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RESUMEN

Los hongos de la podredumbre blanca son capaces de oxidar diversos tipos de
tintes sintéticos, como los de tipo azo, antraquinona y trifenilmetano mediante la
accion de enzimas inespecificas como las lacasas, sin embargo la accion de estas
enzimas es limitada. La adicién de mediadores redox puede mejorar la eficiencia de
los procesos de decoloracion de tintes, por lo que es importante la obtencion de
mediadores naturales a partir de fuentes renovables como los residuos
lignoceluldsicos. En este estudio se produjeron lacasas y compuestos derivados de
la lignina (CDL) durante el cultivo del hongo Trametes hirsuta Bm-2 en salvado de
trigo. La maxima produccion de enzimas se obtuvo a las 168 h y los CDL de 24, 48
y 72 h de cultivo. Las lacasas mostraron baja capacidad de decoloracion de siete
tintes de diferente estructura quimica (15 %), sin embargo, la adicion a la lacasa de
extractos ultrafiltrados ricos en fenoles CDL2 y CDL3 mejoro6 la decoloraciéon (20-40
%). La respuesta varid en funcion del tinte, concentracion de CDL y el pH del sistema
de reaccion logrando remover de 50 a 98 % el color y el tiempo se redujo de 50 a
24 horas. Se evalud la eficiencia del sistema lacasa-mediadores (SLM) sintéticos y
naturales grado reactivo. EI ABTS (sintético) mejor6 de 0.5 a 2.2 veces la
decoloracion de tintes, mientras que el siringaldehido aumenté de 0.3 a 5 veces con
respecto a la lacasa sola. A diferencia, el SLM/CDL2 mejor6 de 4 a 6 veces la
decoloracién de los tintes polyR-478, rojo congo, remazol brillante y cristal violeta y
el SLM/CDL3 de 3 a 10 veces: indigo carmin, verde malaquita y black 5,
probablemente debido a un efecto sinérgico de la enzima y los fenoles presentes.
Los cromatogramas (HPLC) mostraron monodmeros fendlicos con alta concentracion
de siringaldehido en CDL2 y 4-hidroxibenzaldehido en CDL3 que han demostrado
alta eficiencia como mediadores-redox. Durante la biotransformacién del indigo
carmin con la lacasa sola se acumuld la isatina que es un intermediario toéxico en la
degradacion del tinte por lacasas, mientras en el tratamiento con el SLM no estuvo
presente, lo que sugiere una mayor eficiencia en la biodegradacion del tinte. Los
resultados muestran el potencial biotecnoldgico del SLM producido por Tramentes

hirsuta Bm-2 para el tratamiento de efluentes de la industria textil.

VI



ABSTRACT

The white rot fungi are capable of oxidizing various types of synthetic dyes, such as
the type azo and anthraquinone and triphenylmethane by the action of non-specific
enzymes such as the lacasas, however the action of these enzymes is limited. The
addition of redox mediators can improve the efficiency of the processes of
discoloration of dye, so it is important to obtain natural mediators from renewable
sources such as lignocellulosic residues. In this study, there were lacasas and
compounds derived from lignin (CDL) during the cultivation of the fungus Trametes
hirsuta Bm-2 in wheat bran. The maximum enzyme production was get at 168 h and
the CDL for 24, 48 and 72 h of cultivation. The lacasas showed low capacity fading
of seven dyes of different chemical structure (15%), however, the addition to the
lacasa of ultrafiltrate extracts rich in phenols CDL2 and CDL3 improved discoloration
(20-40%). The response varied depending on the dye, CDL concentration and pH of
the reaction system managing to remove color from 50 to 98% and the time was
reduced from 50 to 24 hours. We evaluated the efficiency of the system laccase-
mediator (SLM) natural and synthetic reagent grade. ABTS (synthetic) improved
from 0.5 to 2.2 times the decolorization of dyes, while the syringaldehyde increased
from 0.3 to 5 times over the single lacasa. Unlike, SLM/CDL2 improved from 4 to 6
times the decolorization of dyes polyR-478, congo red, remazol brilliant and crystal
violet and the SLM/CDL3 from 3 to 10 times: indigo carmine, malachite green and
black 5, probably due to a synergistic effect of enzyme and phenols present. (HPLC)
chromatograms showed phenolic monomers with high concentration of
syringaldehyde in CDL2 and 4-hidroxibenzaldehido in CDL3 who have
demonstrated high efficiency as mediators-redox. During the biotransformation of
the indigo Carmine with the lacasa single accumulated the isatin that is an
intermediary toxic degradation of the dye by lacasas, while in the treatment with the
SLM was not present, suggesting greater efficiency in biodegradation dye. The
results show the biotechnological potential of the SLM produced by T. hirsuta Bm-2

for treatment of effluent from textile industry.



Capitulo 1. Introduccion
1 INTRODUCCION

El sector textil representa dos tercios del mercado total de colorantes y emplea
grandes volumenes de agua asi como productos quimicos que son toxicos,
mutagénicos y cancerigenos, por lo que los efluentes generados representan un

serio problema ambiental (Dos Santos et al., 2015). Para el tratamiento de tintes se

han empleado tratamientos fisico-quimicos como la coagulacion, floculacion,
oxidacion con ozono entre otros. No obstante, la mayoria de estas técnicas son

costosas y se generan subproductos aiun mas téxicos (Robinson et al., 2001); por

lo cual se han explorado otras opciones como la biosorcién, la biodegradacion
aerdbica o anaerdbica y la produccion de enzimas que catalizan la decoloracién
(Prasad et al., 2011).

