL de azul de bromofenol (0.5 % p/v). Luego
se agregaron 50 uL de B-mercaptoetanol a 950 L del buffer de muestra.

La solucion para teiir se preparé combinando 450 mL de metanol, 50 mL de
acido acético glacial, 500 mL de agua destilada, 2.5 g de azul de comassie
guardando la solucién en un frasco ambar. La solucion de destefido contenia

150 mL de metanol, 150 mL de acido acético y 650 mL de agua destilada.

2.3.5.2 Condiciones de corrida

Primero se ensambl6 el equipo de electroforesis y se prepard después el gel
de separacién (Tabla 4). Después de la gelificacion, se prepar6 el gel de
apilamiento (Tabla 5) hasta llenar el molde y luego se colocoé el peine.

Para la preparacién de las muestras en tubos eppendorf se mezclaron 20 pL
de la muestra con 5 pL del buffer de la muestra. Se colocaron en un bano a 100
°C por 10 minutos para su completa desnaturalizacion y se cargaron los pozos
con 15 pL de la mezcla. Se utilizé un marcador de peso molecular (Bio-Rad
Precision Plus Protein Standards).

Los geles se corrieron a un voltaje constante de 180 volts en el buffer de

corrida por un tiempo de una hora.
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Tabla 4. Soluciones requeridas para el gel separador

Solucién de trabajo 12 %
Acrilamida (30%) 2mL
H20 destilada 1.1 mL
Tris 1.5 M pH 8.8 1.8 mL
SDS (10% p/v) 50 pL
APS (10 % p/v) 50 pL
TEMED 9 uL

Tabla 5. Soluciones requeridas para el gel de apilamiento

Solucidn de trabajo 4%
Acrilamida (30%) 0.120 mL
H20 destilada 0.180 mL
Tris 0.5 M pH 6.8 0.680 mL
SDS (10% p/v) 20 L
APS (10 % p/v) 20 L
TEMED 9 uL

2.3.5.3 Revelado de las proteinas

Posterior al corrimiento de los geles, se desmonté el equipo y cuidadosamente

se retird el gel, se lavd con agua destilada y se colocé en un recipiente con la
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solucidén de tenido por una hora en agitacidén suave. Enseguida, se retird la
solucién para el teiido de las bandas y se lavdo nuevamente el gel con agua
destilada para luego colocar la solucién de destenido, enjuagando dos veces en
agitacion constante. Finalmente, se lavo el gel con agua destilada y se dejo secar

en celofan a temperatura ambiente.

2.3.6 Zimogramas

Los geles fueron revelados con actividad enzimatica para lo cual se utilizaron
las mismas condiciones para preparar los geles descritos en las secciones
2.3.5.1 y 2.3.5.2; solamente que la muestra de la enzima no fue desnaturalizada
y el buffer de carga no contenia SDS ni B-mercaptoetanol. Las condiciones de
corrida fueron las mismas que en la electroforesis desnaturalizante. Después de
transcurrido el tiempo el gel se lavd con agua destilada y luego se le agreg6 una
solucién de buffer de acetatos 1 M con 15 mL de ABTS 5 mM, se dej6é a
temperatura ambiente con agitacién suave un tiempo de 10 a 15 minutos en
donde se visualizaron las bandas de color verde correspondientes a la actividad

de lacasas [30].

2.4 Obtencion de los soportes para la inmovilizacion enzimatica

2.4.1 Preparacion de esferas de dioxido de silicio mesoporosas

La sintesis del SiO2 se realiz6 mediante el método modificado de Sol-Gel

reportado por Zhu y colaboradores [50] utilizando el tetraetil ortosilicato (TEOS)
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como precursor. En la sintesis se mezclaron 4 g de P123 (EO20PO70EQO20) con 5
g de KCI en 120 ml de H20 y 23 ml de HCI (37% v/v) a temperatura ambiente;
luego se agregaron 3 g de mesitileno. Después de una agitacidon lenta durante
dos horas a temperatura ambiente, se agregaron 8.5 g de TEOS a la solucién
anterior y se agité durante 10 minutos mas. Después la mezcla se mantuvo a 35
°C durante 24 h y posteriormente se incrementé a 100 °C durante otras 24 h. Por
ultimo, los precipitados resultantes fueron filtrados, lavados con agua destilada y
secados a 100 °C durante 2 h, para después ser calcinados a una temperatura

de 510 °C por 8 h y obtener esferas de dioxido de silicio mesoporosas (EDSM).

2.4.2 Modificacién del soporte con grupos amino

Para la modificacién quimica del SiO:z sintetizado, se mezclaron 50 mL de
tolueno con 1 mL de (C2HsO) 3SiCH2CH2CH2NH:2 y 0.5 g del soporte
(EDSM).Después, se agitd la suspension a 60 °C durante 20 h, la muestra se
lavé con acetona y se obtuvo el soporte modificado con los grupos aminos

(EDSM-A) [50].

2.4.3 Caracterizacion del soporte

La caracterizacion del soporte sintetizado (EDSM) y el aminado (EDSM-A) se
realizdé por medio de diferentes técnicas instrumentales para corroborar que el
soporte sintetizado fuera didéxido de silicio mesoporoso y que existiera la

aminacion del soporte. Las técnicas usadas se describen a continuacion.
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2.4.3.1 Caracterizacion por Espectroscopia Infrarroja con Transformada

de Fourier con Reflexion Total Atenuada (ATR-FTIR)

Se us6 espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier con Reflexién
Total Atenuada para observar los enlaces entre el Si-O correspondientes al SiOz,
asi como la funcionalizacion del soporte con el grupo amino por medio de la
adicion de enlaces N-H. Se utilizd6 un equipo marca Perkin Elmer modelo
Spectrum One, en el cual basicamente se realizaron 8 escaneos a temperatura

ambiente, y el parametro de nimero de onda fue de 650 a 4000 cm™.

2.4.3.2. Difraccion de Rayos X (DRX)

La Difraccién de Rayos X se utilizd para determinar si el soporte sintetizado
(SiO2) correspondia con el patron de difraccién del SiO2 puro. El equipo usado
fue un Difractometro de Rayos X marca Siemens y modelo D-5000, la corrida de
la muestra se realiz6 a temperatura ambiente y presién constante, con un voltaje

de 35 kV y 25 mA en un tiempo de 30 min y a un angulo de 5 a 90°.

2.4.3.3 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM):

La morfologia del soporte (SiOz2) y del soporte aminado se determiné por SEM.
Esta caracterizacion se realizé en un Microscopio Electronico de Barrido marca
JEOL (modelo JSM-6701F), la muestra se sometié a condiciones de ultravacio

(10° Pa) en la camara de observacion, el voltaje usado fue de 3.0 kV y la



35

magnificacion fue desde 1000x hasta 30000x aumentos. Las muestras fueron
colocadas sobre una cinta adhesiva de carbono. Ademas, en el mismo equipo se
realizd un Sistema de Microandlisis de Energia Dispersiva de Rayos X (EDS o

EDX) para determinar los elementos que contiene el soporte.

2.4.3.4 Analisis Termogravimétricos (TGA/DTA):

Se realizaron andlisis termogravimétricos para determinar la estabilidad
térmica de los soportes seleccionados. El analisis se realizdé en un equipo marca
LINSEIS modelo STAPT1600. Las muestras de los soportes (EDSM, EDSM-A)
fueron calentadas desde temperatura ambiente hasta 1000 °C a una razén de 10

°C/min en atmosfera oxidante.

2.4.3.5 Fisisorcion de nitrégeno:

Para determinar el area superficial, volumen y distribucién de poros de los
soportes obtenidos (EDSM y EDSM-A) se realizaron pruebas de fisisorcion de
nitrégeno en un equipo marca Quantachorme modelo Autosorb-1.

2.5 Inmovilizacion de la enzima en el soporte

2.5.1 Determinacion de las condiciones dptimas para la inmovilizacion

En la inmovilizacién para determinar las éptimas condiciones asi como la

influencia de los factores se utilizé un disefio experimental central compuesto 23
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(CCD) con ocho puntos centrales. En la Tabla 6 se muestran los rangos de los
factores usados.

Para la inmovilizacion de la enzima se colocaron 100 mg de soporte aminado
(EDSM-A), se agit6 a temperatura ambiente con solucion de glutaraldehido™ en
10 mL de buffer de fosfato (pH 7.0, 0.1 M) a velocidad lenta, para después lavarlo
utilizando agua destilada y usando un filtro de papel Whatman 1 para evitar
pérdidas del soporte. Los soportes resultantes fueron esferas de dioxido de silicio
mesoporosas modificadas y activadas con glutaraldehido (EDSM-AG). Este
soporte fue usado para la inmovilizacién de la enzima, para lo cual 100 mg de
EDSM-AG fueron suspendidos en 15 mL de buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.0) el
cual contenia 7 mg de lacasa comercial. El soporte (EDSM-AG) y la enzima se

agitaron lentamente a temperatura ambiente durante el tiempo establecido?.

Tabla 6. Disefio de experimentos para la inmovilizacion de lacasas-EC en

EDSM
Factores Rangos y niveles (codificados)
-1 0 +1
Concentracion de glutaraldehido (%v/v) A 4 12 25
Tiempo con glutaraldehido (h) B 1 5 9
Tiempo de inmovilizacién (h) C 6 8 12

! La concentracién de glutaraldehido y el tiempo de activacién dependié del punto en el que se estuviera
trabajando en el CCD
2 El tiempo de inmovilizacién utilizado dependi6 del punto en el que se estuviera trabajando en el CCD



37

Posteriormente, las esferas de dioxido de silicio modificado con las lacasas
inmovilizadas (EDSM-AGI) fueron separadas y luego lavadas con buffer de
fosfatos 0.1 M (pH 7) utilizando un filtro Whatman 1 para no perder el soporte. El
procedimiento de lavado se repitioé 8 veces. Finalmente, las esferas inmovilizadas
fueron usadas para medir la actividad enzimatica de lacasas mediante un sistema
de reaccion similar al usado para el extracto del medio de cultivo descrito en la

seccidn 2.2.1 [50, 58, 60].