Los hongos de la podredumbre blanca son capaces de remover el color de tintes
debido a que producen enzimas inespecificas asociadas a la degradacion de la
lignina. Estas enzimas oxidan los diferentes sustituyentes y los anillos aromaticos
de tintes debido a que éstos tienen una estructura similar a las subunidades de

fenilpropano que estan presentes en la lignina (Dashtban et al., 2010). La enzima

lacasa (E.C. 1.10.3.2), manganeso peroxidasa (E.C. 1.11.1.13) y lignina peroxidasa
(E.C. 1.11.1.14) son las enzimas mas estudiadas; sin embargo, otras enzimas como
la peroxidasa versétil, cresolasas, catecol oxidasas, glioxal oxidasas, aril-alcohol
oxidasas Yy tirosinasas, también pueden estar implicadas en la degradacion de
sustratos mas sencillos con la produccion de radicales libres. Su accién individual,
cooperativa o sinérgica permite llevar a cabo el proceso de degradacion por via

enzimatica para formar intermediarios menos complejos, llegando incluso a la

mineralizacion completa hasta COz, y agua (Fernandez et al., 2011).

Aun cuando las lacasas son las enzimas mas involucradas en los procesos de
biorremediacion, su accion se encuentra limitada debido a su bajo potencial redox
(0.4-0.8 V) y a la elevada heterogeneidad de componentes en los efluentes en

donde las lacasas actuan preferentemente sobre los fenoles (Majcherczyk et al.,




Capitulo 1. Introduccion
2008). El rango de accion de las lacasas hacia los sustratos puede ser aumentado
mediante el uso de moléculas de bajo peso molecular que actian como mediadores-
redox. La descripcion del sistema lacasa-mediador ampli6 enormemente la
versatilidad de las lacasas para su aplicacion biotecnolégica orientada a la
degradacion de sistemas que contienen diversos compuestos aromaticos

recalcitrantes (Cafas et al., 2010). Se han descrito mas de 100 posibles mediadores

(Johannes et al., 2000) pero los mas comunmente utilizados son los mediadores

sintéticos como el ABTS (2,2'-azino-bis-(3-etil-benzotiazolin-6-sulfénico), el HBT (1-
hidroxibenzotriazol) y el acido violurico (VIO) que han sido eficientes en algunos
procesos de biorremediacion ambiental (Moya-Lobo, 2011). Sin embargo, estos

mediadores tienen un precio elevado y propiedades téxicas, y por otra parte, la
enzima puede ser desnaturalizada por la formacion de radicales activos. Una
alternativa amigable con el medioambiente es el desarrollo de procesos microbianos
con hongos de la podredumbre blanca que durante su crecimiento en sustratos con
lignina producen lacasas y liberan compuestos fendlicos de diversa naturaleza
quimica. Diversos fenoles derivados de la lignina son eficientes mediadores
naturales debido a que generan como intermediarios de la reaccién con lacasas,
radicales libres con alto potencial redox (1-1.3 V). Algunos de éstos incluyen el &cido
vainillico, guayacol, dimetoxifenol y el &cido siringico entre otros. Recientemente se
ha descrito la accion de la acetosiringona entre los mediadores naturales de lacasa
mas rapidos y eficaces debido a la elevada estabilidad de los radicales libres que

se generan (Martorana et al., 2013).

En este trabajo se estudio el potencial del hongo nativo Trametes hirsuta (Tapia-
Tussell, 2011; Zapata-Castillo et al., 2015) en la produccion de extractos fendlicos

durante su cultivo en salvado de trigo. Se determinoé la accidén de los extractos que
contienen compuestos derivados de la lignina como mediadores-redox en la
decoloracién de tintes industriales y se identificaron los perfiles de los compuestos

por métodos cromatogréficos.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Efluentes textiles

La industria textil vierte al medio ambiente grandes volimenes de agua residual que
contaminan el medio ambiente debido a su alto contenido de tintes y otros
contaminantes. Se estima que 7x10° Ton métricas de tintes estan disponibles en el
mercado y que el 10-30 % se pierden debido a la ineficiencia del proceso de tefiido

y son descargadas en los efluentes (Sathiya et al., 2007). El uso de una amplia

variedad de colorantes quimicos da origen, en periodos cortos de tiempo, a

efluentes extremadamente variados en su composicion, que requieren de un

tratamiento de aguas muy complejo (Nigam et al., 1996; Kandelbauer et al., 2005).
Los tintes sintéticos son los mas empleados porque tienen mayor variedad de
colores, firmeza, costos moderados, poseen alta estabilidad a la luz, temperatura y

al ataque microbiano (Najafi y Movahed, 2009), sin embargo por estas

caracteristicas son considerados compuestos recalcitrantes. La presencia de color
en los efluentes afecta la estética y solubilidad de los gases en los cuerpos de agua,
esto impide la penetraciéon de la luz, decrece la actividad fotosintética y la
concentracion de oxigeno. Por esta razén pueden ser toxicos para los organismos
de la cadena alimentaria y para la vida acuatica, asimismo, en muchos tintes se ha

evidenciado su efecto mutagénico y carcinogénico (Yetilmezsoy et al., 2009).

Para su tratamiento, suelen utilizarse tratamientos fisicos o quimicos (adsorcion,
precipitacion, filtracion, intercambio i6nico etc.). Sin embargo estas tecnologias
resultan a menudo ineficientes en la remocion de color, caras y poco adaptables a
la amplia variedad de tintes presentes en los efluentes, incluso pueden sufrir
diferentes reacciones que alteran la estructura quimica de los colorantes y resultan
aminas aromaticas toxicas que resultan nuevos componentes xenobioticos (Hao et
al., 2000).
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Tabla 2.1. Caracterizacion de efluentes de la industria textil

Parametro
Color Azul obscuro
pH 8.4-10.0

Soélidos Suspendidos
(ma/L) 185.0 - 294.0
Solidos Totales (mg/L) 1,500 - 2,470

Oxigeno Disuelto (mgO2/L) rxk

DBO (mgOz2/L) 420.0 - 674.0

Prasad et al., 2011.