2.5.2 Inmovilzacion de la lacasa-HPB y lacasa-HTT

La inmovilizacion de las lacasas-HPB y lacasa-HTT se realizé bajo las
condiciones en las que se obtuvo una mayor actividad enzimatica en el diseno
experimental de la inmovilizacion. Se determiné la actividad enzimatica antes y
después de la inmovilizacion, asi como el porcentaje de retencion de actividad

con la Ecuacién (4) para cada una de las lacasas inmovilizadas [55].

%Actividad retenida = % (4)

Donde:
Al= Actividad enzimatica antes de la inmovilizacion.

ADI= Actividad enzimética después de la inmovilizacion.
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2.5.3 Determinacion de las condiciones de maxima actividad enzimatica a

diferentes valores de pH y temperatura

Después de inmovilizar las enzimas (lacasa-EC, lacasa-HPB y lacasa-HTT)
se buscaron las condiciones de maxima actividad enzimatica (pH y temperatura)
para cada lacasa usando un disefio experimental factorial general, dos factores
(pH y temperatura) y cuatro niveles para cada factor (Tabla 7). El disefno fue
analizado como un factorial general con una observacion por celda [70]. Se
realizaron sistemas de reaccidn con el sustrato ABTS midiendo la actividad para
la lacasa descrito en la seccion 2.2.1 bajo cada una de las condiciones

establecidas.

Tabla 7. Disenio experimental para la maxima actividad enzimatica para la
lacasa-EC, lacasa-HPB y lacasa HTT

Rangos y niveles (codificados)
Factores
1 2 3 4
Temperatura (°C) A 35 40 45 | 50
pH (buffer de acetatos) B 4 4.5 5 55

2.6 Degradacion del colorante rojo congo y azul indigo con las enzimas
inmovilizadas y sin inmovilizar

La degradacion del colorante rojo congo se llevé a cabo mediante sistemas

de reaccion similares a los usados en la seccion 2.2.4. Se realizaron cinéticas de
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hasta cinco dias para evaluar la degradacidn de las tres enzimas libres y las tres
enzimas inmovilizadas (lacasa-HPB, lacasa-HTT y lacasa-EC). Ademas, para
evaluar la contribucion del soporte (EDSM-AG) se realiz6 de la misma forma una
cinética de decoloracién, usando solo el soporte. El porcentaje de degradacion
fue obtenido con la Ecuacién (2) descrita en la seccidon 2.2.4.

Adicionalmente, para determinar si las enzimas inmovilizadas (lacasa-HPB,
lacasa-HTT y lacasa-EC) tenian la capacidad de degradar otros colorantes, se
eligio el colorante azul indigo (Figura 6), bajo las mismas condiciones usadas que

para el colorante rojo congo.

g N
Cr=10
H O
mdigo

Figura 6. Estructura del colorante azul indigo [28]
2.7 Disposicion de los residuos generados

La disposicion de los residuos generados durante la investigacion fue llevada
a cabo segun lo estipulado en el reglamento de la Facultad de Ciencias Quimicas

de la UANL.
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3. RESULTADOS

3.1 Aislamiento y seleccidon de las cepas de los hongos

Se recolectaron cuerpos fructiferos de hongos crecidos sobre troncos de
arboles en distintos puntos del area metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn

(Figura 7).

Figura 7. Hongos de pudricién blanca recolectados

Se aislaron 3 hongos (Figura 8) a partir de las muestras extraidas de los
troncos de arboles, las cuales se crecieron en las condiciones descritas en la

metodologia.
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Figura 8. Hongos aislados hongo 1(a), hongo 2(b), y hongo 3(c)

Para evaluar la capacidad de los hongos aislados para degradar el colorante
se realizé una prueba de degradacion en medio solido adicionando colorante rojo
congo a cada una de las placas e incubandolas a una temperatura de 28 °C. El
hongo que logré una mayor decoloracion del colorante rojo congo fue el hongo 3

(Figura 9c) el cual fue nombrado con las siglas HPB (hongo de pudricién blanca).

Figura 9. Placa con colorante rojo congo (a), hongo 2 (b), hongo 3 (c)

El hongo usado como referencia se muestra en la Figura 10 y se nombro6 con
las siglas HTT (Hongo Trametes troggi). En todos los experimentos se realizaron

comparaciones entre el hongo de referencia (HTT) y el hongo aislado (HPB) para
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evaluar sus capacidades de produccién de enzima, proteina y degradacién de

colorantes.

Figura 10. Hongo de referencia ( Trametes troggi, HTT) en placa soélida.

3.1.1 Medicion de la actividad enzimatica

Se realizaron experimentos cinéticos con los extractos crudos de los hongos
aislado (HPB) y de referencia (HTT), asi como de la enzima comercial (lacasa-
EC) para establecer las condiciones de medicion de la actividad enzimatica
(Figura 11). La lacasa-EC alcanzé el maximo de actividad para el minuto tres,
mientras que extractos crudos de los hongos HPB y HTT hasta el minuto 15
debido a que aun no se sometia a ningun proceso de purificacién enzimatica.
Para los experimentos posteriores. la medicién de la actividad se realiz6 en el

tiempo de maxima actividad.
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Figura 11. Cinética de la actividad enzimatica de lacasa comercial (Lacasa-EC),
y los extractos crudos de los hongos de referencia (HTT) y aislado (HPB)

3.2 Obtencion de las condiciones optimas de producciéon de la enzima con
los hongos de pudriciéon blanca

El diserio experimental CCD se empleé para determinar los efectos simples y
combinados de los factores (variables de operacion) en la produccién de las
lacasas. El procedimiento se realizd en tres pasos: realizar los experimentos
designados, estimar los coeficientes en el modelo propuesto, predecir la
respuesta del proceso y checar la validez del modelo. Los datos experimetales
fueron analizados por el metodologia de superficie de respuesta (MSR) vy
ajustados a un modelo de segundo orden usando el programa estadistico Design-
Expert 7.0, ademas de los andlisis de varianza (ANOVA) para determinar los

factores que fueron significativos en los experimentos.
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Las variables respuesta del disefio experimental (actividad enzimatica,
proteina total, peso seco) asi como la decoloracién del colorante rojo congo, se

muestran a continuacién haciendo un comparativo entre los hongos HPB y HTT.

3.2.1 Actividad enzimatica

Los resultados de cada punto experimental del disefio en donde la actividad
enzimatica fue la respuesta, se muestran en la Tabla 8. La aplicaciéon de la
metodologia de superficie de respuesta fue expresada por el modelo cuadratico
de la Ecuacion (5).

Tabla 8. Diseno factorial central compuesto para las dos variables (medio de

cultivo y temperatura) para el hongo seleccionado (HPB) con la actividad
enzimatica como respuesta

Actividad enzimatica

Corrida Valores codificados de las variables (U/mL)
Medio de cultivo Temperatura (R)
(A) (B)
1 -1 -1 8.8271
2 +1 -1 5.8
3 -1 +1 17.91
4 +1 +1 7.8
5 -1 0 12.2
6 +1 0 5.08
7 0 -1 1.975
8 0 +1 13.54
9 0 0 12.5
10 0 0 11.43
11 0 0 11.2
12 0 0 12
13 0 0 10.23

En la Tabla 9 se muestra el ANOVA de la actividad enzimatica del hongo

aislado (HPB) y se encuentra que el factor significativo es el medio de cultivo. El
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valor asociado p-valor para el modelo es menor de 0.05 lo que indica que el

modelo es considerado estadisticamente significativo.

Actividad enziméatica = 10.76 — 3.36A + 5.68B — 1.77AB — 0.34A% — 1.22B* —

3.014%B + 0.28AB2 (5)

donde Ay B son las dos variables independientes.

Tabla 9. ANOVA para la actividad enzimatica del hongo de seleccionado (HPB)

Analisis de Varianza
Suma de Media p-valor Prob
Fuente cuadrados gl cuadratica Valor F >F
Modelo 184.864 7 26.409 6.197 0.031
A-Temperatura 25.347 1 25.347 5.948 0.059
B-Medio de cultivo 66.875 1 66.875 15.693 0.011
AB 12.542 1 12.542 2.943 0.147
A? 0.322 1 0.322 0.076 0.794
B2 4.138 1 4.138 0.971 0.370
A’B 12.094 1 12.094 2.838 0.153
AB? 0.101 1 0.101 0.024 0.884
Residuales 21.308 5 4.262
Falta de ajuste 18.354 1 18.354 24.854 0.008
Error 2.954 4 0.738
Total 206.172 12

R?=0.8967; C.V=20.57%; a=0.05; gl= grados de libertad

En el grafico de superficie de respuesta (Figura 12) se muestra que para el
hongo aislado (HPB), el punto maximo de la actividad enzimatica para la lacasa

con los factores analizados (medio de cutivo y temperatura) fueron alcanzados a
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28 °C y medio de cultivo MM-ST2. En el gréafico se puede observar de igual forma

el efecto tan significativo que tuvo el medio de cultivo.

Al
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Actividad enzimatica (umL)

B Medio de cutivd™ \\/ Rt Temperatura

-100 -1.00

Figura 12 Grafico de superficie de respuesta del hongo seleccionado (HPB)
para la actividad enzimatica frente a los factores de medio de cultivo y
temperatura

Los resultados de cada punto experimental del disefio para el HTT con la
respuesta de actividad enzimatica se muestran en la Tabla 10. La aplicacion de
la metodologia de superficie de respuesta fue expresada por el siguiente modelo

cuadrético (Ecuacion (6))

Actividad enziméatica = 13.22 — 4514 + 6.71B + 0.584B — 7.404% — 4.30B?% —

6.97A%B + 4.54AB2 (6)

donde Ay B son las dos variables independientes.
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Tabla 10. Disefo factorial central compuesto para las dos variables (medio de
cultivo y temperatura) para el hongo de referencia (HTT) con la actividad
enzimatica como respuesta

Actividad
Corrida Valores codificados de las variables enzimatica (U/mL)
Medio de cultivo  Temperatura (R)
A B
-1 -1 -1 2.043
+1 -1 +1 0.858
-1 +1 -1 11.099
+1 +1 +1 0.265
-1 0 -1 15.006
+1 0 +1 2.938
0 -1 0 16.364
0 +1 0 11.327
0 0 0 11.056
0 0 0 1.506
0 0 0 15.025
0 0 0 1.951
-1 -1 -1 12.154

En la Tabla 9 se muestra el ANOVA del hongo de referencia (HTT) y se
encuentra que tanto el medio de cultivo asi como la temperatura fueron
significativos y, por consiguiente, afectan la produccién de la enzima.

En el caso del hongo de referencia (HTT), el punto maximo de actividad
enzimatica se obtuvo a 33 °C en el medio de cultivo MM-ST2. En la Figura 13 se

aprecia claramente la influencia de dichos factores en la actividad enzimatica.
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Tabla 11. ANOVA de la actividad enzimatica del hongo de referencia (HTT)

Analisis de Varianza
Suma de Media p-valor
Fuente cuadrados gl cuadratica Valor F Prob >F
Modelo 447 554 7 63.936 17.411 0.003
A-Temperatura
40.611 1 40.611 11.059 | 0.020
B-Medio de cultivo 90.128 1 90.128 24544 | 0.004
AB 1.361 1 1.361 0.371 0.569
A2 151.353 1 151.353 41216 | 0.001
B2 51.088 1 51.088 13.912 | 0.013
A’B 64.816 1 64.816 17.651 0.008
AB2 27 521 1 27.521 7.494 0.040
Residuales 18.361 5 3.672
Falta de ajuste 3.139 1 3.139 0825 | 0.415
Error 15.222 4 3.806
Total 465.914 12

R2=0.9606; C.V.=24.52%; a=0.05; gl=grados de libertad
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Figura 13. Grafico de superficie de respuesta del hongo de referencia (HTT)
para la actividad enzimatica frente a los factores de temperatura y medio de
cultivo
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Los resultados anteriores resaltan la importancia de la seleccion adecuada del
medio de cultivo y la temperatura, ya que estos parametros afecta de manera
directa la produccion de lacasa por los hongos, pues al modificar estos factores
se observd un cambio considerable en la variable de respuesta analizada
(actividad enzimatica). En esta investigacion, el medio de cultivo fue un factor
significativo para ambos hongos (HPB y HTT), ya que indudablemente existe una
relacion estrecha entre la produccion enzimatica y el medio de cultivo
seleccionado. Debido a que se trabajé con un medio mineral adicionado con
salvado de trigo, este proporciona una fuente importante de materiales
ligninoceluldsicos favoreciendo la produccion enzimatica. Ademas, el medio de
cultivo MM-ST2 no contenia glucosa obligando al hongo a producir enzimas tipo
lacasas para degradar la lignina presente en el salvado de trigo. En ambos casos,
la produccion de lacasas por los hongos estudiados fue mejor el MM-ST2, esto
puede estar asociado a la relacién Carbono/Nitrégeno (C/N) del medio de cultivo,
ya que al parecer la adicidén de glucosa afecta la produccién de las lacasas porque

eleva la relacion C/N.

3.2.2 Proteina extracelular

En el disefio experimental donde la respuesta fue la proteina extracelular total,
los resultados de cada punto experimental del disefio para el HPB se muestran
en la Tabla 12. La aplicacién de la metodologia de superficie de respuesta fue

expresada por el siguiente modelo cuadratico (Ecuacion (7)).
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Proteina extracelular = 104.24 — 14.0A + 32.16B — 2.59AB + 11.94A% —
26.56B% — 27.66A?B + 15.39AB? (7)
donde Ay B son las dos variables independientes.

Tabla 12. Disefo factorial central compuesto para las dos variables del hongo
seleccionado (HPB) con la proteina extracelular como respuesta

Proteina extracelular

Corrida Valores codificados de las variables (ng/ml)
Medio de cultivo Temperatura (R)
A B
-1 -1 -1 85.2
+1 -1 +1 93.18
-1 +1 -1 99.38
+1 +1 +1 96.99
-1 0 -1 122.05
+1 0 +1 94.06
0 -1 0 37.39
0 +1 0 101.71
0 0 0 96.02
0 0 0 96.14
0 0 0 103.101
0 0 0 96.2
-1 -1 -1 146.02

El ANOVA para la proteina extracelular del hongo seleccionado (HPB)
muestra que ningun factor (medio de cultivo y temperatura) fue significativo para

la produccién de proteina extracelular total (Tabla 13).
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Tabla 13. ANOVA del hongo seleccionado (HPB) para la proteina extracelular

Analisis de Varianza

Fuente Suma de Gl Media Valor | p-valor Prob
cuadrados cuadratical F >F
Modelo 4535.422 7 647917 |1.424 0.3603
A-Temperatura 391.720 1 391.720 |0.861 0.3961
B-Medio de cultivo 2068.531 1 2068.531 | 4.546 0.0862
AB 26.884 1 26.884 |0.059 0.8176
A2 393.854 1 393.854 |0.866 0.3949
B2 1948.836 1 1948.836 |4.283 0.0933
AZB 1020.285 1 1020.285 |2.242 0.1945
AB? 315.905 1 315.905 |0.694 0.4427
Residuales 2275.089 5 455.018
Falta de ajuste 383.417 1 383.417 |0.811 0.4188
Error 1891.672 4 472918
Total 6810.511 12

R?=0.6659; C.V.= 21.88%; 0=0.05; gl=grados de libertad

En el grafico de superficie de respuesta para la proteina del HPB (Figura 14)

se observa un maximo de proteina extracelular en el medio de cultivo MM-ST2 a

una temperatura de 33 °C. Al coincidir unicamente las condiciones del medio de

cultivo con lo obtenido para la actividad enziméatica (lacasa) y no la temperatura,

es probablemente que el hongo produce en mayor cantidad otras enzimas o

proteinas que se ven favorecidas bajo esas condiciones y aunque tal vez existan

lacasas, este tipo de enzimas no son las que predominan en cantidad en el medio

de cultivo.
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Figura 14. Grafico de superficie de respuesta del hongo seleccionado (HPB)
para la proteina extracelular frente a los factores de temperatura y medio de
cultivo

Para el hongo de referencia (HTT), los resultados de cada punto experimental
del disefio se muestran en la Tabla 14. La aplicacion de la metodologia de

superficie de respuesta fue expresada por el siguiente modelo cuadratico

(Ecuacion (8))

Proteina extracelular = 69.98609 — 11.221594 — 38.21023B + 0.19886AB —

27.80074A% — 7.85756B? + 59.23295A4%B + 9.03409A4B% (8)

donde Ay B son las dos variables independientes.

En la Tabla 15 se muestra el ANOVA del hongo de referencia (HTT) en donde

se observa que los dos factores estudiados (medio de cultivo y temperatura)

fueron significativos al igual que para la actividad enziméatica.
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Tabla 14. Disenfo factorial central compuesto para las dos variables del hongo
de referencia (HTT) con la proteina extracelular como respuesta

Proteina
Corrida Valores codificados de las variables extracelular (ug/ml)
Medio de cultivo Temperatura (R)
A B
-1 -1 -1 33.699
+1 -1 +1 9.551
-1 +1 -1 72.619
+1 +1 +1 55.972
-1 0 -1 68.926
+1 0 +1 103.074
0 -1 0 26.653
0 +1 0 68.074
0 0 0 56.142
0 0 0 51.994
0 0 0 73.074
0 0 0 14.324
-1 -1 -1 61.767

Tabla 15. ANOVA del hongo de referencia (HTT) para la proteina extracelular

Analisis de Varianza

Suma de Media p-valor
Fuente cuadrados Gl cuadratica Valor F Prob >F
Modelo 8193.197 7 1170.457 46.371 | 0.0003
A-Temperatura 251.848 1 251.848 9.978 | 0.0251
B-Medio de cultivo 2920.043 1 2920.043 115.686| 0.0001
AB 0.158 1 0.158 0.006 | 0.9400
A? 2134.625 1 2134.625 84.570 | 0.0003
B2 170.524 1 170.524 6.756 | 0.0483
2 <
A’B 4678.057 1 4678.057 185.335 0.0001
AB? 108.820 1 108.820 4.311 0.0925
Residuales 126.205 5 25.241
Falta de ajuste 43.389 1 43.389 2.096 | 0.2213
Error 82.816 4 20.704
Total 8319.402 12

R?=0.9848; C.V.=9.39%; a=0.05; gl=grados de libertad
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El grafico de superficie de respuesta para el HTT (Figura 15) muestra que el
maximo obtenido de proteina extracelular fue en el medio de cultivo GM a 33 °C.
Estas condiciones éptimas son diferentes a las obtenidas para la actividad
enzimatica indicando que el HTT tiene la capacidad de producir una mayor
cantidad de otro tipo de enzimas diferentes a lacasas (resultados similares se
reportaron para el HPB). No obstante, es importante mencionar que si coinciden
el medio de cultivo para maximizar la actividad enzimatica y la proteina
extracelular del HPB, lo cual sugiere que el hongo HPB tiene la capacidad de
producir en su mayoria enzimas extracelulares que degradan lignina, sin
necesidad de estresar su metabolismo. En contraste, no coincide el medio de
cultivo para maximizar la actividad enzimatica y la proteina extracelular del hongo
HTT indicando que el metabolismo natural del hongo no produce lacasas u otras
enzimas que degradan residuos lingocelulésicos, aunque la adicion del salvado
de trigo promueve dicha produccién basado en la actividad enzimatica para

ambos hongos estudiados.