Algunos estudios de descargas de efluentes textiles mostraron que el blanqueado,
el calentamiento y el tefiido son procesos que tienen el mayor consumo de agua y
que la calidad del agua en el cuerpo receptor después de la descarga se afecta
considerablemente (Tabla 2.1). Los colorantes que se usan en la industria poseen
estructuras quimicas complejas, las mezclas mas utilizadas contienen grupos tipo
azo, diazo, antraquinonas y complejos metalicos. Segun sus propiedades los tintes

pueden ser clasificados como &cidos, basicos, reactivos y directos (Fischer et al.,

2013). La introduccion en el mercado de colorantes reactivos bifuncionales ha
permitido aumentar la fijacion del colorante de 60 % a 90 %. Ademas, si estos
colorantes son heterobifuncionales pueden aplicarse a menor temperatura y son

menos sensibles a los cambios de pH.
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2.2 Clasificacion de tintes

Colorantes tipo azo

Estos colorantes son los mas empleados en la industria textil. Se caracterizan por
su grupo funcional cromoéforo que esta representado por -N=N-. En esta clase
destacan tres familias: monoazo, diazo y triazo; cada una de ellas existe con
diferentes propiedades. Asi encontramos los colorantes azo: acidos, basicos,
reactivos, directos, dispersos y pigmentos, siendo los colorantes monoazo
dispersos los que mayor consumo tienen debido a que se usan para tefiir fibras e

hilos de poliéster, acetato, nylon y acrilico (Arslan-Alaton et al., 2009).

Colorantes acidos

Este término se le da a los colorantes capaces de tener interacciones de carga con
el sustrato como la fibra de lana o seda. Los colorantes 4cidos son compuestos
organicos anionicos que requieren para fijarse a la fibra que ésta esté disponible
con sitios catidnicos. La ionizacidon del colorante se logra al aplicar junto con €l un
acido organico, puede ser acido acético o sulftrico, a un pH entre 2-6 unidades. El
colorante que sobresale por su produccién es el colorante diazo Rojo acido 151
(Pifia, 2007).

OH

Figura 2.1. Colorante rojo acido 151.

Colorantes bésicos
Son colorantes catiénicos que llevan una carga positiva en el croméforo de la
molécula, aunque también la carga puede estar deslocalizada o distribuida a través

de la porcion cationica del colorante (Pifia, 2007). Estos colorantes se utilizan a
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menudo para tefiir fibras de poliéster y nylon modificado debido a que producen alta
intensidad de color y mayor brillantez en la fibra que otros colorantes. Se aplican en
solucion acuosa con suficiente acido acético para mantener el pH entre 4 y 6
unidades, tienen gran capacidad de tefiido ya que so6lo 1 mg/l de colorante produce
una fuerte coloracién al agua, ademas de que tiene la capacidad de ser adsorbido

en muchos minerales y en la materia organica del agua (Arslan-Alaton et al., 2009).

NH>

CHs

Figura 2.2. Colorante azo naranja basico 1.

Colorantes azo reactivos

Son colorantes aniénicos con varios grupos sulfénicos, que los hacen ser muy
solubles en agua. Consisten basicamente de tres componentes: un colorante o
grupo cromoforo, un grupo de unién y un grupo reactivo. Durante el tefiido, el
colorante se hidroliza lo que causa baja fijacion de la fibra, ademas de incrementar
su solubilidad (Pifia, 2007). Estos colorantes se caracterizan por tener en su
estructura uno 0 mas grupos reactivos complejos que pueden ser sensitivos a la
hidrélisis. Ejemplos de grupos reactivos son mono o diclorotriazina vy
tricloropirimidina entre otros. La disminucion de la reactividad de estos colorantes
es causada por la presencia de grupos donadores de electrones, y el incremento de
triazina sustituida con aminas se debe a grupos receptores de electrones como

cloro, flor o bromo en la estructura de la triazina (Guaratini et al., 2000). Los

colorantes azo directos presentan una estructura compleja y se usan para tefir
fibras de algoddn, celulosa y viscosa entre otras. La principal ventaja de estos tintes

es que son muy estables a la luz (Pifia, 2007).



Capitulo 2. Antecedentes
Colorantes tipo Antraquinonas

Las antraquinonas constituyen al grupo mas numeroso de las quinonas naturales,
son la base y fuente de una importante cantidad de colorantes. Son compuestos
aromaticos polihidroxilados mas o menos metilados y cuando hay sustituyentes en
la posicion del C2 o C3, el estado de oxidacion del atomo puede variar (Guaratini et

al., 2000). Constituyen el segundo grupo en importancia de los colorantes sintéticos,

por detras de los azoicos, y se emplean para tefiir algodoén y cuero; mientras los
colorantes azoicos dominan los tonos amarillo, naranja y rojo, las antraquinonas
dominan el azul y el turquesa. La razén por la que los colorantes de tipo
antraquinona tienen menos importancia es exclusivamente econémica; por un lado,
presentan una menor absortividad molar que los azoicos, y por otro, las materias
primas son menos versatiles. Los anillos de antraquinona pueden considerarse
como derivados condensados de la p-benzoquinona, obtenida mediante oxidacién

del p-difenol (Robinson et al., 2001). El anillo que soporta los dos grupos carbonilo

no es aromatico, aunque es un sistema muy conjugado y, por tanto, bastante

estable.

Aunque la antraquinona ya tiene color amarillo, no se usa como colorante. Si son
colorantes muchos derivados de antraguinona con grupos amino, hidroxilo,
sulfénicos u otros en distintas posiciones de los anillos de benceno. La antraguinona
se puede obtener por tres procedimientos diferentes: 1). Oxidacion directa del
antraceno; 2). A partir de naftaleno y butadieno, usando una reaccion de Diels-Alder
como etapa clave de la sintesis; C). Mediante una reaccion de Friedel-Crafts sobre

el benceno, utilizando anhidrido ftalico o un derivado suyo (Robinson et al., 2001).