Proteina (HgimL)

050 s

B: Medio de cultivd A:Ternperatura

Figura 15. Grafico de superficie de respuesta del hongo de referencia (HTT)
para la proteina extracelular con los factores medio de cultivo y temperatura
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Al hacer el comparativo de la proteina extracelular entre los dos hongos
estudiados (HTT y HPB) se observa un comportamiento similar, ya que en ambos
casos el maximo de proteina producida por los hongos no coincidié con el
maximo de actividad enzimatica para la lacasa; en otras palabras, las condiciones
en las que se produce mas enzima de tipo lacasa son diferentes a las condiciones
de produccidn de otras enzimas o proteinas que producen los hongos en mayor

cantidad.

3.2.3 Peso seco

La respuesta del disefo experimental relacionada con el crecimiento del
hongo, después de su incubacion por 12 dias, fue el peso seco de la biomasa.
Los resultados de cada punto experimental del disefio para el HPB se muestran
en la Tabla 16. La aplicacién de la metodologia de superficie de respuesta fue

expresada por el siguiente modelo cuadratico (Ecuacién (9))

Peso seco = 1.44 — 0.47A + 0.79B — 0.23AB — 0.0554% — 0.15B% — 0.434%B +

0.0304B2 (9)

donde Ay B son las dos variables independientes.
El ANOVA del HPB indica que el factor significativo para el crecimiento del
hongo fue el medio de cultivo, mientras que la temperatura no tuvo una gran

influencia para el desarrollo del hongo (Tabla 17).
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Tabla 16. Disefo factorial central compuesto para las dos variables del hongo
seleccionado (HPB) para el peso seco como respuesta del disefio

Corrida Valores codificados de las variables Peso seco (g)
Medio de cultivo Temperatura (R)
A B
-1 -1 -1 1.176
+1 -1 +1 0.773
-1 +1 -1 2.3788
+1 +1 +1 1.04
-1 0 -1 1.62
+1 0 +1 0.69
0 -1 0 0.263
0 +1 0 1.85
0 0 0 1.66
0 0 0 1.52
0 0 0 1.498
0 0 0 1.6
1 -1 -1 1.36

Tabla 17. ANOVA para el peso seco del hongo seleccionado (HPB)

Analisis de Varianza

Suma de Media p-valor Prob
Fuente cuadrados gl cuadratica Valor F >F
Modelo 3.316 7 0.474 6.758 0.0257
A-Temperatura
0.432 1 0.432 6.170 0.0556
B-Medio de cultivo | | 559 1 1.259 17.967 0.0082
AB 0.219 1 0.219 3.124 0.1374
AZ 0.008 1 0.008 0119 0.7443
BZ 0.065 1 0.065 0.928 0.3797
A’B 0.242 1 0.242 3.453 0.1222
AB? 0.001 1 0.001 0.017 0.9025
Residuales 0.350 5 0.070
Falta de ajuste 0.299 1 0.299 23.063 0.0086
Error 0.052 4 0.013
Total 3.666 12

R?=0.9044; C.V.=19.75%; 0a=0.05; gl=grados de libertad
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Basados en el grafico de superficie de respuesta del HPB (Figura 16) para el
peso seco, se encuentra que el medio de cultivo MM-ST2 y una temperatura de
incubacion de 28 °C favorecen el mayor crecimiento del hongo. Estas
condiciones son las mismas que las obtenidas para el maximo de actividad

enzimatica e indica que el crecimiento del hongo esta relacionado directamente

con la produccion de la enzima lacasa.
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Figura 16 Grafico de superficie de respuesta para el peso seco del hongo
seleccionado (HPB) con los factores de temperatura y medio de cultivo

En el caso del hongo de referencia (HTT) en la Tabla 18 se muestran los
resultados de cada punto experimental del disefio. La aplicacion de la

metodologia de superficie de respuesta fue expresada por el siguiente modelo

cuadrético (Ecuacioén (10))

Peso seco = 0.92 — 0.194 + 0.64B — 0.022AB — 0.74A% + 0.72B* (10)

donde Ay B son las dos variables independientes.
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Tabla 18. Disefo factorial central compuesto para las dos variables del hongo
de referencia (HTT) para el peso seco como respuesta

Corrida Valores codificados de las variables Peso seco (g)
Medio de cultivo Temperatura (R)
A B
-1 -1 -1 0.170
+1 -1 +1 0.033
-1 +1 -1 0.790
+1 +1 +1 1.430
-1 0 -1 0.821
+1 0 +1 1.320
0 -1 0 2.737
0 +1 0 0.723
0 0 0 0.974
0 0 0 1.210
0 0 0 0.834
0 0 0 0.164
-1 -1 -1 0.680

Tabla 19. ANOVA para el peso seco del hongo de referencia (HTT)

Analisis de Varianza

Suma de Media p-valor
Fuente cuadrados gl cuadratica Valor F Prob >F
Modelo 4.829 5 0.966 6.566 0.0142
A-Temperatura
0.222 1 0.222 1.510 0.2588
B-Medio de
cultivo 2.483 1 2.483 16.881 0.0045
AB 0.002 1 0.002 0.014 0.9107
A2 1.508 1 1.508 10.253 0.0150
B2 1.421 1 1.421 9.661 0.0171
Residuales 1.030 7 0.147
Falta de ajuste 1.012 3 0.337 77.550 0.0005
Error 0.017 4 0.004
Total 5.859 12

R2=0.8246; C.V. 41.95%; 0=0.05; gl=grados de libertad
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La Tabla 19 muestra el ANOVA del HTT y se deduce de este andlisis que el
medio de cultivo afectd6 de manera significativa el crecimiento del hongo. En la
Figura 17 se presenta el grafico de superficie de respuesta del HTT y se muestra

un mayor crecimiento del hongo a 33 °C con el medio de cultivo MM-ST2.

Peso seco (g)
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Figura 17 Grafico de superficie de respuesta del hongo de referencia (HTT)
respecto al peso seco
Comparando el peso seco obtenido para ambos hongos bajo estudio, se
observa una relacion directa entre el crecimiento del hongo (asociado al peso
seco de la biomasa) y la actividad enzimatica de la lacasa, ya que los valores
optimos encontrados son bajo las mismas condiciones de temperatura y medio
de cultivo; es decir, si se produce un mayor crecimiento del hongo, en el medio

de cultivo se encontrara también una mayor produccion de la enzima lacasa.

3.2.4 Decoloracion del colorante rojo congo

La decoloracion del efluente acuoso con rojo congo se realizd con los

extractos crudos que contenian lacasa. En la Figura 18 se observa un maximo
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de decoloracién para el hongo aislado (HPB) en el medio de cultivo GM a 37 °C,
el porcentaje de decoloracion alcanzada por este hongo fue de 60.89% en 24 h.
Los demdas extractos enzimaticos del HPB mostraron porcentajes de
decoloracion para el rojo congo entre 5% y 35%. Debido a que no se observé una
relacion entre los maximos obtenidos para la actividad enzimatica de la lacasa y
el maximo de la decoloracién alcanzada por el hongo HPB, se sugiere que la
decoloracion es causada por el conjunto de enzimas de tipo ligninoliticas
presentes en el extracto crudo y no exclusivamente debido a la actividad de

enzimas tipo lacasa.
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Figura 18. Decoloracion del colorante rojo congo por los extractos crudos del
hongo seleccionado (HPB)3

El extracto crudo del hongo de referencia (HTT) alcanz6 un maximo de

decoloracion para el colorante rojo congo del 58.34% bajo las condiciones de

3 *Ver Tabla de acrénimos en Anexo 11
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medio de cultivo MM-ST2 y una temperatura de 33 °C. Los otras extractos

enzimaticos del HHT mostraron rangos de decoloracion del rojo congo entre el

20% y 30% (Figura 19).
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Figura 19. Decoloracion del colorante rojo congo por los extractos crudos del
hongo de referencia (HTT)*

Tomando en cuenta que las condiciones éptimas de la produccion enzimatica
fueron las mismas que para la decoloracién para el hongo de referencia (HTT),
se puede asociar la produccion enzimatica de las lacasas con la decoloracion
del rojo congo. En este caso, las enzimas lacasas parecen ser las principales

responsables de la decoloracién del rojo congo presente en agua.

3.3 Separacion de las fracciones ricas en lacasas

Para el fraccionamiento de los extractos crudos de los hongos HPB y HTT se

siguieron los pasos mencionados en la metodologia midiendo en cada etapa la

4 Ver Tabla de acrénimos en Anexo 11
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actividad enzimatica y la proteina total. En la Tabla 20 se muestran las etapas del
proceso de purificacion para la enzima lacasa del HPB, en donde se muestra que
el rendimiento fue afectado en cada uno de los pasos seguidos en la purificacion.
Sin embargo, en los pasos de ultracentrifugacion se observd un aumento de la
actividad enzimatica, esto se debe posiblemente a que mediante este paso se
enriquece la muestra con enzimas tipo lacasa, y a que se estan eliminando

proteinas de pesos moleculares distintos a la lacasa.



Tabla 20. Etapas de purificacion de la lacasa producida por HPB en el medio de cultivo MM-ST a 28 °C

Etapa

1. Filtracion

2.Ultracentrifugacion (10
kDa)

3. Precipitacion con
sulfato de amonio

4. Dialisis
ultracentrifugado (100
kDa)

5.Ultracentrifugacion (10
kDa)

6. Cromatografia por
exclusion molecular

7. Ultracentrifugacion de
fracciones (30 kDa)

Actividad
total (U)

13432

6332

638.5

1639.2

821

13.72

143.22

Proteina
total (mg)

18

8.15

1.75

1.96

0.54

1.487

Actividad
(U/mL)

17.91

31.66

12.77

40.98

41.05

13.72

71.61

Actividad
especifica
(U/mg)
460.41
776.74
364.12
1043.27

1519.24

922

Rendi-
miento (%)

100

4713

4.75

12.23

6.11

0 .56

Factor de

purificacion

1.68

0.71

2.66

3.3

2.03

63
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La separacion de las fracciones enzimaticas del extracto crudo producido por
el hongo HPB, mediante cromatografia de exclusion de tamafo molecular se
realizo a un flujo de 0.99 mL/min y cada fraccion fue recolectada con 35 gotas del
filtrado a través de la columna de separacion. En el Anexo Ill se incluyen geles
de poliacrilamida con los pasos de purificacion para el hongo HPB. La Figura 20
muestra el perfil de separacion del extracto crudo del HPB en el cual se obtuvo
un pico en la fraccion numero 13 con 13.8 U de actividad y 14.8 ug/ml de proteina
total. En general, se observd una buena separacion de lacasa por cromatografia
de exclusion corroborado ademas con los geles de electroforesis. Por ultimo, es
importante resaltar que la mayor actividad observada en las fracciones separadas

correspondié a la mayor cantidad de proteina.
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Figura 20. Perfil de separacion de proteina y actividad enzimatica de la lacasa
producida por el hongo HPB en el medio de cultivo MM-ST2 a 28 °C.
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Para el extracto crudo del hongo de referencia (HTT) se realizaron los mismos
pasos de purificacion que para el hongo aislado (HPB). En la Tabla 21 se
muestran los resultados obtenidos en cada etapa de separacion y se observa un
comportamiento similar que el HPB en las etapas de purificacion

El cromatograma correspondiente al extracto crudo del HTT se corrié bajo las
mismas condiciones que el extracto anterior (HPB) las cuales son un flujo de 0.99
mL/min y 35 gotas por fraccion, obteniéndose un pico en la fraccion 12 con una
actividad enzimatica de 14.1 U/mL y 18.17 pg/ml de proteina (Figura 21). En el
Anexo Ill se incluyen geles de poliacrilamida con los pasos de purificacion para

el HTT.
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Figura 21. Perfil de separacion de proteina y actividad enzimatica de la lacasa
producida por el hongo HTT en el medio de cultivo MM-ST a 33 °C

Ambos cromatogramas (Figura 18 y 19) muestran una relacion directa entre

el maximo de proteina de las fracciones con la maxima actividad enzimatica de
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la lacasa. Esto posiblemente debido a que los pasos previos de purificacion
eliminaron proteinas sin actividad especifica, dejando proteinas de pesos
moleculares cercanos al peso molecular de lacasa enriquecidas por ultimo por
medio de la cromatografia por exclusion molecular.

Para verificar la existencia de lacasas en los extractos purificadas, se corri
un gel de poliacrilamida con las fracciones purificadas de los hongos HPB, HTT
(las cuales se denominan como lacasa-HPB y lacasa-HTT en todo el texto) y con
una enzima tipo lacasa comercial (lacasa-EC), a la cual ya no se le hizo ninguna
modificacion. La Figura 22 muestra el corrimiento de las bandas en el gel de
poliacrialamida y se observa claramente que las fracciones purificadas de lacasa
de los hongos estudiados (lacasa-HPB y lacasa-HTT) presentan una unica banda
a los ~65 kDa, la cual coincide con la banda de la lacasa comercial y los pesos
moleculares de lacasas reportados por diferentes autores [61-63, 71] indicando

que se trata de una lacasa monomeérica [30, 72].

Figura 22. Gel de poliacrilamida para el marcador de peso molecular (a), lacasa
comercial (b), lacasa-HPB (c), y lacasa-HTT (d)



Etapa

1. Filtracion

2. Ultracentrifugacion (10
kDa)

3. Precipitacion con
sulfato de amonio

4. Dialisis ultracentrifu-
gado (100 kDa)

5. Ultracentrifugacion (10
kDa)

6. Cromatografia por
exclusion molecular

7.Ultracentrifugacion de
fracciones (30 kDa)

Tabla 21. Etapas de purificacidén de la lacasa producida por HTT

Activi-
dad total
(V)
79125
3644

611
605.5
1396.6

14.5

6.52

Proteina
total (mg)

31.155

8.394

2.084

1.5275

0.9216

1.817

Actividad
(U/mL)

10.55

18.22

12.22

12.11

69.83

14.5

65.2

Actividad
especifica
(U/mg)
253.972
434.119
293.186
396.399

1515.408

798.019

Rendi-
miento
(%)
100
46.054
7.723
7.653
17.651

0.183

0.082

67

Factor de

purificacion

1.709

1.1544

1.561

5.967

3.142
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En el zimograma realizado con la lacasa-EC, lacasa-HPB y lacasa-HTT
(Figura 23) se observaron bandas con una tonalidad verde al anadir el ABTS
(sustrato especifico de la lacasa) en la misma posicidn que la enzima lacasa
comercial. Esto corrobora que las enzimas parcialmente purificadas de los
extractos de los hongos seleccionados son lacasas y presentan actividad
enzimatica especifica al ABTS. En el caso de la enzima comercial, al observarse
el barrido sobre el primer carril, puede indicar que no sélo estan presentes un
solo tipo de lacasas sino una mezcla de lacasas con diferentes pesos

moleculares.

Figura 23. Zimograma frente al sustrato ABTS de Lacasa comercial (1), Lacasa
HPB (2) y, Lacasa HTT (3)
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3.4 Sintesis del soporte

3.4.1 Caracterizacion del soporte

3.4.1.1 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier con

Reflexion Atenuada Total

En la Figura 24 se muestra el espectro de infrarrojo del soporte obtenido
(EDSM) y el soporte aminado (EDSM-A). En el espectro se muestra una banda
ancha e intensa en ambos soportes a 1066 cm la cual corresponde a los enlaces
Si-O. Ademas, se observan bandas débiles a 3453 cm™ y 1735 cm™ que
corresponden a vibraciones de estiramiento y flexion de enlaces Si-O,
respectivamente. La banda situada a los 1647 cm' puede ser asignada alenlace
N-H (caracteristico de los grupos amino), lo que confirma la presencia del grupo
amino, asi como las bandas alrededor de los 3000 cm' asociadas a bandas
caracteristicas de aminas primarias. [58]. En sintesis, el soporte sintetizado
presenta senales caracteristicas del SiOz y su estructura cambia después de la
modificaciébn quimica con aminas indicando el anclaje de estos grupos

funcionales en el soporte.
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Figura 24. Espectro de ATR-FTIR del soporte sintetizado de SiO2 (EDSM) y del
soporte modificado con aminas de SiO2 (EDSM-A)

3.4.1.2 Analisis Termogravimétricos (TGA/DTA)

El andlisis termogravimétrico (TGA) de la muestra indica la variacion del peso
de la muestra conforme se incrementa la temperatura. En la Figura 25 se muestra
el TGA del EDSM, EDSM-A y EDSM-AGI. En los tres casos se observa una
primera pérdida de peso alrededor de 100 °C que se asocia a la evaporacion del
agua adsorbida fisicamente en la superficie del material. La mayor pérdida de
peso de los materiales estudiados se encuentra de 150 a 600 °C, y estos cambios
estan asociados a la pérdida de agua unida quimicamente al soporte de SiOz, asi
como la pérdida de los restos de los precursores usados en la sintesis, en la

aminacion o en la inmovilizacién, segun corresponda.
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A 1000°C el material EDSM, EDSM-A y EDSM-AGI alcanzé una pérdida de
peso del 8.53%, 20.32% y 27.83%, respectivamente; la diferencia de pesoentre
las muestras se debe a la incorporacion del grupo amino o la enzima al soporte

(en el caso del EDSM-A y el EDSM-AGI, respectivamente).

—— EDSM-A
—— EDSM-AGI

% Peso

T T T T T
0 200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)

Figura 25. Andlisis Termogravimétrico (TGA) de EDSM, EDSM-A y EDSM-AGI

El analisis térmico diferencial (DTA) indica la diferencia de temperatura que
se da entre la muestra y un material de referencia. En estos andlisis se
determinan las reacciones endotérmicas y exotérmicas de la muestra. En la
Figura 26 se observa el DTA de las muestras de SiO2 sintetizado (EDSM),
aminado (EDSM-A) y aminado con enzima (EDSM-AGI). Se observa que aunque
son de diferente magnitud, las tres muestras presentan picos exotérmicos y
endotérmicos casi en las mismas regiones de temperatura. El primer pico
endotérmico se observa alrededor de 150 °C, el cual es mas pronunciado y corto
para EDSM-AGI. mientras que para las EDSM-A el pico es mas ancho y corto;

para las EDSM se observa un comportamiento parecido al material aminado.
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Ademas, se presentan tres picos exotérmicos en las EDSM y las EDSM-AGI a
300, 350 y 600 °C; mientras que para las EDSM se observé solo un pico

exotérmico a 200 °C pero poco pronunciado
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Figura 26. Analisis Térmico Diferencial (DTA) de EDSM, EDSM-A y EDSM-AGI

3.4.1.3 Difraccion de Rayos X

El difractograma de rayos X (Figura 27) mostré una coincidencia en sus
sefnales con los picos caracteristicos del patron de difraccidn para el SiO2 (Amscd
0010753). Ademas, se corroboré que el soporte sintetizado (EDSM) es un
material amorfo por el ruido observado en el difractograma., esto debido a que
no se llegd a la temperatura de cristalizacién del material durante la sintesis y,

por esta razon, se esperaba este comportamiento caracteristico de materiales

amorfos.
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Figura 27. Andlisis de Difraccion de Rayos X (DRX) de EDSM

3.4.1.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La Figura 28 muestra micrografias correspondientes de EDSM en donde se

puede observar la morfologia del material, la cual son principalmente esferas de

con tamanos de entre 2 y 5 um. Ademas, se realizé un Microandlisis de Energia

Dispersiva de Rayos X (EDS o EDX) (Anexo lll) para identificar los elementos

que contienen la muestra, los cuales en este caso son silicio, oxigeno y carbono

(esta ultima senal se debe a la cinta de carbono para fijar las muestras).
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Figura 28. Micrografias de EDSM

Cabe mencionar que no fue posible detectar el nitrdgeno con mediante EDS
(Anexo IV) en los soportes aminados; sin embargo, es posible que no se haya
explorado una zona con nitrégeno durante el analisis por EDS pero se confirmo

la modificacién del soporte con aminas mediante ATR-FTIR (Figura 24).