Colorantes de indigo

El indigo es uno de los colorantes naturales mas antiguos y mas utilizados; el
colorante era extraido por las civilizaciones antiguas de las plantas del género
indigo. En la planta existe un B-glucésido denominado indican, que por fermentacion
genera indoxilo, el cual, por oxidacion al aire, da lugar al indigo. En 1869, Von

Baeyer propuso como estructura del indigo la mostrada en la Figura 2.3a; no
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obstante, en 1928, mediante difraccion de Rayos X se comprobo que la estructura
propuesta por von Baeyer no era correcta, sino que la forma en la que el indigo
existe, tanto en estado soélido, como en disolucion, es el isémero trans (Figura 2.3b).
(Robinson et al., 2001).

Figura 2.3. Estructura del indigo.

El uso de los colorantes de indigo esta restringido actualmente a la fabricacién de
prendas para las que se busca un efecto destefiido intencionado, como los

vaqueros, ya que son colores poco estables a la luz y poco resistentes al lavado.

Colorantes de Trifenilmetano
Los colorantes de trifenilmetano derivan del cation trifenilmetano, un cation muy
estable, que se puede aislar en forma de sal, debido a la estabilizacién por

resonancia. Estos colorantes también se denominan de tipo triarilmetina (Robinson

OO
O

Figura 2.4. Cation trifenilmetano.

et al., 2001).

Dadas sus caracteristicas de solubilidad y estabilidad, los métodos tradicionales de

floculacion, sedimentacidon o adsorcion no son Utiles en la remocidon de estos
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compuestos. Esto resalta la importancia del desarrollo de procesos para el
tratamiento de efluentes de la industria textil que sean eficientes, de bajo costo y
gue sean amigables con el medio ambiente, es decir que no generen subproductos
toxicos (GilPavas et al., 2017).

La clasificacion de los colorantes segun el grupo croméforo que poseen, es decir
segun la familia estructural a la que pertenecen, se recoge en la Tabla 2.2. Se
incluyen en ella solo los cuatro grupos mas importantes desde el punto de vista
industrial (Prasad et al., 2011).

Tabla 2.2. Clasificacion de tintes

Familia Grupo cromoforo Gama de colores

Azoicos N=N Amarillo-Azul

Antraquinonas °“ Amarillo — Violeta

N
Inddlicos O = O Azul - Violeta
N

Trifenilmetano - Naranja-Violeta
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2.3 Hongos ligninoliticos

Los hongos ligninoliticos son los microorganismos mas estudiados para la
degradacion de compuestos xenobioticos. Su capacidad de degradaciéon de un
compuesto tan complejo como la lignina ha hecho considerar estos hongos como
una posible alternativa para la eliminacion de otros muchos compuestos de baja

biodegradabilidad (Quintero, 2006). Estos hongos se clasifican de acuerdo al modo

en que atacan la madera en hongos de la podredumbre marrén, blanda y blanca.

Hongos de podredumbre parda o marrén: Son capaces de degradar los
carbohidratos de la pared celular de las plantas, pero no la lignina. Dado que el color

pardo de la madera es conferido por la lignina, dicho color permanece intacto.

Figura 2.5.Hongos de la podredumbre blanca.
Hongos de podredumbre blanda: Atacan la madera en condiciones de alta

humedad, provocando el reblandecimiento de los tejidos y en consecuencia una

pérdida de peso significativa.

10
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Hongos de podredumbre blanca: Son hongos basidiomicetos que tienen la
capacidad para degradar simultaneamente la lignina y todos los carbohidratos de la
pared celular. En muchas ocasiones estos hongos degradan preferentemente la
lignina, de manera que permanecen la celulosa y hemicelulosa, confiriendo el color
blanco a la madera. A este grupo de hongos pertenece Phanerochaete
chrysosporium, que es el mas comunmente empleado para la degradacion de la
lignina, otros hongos que han sido estudiados son Bjerkandera adusta, Trametes

versicolor, Pleurotus eryngii, Trametes hirsuta y Pleurotus ostreatus entre otros.

Los hongos de podredumbre blanca son capaces de degradar la lignina por medio
de la secrecion de enzimas extracelulares mediante su metabolismo secundario.
En la degradacion enzimatica de la lignina intervienen una serie de reacciones
inespecificas que originan la formacion de radicales libres en el biopolimero y dan
como resultado la desestabilizacion de los enlaces y finalmente la ruptura de la

macromolécula (Quintero, 2006).

La peculiar irregularidad estructural del polimero de lignina hace que estas enzimas
se caractericen por tener mecanismos de accidén poco especificos que oxidan los
anillos arométicos constitutivos de dicho polimero. Las enzimas que participan en
este proceso son la lignina peroxidasa, la peroxidasa dependiente de manganeso y
la lacasa, una fenoloxidasa que contiene principalmente cobre en su sitio activo. El
patron de expresion de esas actividades enzimaticas depende de los diferentes
organismos y del medio en donde se desarrollen. La inespecificidad quimica y la
intensa actividad oxidante de estas enzimas les confieren una considerable
capacidad de degradar diferentes compuestos organicos con estructura similar a la

de las unidades monomeéricas que constituyen la lignina.

La lignina, junto con la celulosa y hemicelulosa son los componentes principales de
las plantas y la forma mas abundante de carbonos aromaticos en la biosfera. Las
macromoléculas de lignina se forman a partir de tres precursores alcohdlicos

(alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol sinapilico). Cuya polimerizacion

11
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al azar tras la formacion de sus radicales correspondientes, produce una estructura
totalmente heterogénea e irregular y finalmente una molécula tridimensional, amorfa
e insoluble en agua. Debido a su complejidad, esta macromolécula confiere fuerza
y rigidez a las paredes de las células y a los tejidos de todas las plantas vasculares
actuando como un pegamento entre los polisacaridos. Ademas la lignina interviene
en el transporte de agua en las plantas y forma una barrera contra la destruccion
microbiana protegiendo a los polisacaridos facilmente asimilables (Hofrichter et al.,
2010).