3.4.1.5 Fisisorcion de nitrogeno

Para determinar si el soporte sintetizado presenta una estructura mesoporosa
se realizaron andlisis de fisisorcion de nitrégeno. En la Figura 29 se muestran los

isortermas de adsorcion de nitrogeno de las EDSM y las EDSM-A. Ambos casos



75

muestran un isoterma tipo 1V, con una histéresis tipo H1 segun la IUPAC, tipico
de materiales mesoporosos, y es consistente con lo reportado por Zhu y
colaboradores en 2007 [50] y por Zhao en 2011 [60]. La adsorcidon del nitrégeno
decrece notablemente en el soporte después de la incorporaciéon de grupos
amino que posibilitan la inmovilizacidén de la enzima posteriormente.

La distribuciéon del tamarfio de poro para las EDSM y las EDSM-A se realiz6
por el método propuesto por Barret, Joyner y Halenda (BJH) en 1951, y se obtuvo
una distribucién de tamafno de poros de 57 nm para las EDSM y de 43.04 nm
para las EDSM-A. Del andlisis BET para el area superficial, resultd en 254.4 m?/g
para las EDSM y de 43.27 m?/g para las EDSM-A; con un volumen de poro de
1.03 cm?/g. para las EDSM y 0.24 cm®/g para las EDSM-A. Por lo tanto, estos
resultado son comparables con lo reportado por otros autores [50, 60] para el
dioxido de silicio.
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Figura 29. Isortermas de adsorcion y desorcion de nitrogeno de EDSM y
EDSM-A
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Como se pudo observar segun los resultados de la caracterizacién se
comprob6 que el material sintetizado para ser utilizado como soporte (EDSM) era
dioxido de silicio y que el material fue modificado con grupos aminos. El
mecanismo que Zhu y colaboradores (2007) proponen para tanto la aminacién
del soporte como de la inmovilizacion, es que cuando el diéxido de silicio se
funcionaliza con glutaraldehido (agente de entrecruzamiento) [50], este forma
enlaces covalentes con los grupos aminos del soporte, para después formar
enlaces peptidicos con los aminoacidos residuales de las enzimas, generalmente
con lisinas [46]., uniendo por lo tanto de forma covalente a la enzima con el

soporte.

3.5 Inmovilizacion de la lacasa comercial

Para la inmovilizacién enzimatica se desarrollo un disefio experimental CCD,
donde la variable respuesta fue la actividad de lacasas. De la misma forma que
los disenos experimentales anteriores (seccion 2.2.2) los datos experimentales
fueron analizados por el metodologia de superficie de respuesta (MSR) y
ajustados a un modelo de segundo orden usando el programa estadistico Design-
Expert 7.0, ademas de los andlisis de varianza (ANOVA) para determinar los
factores que fueron significativos en los experimentos.

La aplicacién de la metodologia de superficie de respuesta fue expresada por el

siguiente modelo cuadratico (Ecuacion (11))
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Actividad enzimatica = 51.03 — 0.74A + 4.10B — 1.33C + 2.46AB + 5.27AC —

5.77BC — 28.004% — 11.30B% + 4.27C* (11)

donde A, By C son las variables independientes.

La Tabla 22 muestra todos los experimientos realizados asi como los valores
de actividad enzimatica obtenidos en cada uno. EI ANOVA (Tabla 23) de los
resultados del disefio experimental de la inmovilizacidén con la enzima comercial
en las EDSM-A, y muestra que ningun factor fue significativo en la inmovilizacién.
Y que es modelo es considerado como estadisticamente significativo.

La figura 30 muestra los graficos de superficie de respuesta obtenidos del
analisis, donde se puede observar el comportamiento de la superficie frente a los
factores analizados. En los graficos se pudo observar que la actividad enzimatica
maxima retenida después de la inmovilizacion obtenida se obtuvo a los
condiciones de los puntos centrales del disefio experimental; es decir, a una
concentracion de glutaraldehido de 12%, un tiempo de activacién de 6 h y un
tiempo de inmovilizacion de 8 h. Por esta razén, las inmovilizaciones posteriores
se realizaron a esas condiciones, tanto para la enzima comercial como para las

lacasas obtenidas de la purificacion de los extractos de los hongos HPB y HTT.



Tabla 22. Diserio factorial central compuesto para las tres variables en la
inmovilizacién de la lacasa-EC
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Actividad
enzimatica

Corrida Valores codificados de las variables (R)

Concentracién de Tiempo con

glutaraldehido glutaraldehido Tiempo de

(Yov/v) (h) inmovilizacién ()

A B C
1 -1 -1 -1 20.140
2 +1 -1 -1 3.833
3 -1 +1 -1 30.220
4 +1 +1 -1 27.778
5 -1 -1 +1 16.722
6 +1 -1 +1 25.556
7 -1 +1 +1 7.778
8 +1 +1 +1 22.389
9 -1 0 0 15.889
10 +1 0 0 3.778
11 0 -1 0 17.000
12 0 +1 0 36.056
13 0 0 -1 44.000
14 0 0 +1 40.200
15 0 0 0 60.200
16 0 0 0 58.990
17 0 0 0 61.200
18 0 0 0 59.220
19 0 0 0 58.980
20 0 0 0 60.389




Tabla 23. ANOVA para la inmovilizacién de la enzima lacasa comercial en

EDSM-A
Analisis de Varianza
Suma de Media p-valor
Fuente cuadrados gl cuadratica Valor F Prob >F
Modelo
6268.297 9 696.477 3.969 0.0213
A-
Concentracion
de
glutaraldehido
(%V/v) 5.499 1 5.499 0.031 0.8630
B-Tiempo con
glutaraldehido
(h) 167.845 1 167.845 0.957 0.3511
C-Tiempo
inmovilizacion
(h) 17.760 1 17.760 0.101 0.7569
AB 48.227 1 48.227 0.275 0.6115
AC 222.535 1 222.535 1.268 0.2864
BC 266.061 1 266.061 1.516 0.2464
2
A 2155.432 1 2155.432 12.284 0.0057
B2 351.264 1 351.264 2.002 0.1875
C2 50.149 1 50.149 0.286 0.6046
Residuales 1754.663 10 175.466
Falta de ajuste 1750.536 5 350.107 424.233 <0.0001
Error 4.126 5 0.825
Total 8022.959 19

R?=0.7813; C.V.=39.52; 0=0.05; gl= grados de libertad
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Figura 30. Superficie de respuesta para la inmovilizacién de la lacasa-EC

3.5.1 Inmovilzacion de la lacasa-HPB y lacasa-HTT

En la Tabla 17 se muestran las actividades obtenidas antes y después de la
inmovilizacién de lacasa-HPB, lacasa-HTT y lacasa-EC. Los porcentajes de
retencion de las enzimas variaron entre 46% y 56%; la lacasa-EC present6 un
mayor porcentaje de retencién en el soporte aminado (EDSM-A) en comparacion
con la lacasa-HTT.

Dado que el porcentaje de retencion de lacasa en el soporte fue menor que

el 56% en el mejor de los casos, es probable que no hay suficientes grupos amino
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disponibles en la superficie del soporte para formar un enlace covalente con la
enzima durante la inmovilizacion. Por este motivo, es necesario seguir
explorando otras alternativas para lograr una mayor eficiencia de anclaje de los
grupos amino en la superficie del soporte, ya que esto puede favorecer la
inmovilizacion enzimatica por enlace covalente. También cabe resaltar que
existen pérdidas de enzima y soporte durante la etapa de lavado (antes y
después de la inmovilizacién) y, por lo tanto, emerge la necesidad de inmovilizar
en sistemas donde el lavado vy filtrado no afecten la pérdida del soporte ni la

enzima inmovilizada.

Tabla 24. Sistemas de inmovilizacion para la lacasa-EC, lacasa-HPB y lacasa-
HTT con actividades enziméaticas antes y después del proceso de anclaje

Actividad enzima Actividad enzima
Enzima % Retencion
libre (U) inmovilizada (U)
Lacasa-HPB 46.38 25.83 55.68
Lacasa-HTT 44 .22 20.27 46.08
Lacasa-EC 92.77 52.86 56.94

3.5.2 Maxima actividad de las lacasas inmovilizadas frente a valores de pH
y temperatura diferentes

Para obtener una mayor actividad enzimatica de las lacasas inmovilizadas, y

observar los efectos que las variables temperatura y pH mostraban en la actividad

enzimatica, se realizd un disefio experimental factorial general con dos factores
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(pH y temperatura) y cuatro niveles para cada factor. El disefio fue analizado

como un factorial general con una observacidon por celda, y las respuestas de

cada punto del experimento para la lacasa-EC se muestran en la Tabla 25.

Tabla 25. Disefio factorial general para la actividad enzimatica maxima para la

lacasa-EC
Actividad
enzimatica
Corrida Valores codificados de las variables (U/mL)
Temperatura (°C) pH (R)
A B

1 Nivel 1 A Nivel 1 B 12.94
2 Nivel 2 A Nivel 1 B 12.72
3 Nivel 3 A Nivel 1 B 15.94
4 Nivel 4 A Nivel 1 B 15.94
5 Nivel 1 A Nivel 2 B 2.22

6 Nivel 2 A Nivel 2 B 11.72
7 Nivel 3 A Nivel 2 B 13.72
8 Nivel 4 A Nivel 2 B 11.67
9 Nivel 1 A Nivel 3 B 7.89
10 Nivel 2 A Nivel 3 B 7.83
11 Nivel 3 A Nivel 3 B 2.72
12 Nivel 4 A Nivel 3 B 1.17
13 Nivel 1 A Nivel 4 B 3.89
14 Nivel 2 A Nivel 4 B 7.33
15 Nivel 3 A Nivel 4 B 7.11
16 Nivel 4 A Nivel 4 B 0.61

En la Tabla 26 se muestra el ANOVA para la lacasa-EC en donde se puede

notar que el pH fue el factor significativo, mientras que la temperatura asi como

la interaccion entre los dos factores no fueron significativos.
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Tabla 26. ANOVA de la determinacion de las mejores condiciones de actividad

enziméatica para la lacasa-EC

Analisis de Varianza
Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Fo F
variacion cuadrados libertad medio tab
A-Temperatura 33.241 3 11.081 0.726 |4.07
B-pH 254.272 3 84.757 5.558 | 4.07
AB 0.752 1 0.752 0.049 |5.32
Error 121.993 8 15.249
Total 410.26 15
a=0.05

En la Tabla 27 y Tabla 29 se observan los valores obtenidos para el disefio
experimental factorial en cada una de las corridas realizadas para la lacasa-HPB

y HTT respectivamente.

Tabla 27. Diserio factorial general para la actividad enzimatica maxima para la
lacasa-HPB

Actividad
Corrida Valores codificados de las variables enzimatica (U/mL)
Temperatura (°C) pH (R)
A B

1 Nivel 1 A Nivel 1 B 3.83

2 Nivel 2 A Nivel 1 B 11.72

3 Nivel 3 A Nivel 1 B 12.94

4 Nivel 4 A Nivel 1 B 12.78

5 Nivel 1 A Nivel 2 B 3.89

6 Nivel 2 A Nivel 2 B 7.78

7 Nivel 3 A Nivel 2 B 12.17

8 Nivel 4 A Nivel 2 B 12.44

9 Nivel 1 A Nivel 3 B 2.89

10 Nivel 2 A Nivel 3 B 7.11

11 Nivel 3 A Nivel 3 B 2.28

12 Nivel 4 A Nivel 3 B 2.22

13 Nivel 1 A Nivel 4 B 1.44

14 Nivel 2 A Nivel 4 B 5.28

15 Nivel 3 A Nivel 4 B 6.17

16 Nivel 4 A Nivel 4 B 2.94




84

El ANOVA (Tabla 28) de las lacasas-HPB y el ANOVA (Tabla 30) de las
lacasas-HTT para la maxima actividad enzimatica, muestra que ningun factor asi

como las interacciones entre los factores no fueron significativos.

Tabla 28. ANOVA de la determinacion de las mejores condiciones de actividad

enzimatica para la lacasa-HPB

Analisis de Varianza
Fue_nte_ Qe Suma de Gr_ados de Cuadr?do Fo F
variacion cuadrados libertad medio tabla
A-Temperatura 75.423 3 25.141 0.342 | 4.07
B- pH 142.718 3 47.572 0.648 | 4.07
AB 23.540 1 23.540 0.321 5.32
Error 586.561 8 73.320
Total 828.244 15
a=0.05

Tabla 29. Diserio factorial general para la actividad enzimatica maxima para la
lacasa-HTT

Actividad
Corrida Valores codificados de las variables enzimatica (U/mL)
Temperatura (°C) pH (R)
A B

1 Nivel 1 A Nivel 1 B 10.22

2 Nivel 2 A Nivel 1 B 14.00

3 Nivel 3 A Nivel 1 B 5.44

4 Nivel 4 A Nivel 1 B 1.72

5 Nivel 1 A Nivel 2 B 5.61

6 Nivel 2 A Nivel 2 B 11.50

7 Nivel 3 A Nivel 2 B 2.61

8 Nivel 4 A Nivel 2 B 1.11

9 Nivel 1 A Nivel 3 B 8.00

10 Nivel 2 A Nivel 3 B 15.94

11 Nivel 3 A Nivel 3 B 7.44

12 Nivel 4 A Nivel 3 B 2.94

13 Nivel 1 A Nivel 4 B 5.28

14 Nivel 2 A Nivel 4 B 9.72

15 Nivel 3 A Nivel 4 B 3.11

16 Nivel 4 A Nivel 4 B 2.28
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Tabla 30. ANOVA de la determinacion de las mejores condiciones de actividad
enzimatica para la lacasa-HTT

Analisis de Varianza
Fuente de Suma de Grados de | Cuadrado
variacion cuadrados libertad medio Fo F tabla
A- 254.463 3 84.821 1.241 4.07
Temperatura
B-pH 38.622 3 12.874 0.189 4.07
AB 5.496 1 5.496 0.081 5.32
Error 542.936 8 67.867
Total 841.519 15
a=0.05

En la Tabla 31 se hace un resumen de las condiciones para los tres tipos de

lacasas (lacasa-EC, lacasa-HPB y lacasa-HTT) bajo las cuales la actividad

enzimatica se vi6 mayormente favorecida.

Tabla 31. Condiciones experimentales para obtener la maxima actividad

enzimatica de las lacasas con el sustrato ABTS

. Enzima Temperatura (°C) pH
Lacasa-EC 45 4
Lacasa-HPB 45 4
Lacasa-HTT 40 5

Al hacer un comparativo con los datos obtenidos por lacasas-EC, lacasas-
HPB y lacasas-HTT se puede notar que en ninguno de los casos el factor de la
temperatura fue significativo, o que sugiere que las tres lacasas seleccionadas
presentan cierta resistencia a los cambios de temperatura y aunque la actividad
no es un factor

enzimatica pueda verse modificada estadisticamente,

significativo.



86

3.6 Degradacién del colorante rojo congo y azul indigo con las enzimas
libres e inmovilizadas

La cinética de decoloracién del colorante rojo congo usando enzimas libres
(Figura 31) muestran comportamientos diferentes. Por ejemplo, los porcentajes
de decoloracion del rojo congo a los 60 minutos fueron 20%, 15% y 11% para la
lacasa-HBP, lacasa-EC y lacasa-HTT, respectivamente (Figura 31a). En la Figura
31b se observa también que la lacasa-HPB tuvo una mayor afinidad por el
colorante rojo congo al inicio de la reaccion, ya que fue la enzima que mostré una
mayor degradacion. Sin embargo, al prolongarse la cinética (Figura 28b) se

observa que la lacasa-EC alcanza el porcentaje de decoloraciéon mayor.

b) 90 4 —=— Lacasa-HPB
60 —=— Lacasa-HPB| 1 —e— Lacasa-HTT
—e— Lacasa-HTT —4— | acasa-EC

—4— Lacasa-EC 70 4

50 4

%)

40 4

30 -

Degradacion (%)
Degradacion (¥
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e
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Figura 31. Cinéticas de degradacion (a) (b) del colorante rojo congo con las
enzimas libres

Los porcentajes de decoloracidn obtenidos en este estudio son similares a los
reportados por Wang y colaboradores (2011), quienes degradaron colorante

negro reactivo usando un sistema de lacasas y obteniendo porcentajes de
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degradacion de 3 a 20 % en 6 h [7]. Hsu y colaboradores (2012) alcanzaron
porcentajes de degradacion del 97%, 29%, 48% y 22% para los colorantes azul
acido, rojo acido, azul directo-71 y negro directo-19, respectivamente [30]. Es
importante resaltar que dependiendo del colorante es el porcentaje de la
degradacion obtenida, existen diversos factores que influyen en la decoloracion,
dentro de los cuales se encuentran la afinidad y carga del colorante con el
sustrato, el potencial de éxido-reduccidén que la enzima posee; todo esto hace
que la decoloracién se vea mas favorecida en unos casos que en otros. La
actividad enzimatica, obtenida con las lacasas seleccionadas en esta
investigacidon, es ligeramente menor que lo reportado por otros autores; sin
embargo, la decoloracién de rojo congo es comparable con lo reportado por otros
autores, sobre todo en el caso de la enzima comercial utilizada. En el caso de las
enzimas del HPB y HTT se observa que presentaron comportamientos de
decoloraciéon muy parecidos, lo que se supone que son enzimas del mismo tipo
y, por lo tanto, esto se ve reflejado en la actividad enzimatica y el porcentaje de
decoloracion obtenidos.

Para el caso de los sistemas inmovilizados, en la Figura 32 se muestran las
cinéticas de decoloracion de rojo congo, donde se aprecia que a un tiempo de
60 minutos la degradacion alcanzada por la lacasa-EC inmovilizada es de hasta
un 90%, mientras que para la lacasa-HBP es de un 60% y un 40% para la lacasa-
HTT. Esto muestra que para el caso de las lacasas purificadas, la lacasa-HBP es

mejor para la degradacion de rojo congo.
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Figura 32. Cinética de decoloracién del rojo congo con las enzimas
inmovilizadas (lacasa-EC, lacasa-HPB y lacasa-HTT) y el soporte (EDSM)

De la misma forma, la figura 32 claramente muestra la influencia del soporte
en el proceso de decoloracién, ya que el soporte adsorbe parte del rojo congo.
Este proceso de adsorcion se favorece porque probablemente el soporte y el
colorante rojo congo presentan cierta atraccién debida a su carga. Sin embargo,
se debe de tomar en cuenta que el soporte llegara a la saturacidén con el tiempo
y, posteriormente, solo se tendran el efecto de la degradacién del colorante por
parte de la enzima.