Entre los diferentes xenobidticos que pueden ser transformados por hongos
basidiomicetos se encuentran fundamentalmente plaguicidas, hidrocarburos
aromaticos (fenantreno, pireno, etc.), compuestos organicos clorados

(pentaclorofenoles, cloroanilinas, bifenilos policlorados). Azocolorantes, etc.

Il
CH
CH,OH
1
L P o )
OMe CH o CH
MeO | OMe
HC—0—Carbohidrato
OH

OHC=—C—CH,0H HGC=—0H OMe
| : f @ CH,0H HE o
; |

OMe

Figura 2.6. Estructura modelo de la lignina.
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Este sistema ligninolitico, ha demostrado ser muy versatil y atractivo para fines
ambientales, porque puede servir para eliminar diversos contaminantes dificiles de
degradar (Andrade-Ponce et al., 2012).

2.4 Lacasa

Las lacasas (p-difenol: oxigeno 6xido reductasas E.C: 1.10.3.2). Son enzimas que
catalizan la oxidacién de una amplia variedad de sustratos organicos e inorganicos
incluyendo mono-, di- y polifenoles, aminofenoles, metoxifenoles, aminas
aromaticas y ascorbato junto con la reduccion de cuatro electrones de oxigeno a

agua (Galhaup et al., 2002). Son enzimas que contienen cobre y por esto se

encuentran dentro del grupo de las proteinas azules de cobre u oxidasas azules de
cobre. La habilidad de las lacasas para oxidar compuestos fenélicos asi como su
habilidad para reducir oxigeno molecular a agua ha llevado a estudios intensivos de
estas enzimas (Madhavi et al., 2009).

Figura 2.7. Estructura tridimensional de la enzima lacasa.
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Se han estudiado méas de 100 lacasas, que han sido aisladas y caracterizadas de

varios organismos (Morozova et al., 2007).Las lacasas son ampliamente

distribuidas en plantas superiores tales como Rhusvernicifera, Rhussuccedanea,
Lactarius piperatus y Prumuspersica. También estan presentes en hongos por
ejemplo Polyporus versicolor, Pleurotus, Pholiata, Podospora anserina, Neurospora
crassa. Aspergillus nidulans y hongos de la podredumbre blanca como
Pyriculariaoryzae. Aunque las enzimas lacasas son ampliamente distribuidas en
plantas y hongos, la actividad lacasa ha sido reportada solo en algunas bacterias
incluyendo Azospirillum lipoferum, Marinomonas mediterranea, Streptomyces

griseusy Bacillus subtillis (Loera et al., 2006).

Las lacasas estan involucradas en varias funciones fisiolégicas. Las lacasas de
origen vegetal tienen un importante papel en respuesta a heridas y también en la
biosintesis de la lignina, donde la actividad de la lacasa fue encontrada en las
células lignificadas. En hongos, las lacasas estan involucradas en la degradacién
de la lignina, asi como en varias otras funciones, incluyendo: pigmentacion,
formacién de cuerpos fructiferos, esporulacion y patogénesis. Es bien reconocido
que las lacasas juegan un papel en ambos procesos de polimerizacion vy

despolimerizacion de la lignina (Palonen, 2004). Otras funciones, como la oxidacion

de &cidos himicos y oxidacion de Mn*? a Mn*3 también se han propuesto para

lacasas fungicas (Loera, et al., 2006). Los tipos de isoenzimas de lacasas fangicas
son extracelulares e intracelulares. Hay esencialmente tres posibles funciones que
han sido atribuidas a las lacasas fungicas: (1). formacién de pigmentos, (2).

degradacion de lignina y (3). Detoxificacion (Solomon et al. ,2001).

Las lacasas son glicoproteinas con un peso molecular de 50-130 kDa. Las porciones
de carbohidratos de las lacasas vegetales constituyen cerca del 45% del peso
molecular, mientras que las lacasas fungicas contienen menos carbohidratos (10-
30%). EI carbohidrato contiene compuestos monosacaridos tales como
hexoaminas, glucosa, galactosa, fructosa, arabinosa y principalmente manosa

(Leonowicz et al., 2001).
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Las lacasas flingicas tienen un punto isoeléctrico (pl) de un rango de 3 a 7, mientras
que las lacasas de las plantas el punto isoeléctrico tiene un rango de valores hasta
9. La mayor diferencia entre las dos enzimas es que las enzimas fungicas tienen un
pH éptimo entre 3.6 y 5.2, mientras que las lacasas de plantas como Rhus
vernicifera tienen un pH optimo entre 6.8 y 7.4. El bajo pH optimo de la enzima
fungica puede deberse a que estan bien adaptados a crecer bajo condiciones
acidas, mientras que las lacasas de plantas son intracelulares, tienen su pH optimo
cerca del rango fisiologico. Las enzimas fungicas son responsables del mecanismo
de la remocion de fenoles toxicos por el medio en que este hongo crece en

condiciones naturales. Mientras que las enzimas de plantas son involucradas en

procesos sintéticos tales como la formacion de lignina (Benfield et al., 1964). Las
lacasas pueden ser altamente inhibidas por varios agentes. Pequefios aniones tales
como azidas, halidas, cianina, tiocinanina, fluorida y enlaces de hidréxido del tipo 2
y 3 del cobre, resultan en una interrupcion de la trasferencia del electron interno y
la inhibicion de la actividad. Otros inhibidores incluidos los iones metélicos (ej. Hg?*),
acidos grasos, agentes sulfidrilicos, hidroxiglicina, acido Kojico, desferal y
detergentes cuaternarios de amonio catiénicos que pueden estar involucrados en
las modificaciones de los residuos de aminoacidos, cambios de conformacion o

guelacién del cobre.
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2.5 Mecanismo de accién de las lacasas

La lacasa contiene cuatro atomos de cobre que han sido clasificados de acuerdo a
su caracteristica del electréon por resonancia paramagnética (EPR). Las lacasas son
oxidasas azules que contienen al menos un cobre tipo 1 (T1) o azul, que es
presumiblemente el primer sitio de oxidacion y que le da el color azul caracteristico,
estas oxidasas emplean al menos tres cobres adicionales; un tipo 2 (T2) o normal y
dos cobres tipo 3 (T3) ordenado en un grupo trinuclear, siendo el ultimo sitio donde

se da la reduccién de oxigeno molecular (Piontek et al., 2002).