Cabe mencionar que todos los experimentos anteriores se realizaron bajo las
mismas condiciones que la medicion de actividad enzimatica, es decir, se
incubaron un minuto a 40 °C y con buffer de acetatos a pH 5 para todas las
enzimas. Se realizaron otros experimentos de degradacién, pero ahora bajo las
condiciones Optimas de temperatura y pH. Los valores resultantes de la
decoloracion en condiciones 6ptimas de pH y temperatura se muestran en la

Tabla 32, donde se observa el incremento (38-47%) de los porcentajes de
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decoloracion del colorante rojo congo al hacer la reaccidbn en las mejores
condiciones en las que actua la enzima, sobre todo para las lacasas-HPB y

lacasas-HTT.

Tabla 32.Porcentajes de decoloracion del colorante rojo congo entre las lacasas
seleccionadas bajo diferentes condiciones*

Lacasas

libres Lacasas Lacasas inmovilizadas

(%) inmovilizadas (%) = condiciones ideales(%)
Lacasa- EC 22.3 92.2 98.2
Lacasa-HPB 13.2 65.9 90.3
Lacasa-HTT 11.5 59.2 87.2

*El aporte del soporte para la decoloracion no fue descartado de los porcentajes de
decoloracién de los sistemas estudiados.

Ademas, para evaluar si las enzimas inmovilizadas con las que se trabajé eran
capaces de degradar otro colorante textil, ademas del rojo congo, se usé el azul
indigo y se evalu6 adicionalmente la decoloraciéon de una mezcla de colorantes
(rojo congo y azul indigo) a una concentracion 2.5 mM. La tabla 33 muestra los
resultados de la decoloracién del colorante azul indigo que resultaron menores
que para el rojo congo. Esto puede deberse a que tanto las enzimas como el
soporte en el cual fueron inmovilizadas presentan una mayor afinidad por el
colorante rojo congo. Ademas, al evaluar la mezcla de los colorantes se puede
notar un decremento en la decoloracion total, esto es probablemente a que las
enzimas y el soporte siguen teniendo una mayor preferencia por uno de los

colorantes, en este caso por el rojo congo.
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Tabla 33. Decoloracion en condiciones Optimas para el rojo congo, azul indigo
en una mezcla 2.5 mM*

Decoloracion (%)

Rojo congo/

Rojo congo Azul indigo azul indigo
Lacasa- EC 98.2 75.2 89.2
Lacasa-HPB 90.3 68.2 62.1
Lacasa-HTT 87.2 63.4 50.3

*El aporte del soporte para la decoloracion no fue descartado de los porcentajes de
decoloracién de los sistemas estudiados.

Zhao y colaboradores (2011) reportaron valores de porcentajes de
degradacion de rojo alizarin de 10% en 7 h con lacasa inmovilizada [60]. Makas
y colaboradores (2010) degradaron naranja de metilo con lacasas inmovilizadas
y alcanzaron una decoloracién del 48% en 6 h [40].

Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con los reportados en la
literatura actual se puede comprobar que el grado de degradacion obtenido por
los tres sistemas estudiados (lacasas HBP, HTT o EC) es superior a lo reportado
por los autores mencionados y, ademas, se alcanza un alto porcentaje de
degradacion en un tiempo mas corto que lo reportado en la literatura. La lacasa
comercial inmovilizada alcanz6 95% de degradacion en un tiempo de 50 minutos.
Por ultimo es importante resaltar que la inmovilizacion de la enzima aumenta el
porcentaje de la degradacién del rojo congo (ya que un porcentaje esta asociado
a la adsorcién del colorante en el soporte), alcanza un buen porcentaje de
decoloracion de azul indigo y de la mezcla de dos colorantes ampliamente

utilizados en la industria textil.
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4. CONCLUSIONES

En esta investigacion se aislé un hongo de pudricion blanca, en el area
metropolitana de Monterrey, capaz de producir lacasas que degradan el colorante
tipo azo rojo congo y el colorante azul indigo presentes en efluentes acuosos.
Ademas, se obtuvieron las condiciones éptimas de produccion de lacasas para
el hongo aislado (HPB) y el hongo de referencia (HTT). El crecimiento éptimo del
HPB se favorece en medio mineral de salvado de trigo (MM-ST) a 28 °C mientras
que para el hongo HTT, el crecimiento se favorece en el mismo medio de cultivo
pero a 33 °C. Esto indica que el medio de cultivo MM-ST juega un papel
determinante en la estimulacion del metabolismo de las cepas de hongos para la
produccién de enzimas tipo lacasa.

Por otro lado, las condiciones 6ptimas de degradacion del colorante rojo
congo usando los extractos crudos del hongo HPB son el medio de cultivo
glucosa mineral (GM) a 37 °C, pero para el hongo HTT son en medio de cultivo
MM-ST a 33 °C. Estos resultados sugieren que la degradacién del rojo congo
utilizando el extracto crudo del hongo HPB no esta directamente asociado a
lacasas, sino que este hongo produce otras enzimas ligninoliticas que participan
en la degradacion del rojo congo. Por el contrario, la degradacion del colorante

para con los extractos del hongo HTT si se puede asociar directamente a la
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actividad de lacasas; sin embargo, el extracto producido por el HPB presenta
actividad enzimatica y degradacién de rojo congo superiores que los extractos
del HTT. Las lacasas separadas de los extractos crudos producidos por las dos
cepas seleccionadas (HPB y HTT) tienen un peso molecular de
aproximadamente 65 kDa que corresponde a lacasas monomeéricas reportadas
en la literatura.

Para favorecer la inmovilizacién de la enzima lacasa comercial (lacasa-EC),
en esferas de dioxido de silicio mesoporoso modificado quimicamente con grupos
aminos (EDSM-A), se requiere entrecruzar el soporte modificado con
glutaraldehido al 12%, un tiempo de contacto de 5 h con este agente y un tiempo
de inmovilizacién de 8 h con la lacasa-EC. A estas condiciones se inmovilizaron
las lacasas purificadas de los extractos de los hongos HPB y HTT. Las lacasas
inmovilizadas en el soporte (lacasa-EC, lacasa-HPB y lacasa-HTT) muestran
porcentajes de retencion de actividad enzimatica entre 46 y 60% después de la
inmovilizacion, aunque estos valores se incrementan del 38 al 47% a las
condiciones de maxima actividad (45°C y pH 4 para lacasa-EC y lacasa-HPB; pH
5y 40°C para lacasa-HTT).

Los porcentajes de la degradacidn del colorante rojo congo en los sistemas
inmovilizados y a las condiciones Optimas de actividad enzimética alcanzan
valores del 98.2, 90.3, y 87.2%, mientras que para el azul indigo alcanzan
porcentajes de degradacion de 75.2, 68.2 y 63.4%, para la lacasa-EC, lacasa-
HPB y lacasa-HTT, respectivamente.

En resumen, la inmovilizacién de lacasas en SiO2 modificado posibilita la

retencion de un alto porcentaje de actividad enzimatica, lo cual esta relacionado
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directamente con la decoloracion de rojo congo presente en efluentes acuosos,
y permitird su aplicacién en sistemas continuos de tratamiento de efluentes

contaminados con colorantes tipo azo.
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Figura A1. Curva de calibracidén para determinacién de proteina por el método
de Bradford usando como estandar albumina sérica bovina.



ANEXO Il

Acréonimos del disefio factorial central compuesto

Tabla A1. Acrénimos del disefio factorial central compuesto para el hongo
seleccionado (HPB)

Temperatura (°C) Medio de cultivo

H1T1MA1 28 GM
H1T2MA1 37 GM
H1T1M2 28 MM-ST2
H1T2M2 37 MM-ST2
H1T1MO 28 5GM-ST1
H1T2MO 37 5GM-ST1
H1TOM1 33 GM
H1TOM2 33 MM-ST2
H1TOMO 33 5GM-ST1
H1TOMO 33 5GM-ST1
H1TOMO 33 5GM-ST1
H1TOMO 33 5GM-ST1
H1TOMO 33 5GM-ST1

100

Tabla A2. Acronimos del disefio factorial central compuesto para el hongo de

referencia (HTT)

Temperatura (°C) Medio de cultivo

H2T1M1 28 GM
H2T2M1 37 GM
H2T1M2 28 MM-ST2
H2T2M2 37 MM-ST2
H2T1MO 28 5GM-STH1
H2T2MO 37 5GM-STH1
H2TOM1 33 GM
H2TOM2 33 MM-ST2
H2TOMO 33 5GM-STH1
H2TOMO 33 5GM-ST1
H2TOMO 33 5GM-ST1
H2TOMO 33 5GM-STH1
H2TOMO 33 5GM-STH1
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ANEXO il

Geles de poliacrilamida con los pasos de la purificacion
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Figura A2. Gel de poliacrilamida con las etapas de purificacion para el hongo
seleccionado (HPB) 1) y 8) marcadores de peso molecular, 2) Filtrado, 3)
Ultrafiltrado 10 kDa, 5) Precipitado con sulfato de amonio, 6) Cromatografia de

exclusion, y 7) Enzima comercial.
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Figura A3. Gel de poliacrilamida con las etapas de purificacion para el hongo
de referencia (HTT) 1) y 7) marcadores de peso molecular, 2) Filtrado, 3)
Ultrafiltrado 10 kDa, 5) Precipitado con sulfato de amonio, 6) Ultrafiltrado,

7)Cromatografia de exclusion, y 8) Enzima comercial
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ANEXO IV

Sistema de Microanalisis de Energia Dispersiva de Rayos X (EDS o EDX)

Figura A4. EDS para el SiO.