La enzima lacasa oxida el sustrato por remocion de un electron por vez y genera
radicales libres que pueden ser polimerizados. La enzima guarda electrones libres
de las reacciones de oxidacion individual y en este estado es reducido totalmente,
conteniendo un total de cuatro electrones, a esto, la enzima puede transferir estos

electrones al oxigeno molecular para formar agua (Loera et al., 2006).

El potencial redox del sitio de cobre Tl es directamente responsable para la
capacidad catalitica de la enzima y representa el paso limitante de la catalisis. El
mecanismo de interaccion entre la lacasa del sitio T1 y este substrato parece ser
identificado entre las lacasas fungicas. Sin embargo, se han descrito importantes
diferencias entre los sitios activos de la lacasa. En su estado nativo la enzima tiene
atomos de cobre en un estado monovalente como Cu*. Cuando el dioxigeno se une
al grupo trinuclear formado por cobre T2 y T3, los cuatro &tomos de cobre son
oxidados (Cu?*) en dos pasos, mientras que al pasar por un nivel intermediario de
peréxido el oxigeno es luego reducido a oxigeno divalente, y consecuentemente se

convierte en agua.

La oxidacion del sustrato (S) es siempre llevada a cabo por el cobre T1. Los
electrones son transferidos del sitio T1 al grupo trinuclear por un triplete modificado
de histidina-cisteina-histidina. Cada sustrato es oxidado por un electrén sucesivo

del paso de oxidacion. La captura de los cuatro electrones por el sustrato (S)
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devuelve la enzima a su estado nativo. La proporcion estequiométrica corresponde
a la razén molar de transformacion de sustrato/dioxigeno es generalmente 4/1.
Cuatro electrones retirados por cuatro sustratos moleculares por un dioxigeno
reducido Figura 2. 8. (Majeau et al., 2009).

OH O-

4x©\ 4x©\
R R

2 :
— His-Cys-His —-@
(CutrCu") \®

o, 2 H,0

Figura 2.8. Ciclo catalitico de la lacasa.

2.6 Mediadores redox

Los mediadores redox, o simplemente "mediadores” comunmente conocidos, son
moléculas de bajo peso molecular que actian como una especie de lanzadera de
electrones: una vez que el mediador es oxidado por la enzima, se difunde lejos del
sitio catalitico y a su vez oxida cualquier sustrato que debido a su tamafio no podria
entrar directamente al sitio catalitico de la enzima. El mediador oxidado participa en

el mecanismo de oxidacion extendiendo el rango de actividad de la lacasa a

compuestos de naturaleza no fendlica (Figura 2.9). (Kokol et al., 2007). En el
sistema lacasa-mediador, el mediador actia como un agente cooxidantes, lo que
permite aumentar la accién de la enzima sobre el sustrato o ampliar el nimero de

sustratos sobre los cuales puede actuar la lacasa.

Oy, lacasa mediador,, sustrato

HO lacasa,, mediador sustrato,,

Figura 2.9. Mecanismo de Oxido-reduccion del sistema lacasa-mediador.
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La eleccion del mediador juega un papel muy importante en la efectividad del
sistema enzima-mediador. Se han descrito mas de 100 mediadores y se ha probado
su aplicacion en muchos campos, como es en la oxidacion de hidrocarburos
poliaroméaticos y en la decoloracion de colorantes textiles, entre otros (Kokol et al.,
2007). El mediador redox ideal debe ser un compuesto de bajo peso molecular,
debe ser sustrato de la enzima, los radicales que forme no deben inactivar la lacasa,
deben ser suficientemente estables y capaces de reciclarse en sucesivos ciclos de
oxido-reduccioén sin degradarse. Ademas, desde el punto de su aplicacion industrial
y del medioambiente, los mediadores deberian ser compuestos de bajo costo, no
toxicos y de facil biodegradacion (Cafias et al., 2010).

Se han identificado compuestos mediadores de origen tanto natural como sintético.
(Bourbonnais y Paice 1990) describieron por primera vez la capacidad del

compuesto sintético, 2,2'- azino - bis - 3 - etiltiazolina - 6 - sulfonato (ABTS), (Heap
et al., 2014) demostrando que es un mediador eficaz de la lacasa en la oxidacion
de compuestos no fendlicos del modelo de lignina con alto potencial redox (E °). Se
han identificado otros mediadores sintéticos que incluyen el 1-hidroxibenzotriazol
(1-HBT), N - hidroxiptalimida (HPI), &cido violurico (VA), 2,2,6,6 - tetrametil - 1 -
piperidiniloxi (TEMPO) y &cido 1 - nitroso - 2 - naft - 3,6 - disulfonico (NNDS)
(Johannes et al., 2000). EI ABTS y 1-HBT se utilizan industrialmente en la

deslignificacion de la pasta de celulosa, en la decoloracion y detoxificacion de
colorantes textiles (Loera et al., 2006).

A partir del descubrimiento del efecto potenciador de los mediadores, especialmente
en la degradacion de la lignina, el uso del SLM (sistema lacasa —mediador) se ha
estudiado para mejorar el tratamiento de la lignocelulosa como en el blanqueo de
pulpa de papel y refinacion, asi como otras modificaciones de la fibra. El SLM se ha
utilizado en otras areas de aplicacién como la sintesis organica donde se han
logrado catalizar reacciones diversas, y en el tratamiento de aguas residuales donde

se ha logrado incrementar la eficiencia en la eliminacion y/o detoxificacion de
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compuestos xenobidticos como colorantes textiles y clorofenoles. En los Ultimos
afos, la investigacion se ha centrado en la busqueda de mediadores naturales para
reemplazar los sintéticos (Kokol et al., 2007). Dependiendo de la estructura quimica

de los compuestos, los mediadores de lacasa actian por diferentes mecanismos
Por transferencia de electrones como ocurre en el ABTS, por transferencia de
hidrogeno radical en los sustratos que son mas dificiles de oxidar (también conocida
como la ruta radical). Esto ha sido demostrado con el mediador 1-HBT y por medio
de una oxidacion iénica que es Unica para el mediador de lacasa TEMPO (Fabbrini
et al., 2002).

2.6.1 Mecanismos de accién de mediadores redox

El ABTS y el mecanismo de transporte de electrones

El ABTS es oxidado por la lacasa produce el cation estable de color verde ABTS™
que es lentamente oxidado al dication, ABTS?*. EI ABTS oxidado continda la
transferencia de electrones (TE), este mecanismo permite la oxidacion de sustratos
no fendlicos. A través de estas reacciones, se extrae un electron del sustrato mono

electronicamente, seguido por la pérdida de H* (Bourbonnais et al., 1998, Fabbrini

et al., 2002) (Figura 2.10).

CHZOH CH,OH GHOH

52643

Figura 2.10 La oxidacion del alcohol 4-metoxibencilico a metoxibenzaldehido a

través del sistema lacasa-ABTS por la via de transferencia de electrones.
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Se ha demostrado que el cation ABTS reacciona de forma insuficiente con los
compuestos no fendlicos por lo que se cree que el dicatién es el responsable de
realizar la etapa de transferencia de electrones necesaria para la oxidacion. Lo
anterior est4 soportado por los potenciales redox del catién y dication que han sido
establecidos como 0.69V y 1.1V respectivamente. EIl mecanismo exacto de
oxidacién del ABTS?" a sustratos no fendlicos ain no ha sido totalmente

esclarecido. Branchi et al., 2005 sugirieron que los productos de la degradacién de

ABTS "y ABTS?* se forman por hidrélisis durante la reaccion entre la lacasay ABTS

y son los que participan en la oxidacién de estructuras no fendlicas.

Mecanismo radical de transferencia de atomos de hidrégeno

El sistema mediador de lacasa mas eficaz es el mecanismo de oxidacion de
radicales. Esto se aplica a la generacion de radicales fenoxilo (PhO?) y nitroxilo (>
N-O%). Los radicales nitroxilo se generan a partir de la oxidacién por lacasa de
mediadores sintéticos tales como 1-HBT, HPI, &cido violarico (VLA) y N -
hidroxiacetanilida (NHA). Los radicales fenoxilo se generan a partir de la oxidacion
de compuestos fendlicos por la lacasa como el &cido 3 - hidroxiantranilico (3 - HAA).
Ambos radicales PhO* y NO* oxidan sustratos no fenélicos por un mecanismo de
transferencia de atomos de hidrégeno (HAT). En esta via, la lacasa oxida el

mediador para producir una especie radical (Xu et al., 2000). Posteriormente, la

especie radical sustrae un atomo de hidrégeno desde el sustrato para producir un
sustrato de especies radicales, en el caso del sustrato bencilico, se producira un
radical bencilico (Figura 2.11). El sustrato reacciona con el oxigeno para generar

los productos finales de oxidacion (Cantarella et al., 2003).

A pesar de su alta eficiencia, se ha evidenciado que los radicales N-O® se pueden
descomponer en especies que inactivan la lacasa. Por otro lado, los radicales PhO*
presentan beneficios en el proceso mediante la proteccidén de la enzima lacasa de
los grupos N-O* y esta proteccidon puede durar horas. Durante la oxidacion del acido

3-hidroxiantranilico (3-HAA), los radicales fenoxilo reactivos pueden experimentar
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reacciones de acoplamiento oxidativo produciendo dimeros fendlicos, que a su vez
pueden comportarse como mediadores.

Med-OH ———— = Med-OH'? ——— MedO-

CH,OH CHOH CHO
MedOr
— = —
-Med-OH
OMe OMe OMe

Figura 2.11. Oxidacion del alcohol 4-metoxibencilico a 4-metoxibenzaldehido a

través del mecanismo de transferencia del atomo de hidrégeno de la lacasa-1-HBT

TEMPO y larutaiénica

El 2,2'6,6'-tetrametilpiperidina-N-oxilo (TEMPO) es un radical aminoxilo estable que
actia como un mediador de lacasa, pero sigue un mecanismo diferente para permitir
la oxidacion de los sustratos no fendlicos. Se sigue una ruta de oxidacion iénica y
esta reaccion se emplea para la oxidacion de alcoholes primarios. La lacasa (y otros
oxidantes quimicos) oxidan TEMPO a un ion oxoamonio estable. El radical ataca
entonces al sustrato como un nucledfilo y elimina un (a-protén). Esta reaccion
produce el sustrato oxidado y un TEMPO (N-OH) reducido, que puede ser oxidado
de vuelta a TEMPO (N-O-) y luego sigue un ciclo para formar el ion oxoamonio de
nuevo (Figura 2.12) (Galli et al., 2004).

S D —— L - O

4 1
HO O 3 OH
oxXoanunonitum ion Reduced TEMPO

HéH-\B

1 (@]
Figura 2.12. La oxidacion de alcohol bencilico a benzaldehido por la ruta idnica de
lacasa-TEMPO de oxidacion. El radical N-oxilo "estable” de TEMPO.

Laccase
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2.7 Mediadores redox de origen sintético
El primer mediador sintético descrito fue el ABTS (acido (2,2’-azinobis-(3-etil -

benzotiazolina-6-sulfonico)) (Bourbonnais y Paice, 1990). El primer paso en su

oxidacion lleva a la formacion del radical catiobnico (ABTS**), el cual es oxidado
posteriormente al dication (ABTS?*), que es el responsable Ultimo de la oxidacién
de lignina utilizando una via de transferencia electronica (TE). A partir de entonces,
se han llevado a cabo numerosos estudios para encontrar nuevos mediadores
sintéticos y determinar su mecanismo de accién. Los mediadores sintéticos han

demostrado ser mediadores eficientes de las lacasas.

(9]
(L
N N
OH

(]
HBT (1-hidroxibenzoltriazol)  HPI (N-hidroxiftalimida)

HN 2 OH H:G
. - CcC=0
ST O
HN OH
(@]
AV (&cido violdrico) HAA (N-hidroxiacetanilida)
N
HsC 1| CH;j
O.

TMPO (2, 2, 6,6'-tetrametilpiperidina)
Figura 2.13. Estructura de mediadores sintéticos de lacasa de tipo N-OH.

Los principales problemas encontrados durante la deteccion de mediadores
sintéticos estan asociadas a la inestabilidad de los intermediarios del mediador, que
dan lugar a ciclos redox incompletos o pobres en la oxidacion del sustrato. Ademas,
los mediadores sintéticos son caros, toxicos, y dificil de reutilizar, ya que forman

subproductos (Srebotnik y Hammel, 2000). La mayoria de los subproductos son

ademas inhibidores de la lacasa a concentraciones superiores a 1 mM. En el caso
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del mediador TEMPO, aunque también es un compuesto de tipo NOH su

mecanismo de accion es de tipo ionico, no radicalario (Fabbrini et al., 2002).

HaC CH3

M
Hy | H,
=

Figura 2.14. Estructura de mediador TEMPO.

Otros tipos de compuestos organicos también se han empleado como mediadores
de lacasa en la oxidacién de compuestos modelo de lignina, pasta kraft o colorantes
textiles. Entre ellos se encuentran compuestos nitrosos y fenotiazinas como por
ejemplo la promazina, el acido propionicofenotiazina o el acido 2-nitro-1-naftol-4-

sulfénico (Camarero et al., 2006). Por otro lado, iones metalicos como el Mn2*

pueden actuar como mediadores de lacasa al ser oxidados por la enzima a Mn3*
Recientemente, compuestos metdlicos llamados polioxometalatos han sido
descritos como mediadores de lacasa en la degradacion de la lignina. Se ha
demostrado que la combinacién de dos o mas mediadores (por ejemplo, ABTS y
HBT) puede producir un efecto sinérgico en la actividad oxidativa de compuestos

aromaticos recalcitrantes (Kokol et al., 2007).

A pesar de todas las ventajas asociadas al sistema lacasa-mediador, existen
aspectos que limitan su aplicacion. Entre ellos se encuentran el elevado costo de
los mediadores de origen sintético, la posible generacion de derivados téxicos (y la
carencia de estudios suficientes sobre los efectos de éstos). Ademas la enzima
puede ser inactivada por los radicales de algunos mediadores o la degradacion del
mediador a especies inactivas (como por ejemplo benzotriazol a partir del HBT).
Esto ha llevado a canalizar los esfuerzos de investigacion para obtener mediadores
naturales que pueden ofrecer ventajas medioambientales y econémicas (Lew et al.,
2014).
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2.8 Mediadores redox de origen natural

El medio ambiente natural también produce una serie de compuestos que se sugiere
gue se comporten como mediadores redox durante procesos naturales tales como
la deslignificacion de la madera por hongos blancos de la putrefaccion. Estos
"mediadores naturales” son a menudo referidos como "potenciadores” debido a su
escasa estabilidad como verdaderos mediadores, y son, en la mayoria de los casos
estructuras fendlicas. Los mediadores naturales pueden ser tanto los metabolitos
fendlicos fungicos o fenoles derivados de la lignina. La ventaja de los mediadores
naturales es que pueden ser menos téxicos y que podrian ser producidos a un costo

menor que los sintéticos (Camarero et al., 2006). Los mediadores naturales

constituyen un vehiculo de transporte de electrones ya que, una vez oxidados por
la enzima, y estabilizados en forma de radicales, difunden lejos del centro activo vy,
mediante mecanismos de oxidacion diferentes del enzimatico, oxidan sustratos que

bien por su tamafio no pueden acceder al bolsillo enzimatico (Kokol et al., 2007).

UQ""E:"-“DH} "M“‘-‘:t_,.-‘H
H5C oH
HOx f L]

HyCO Hy HyCOr Hy
OH HaCO OH
Acetosiringona Acido sinapico Siringaldehido
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o . %{:"‘f
HO /If (=]
HaCO Myl

O

A inill Acido p-cumarico
cetovainillona Vainillina

Figura 2.15.Estructura de Mediadores Naturales.
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Figura 2.16. Representacion de las reacciones mediadas por la lacasa.

Durante los estudios de la deslignificacion enzimatica, se determindé que la
reactividad de la lacasa disminuye con el aumento del tamafio del sustrato, por lo
tanto, la accesibilidad limitada del sustrato lignina se supera mediante el uso de
mediadores de lacasa apropiados. En la etapa de reaccion inicial, el mediador es
oxidado por la lacasa a un compuesto con potencial redox intermediario alto. A partir
de entonces, siguiendo la cinética de reaccion de difusion controlada, el mediador
oxidado se difunde lejos de la enzima, y debido a su tamafio pequefio es capaz de
penetrar los poros de las paredes celulares de las plantas para alcanzar el sustrato.
Como resultado, el sustrato (lignina, compuestos aromaticos, etc.), se oxidan por
los compuestos intermediarios que no se pueden oxidar directamente por lacasa,
mientras que el mediador oxidado se reduce a su forma inicial. Por otra parte, el
mediador debe ser capaz de mantener continuamente la conversién redox ciclica
(Lew et al., 2014).

El uso de compuestos fendlicos naturales que son mas baratos, no téxicos y mas

respetuosos con el medio ambiente, ha despertado recientemente gran interés. En
particular, los fenoles derivados de la lignina son mediadores eficientes, sin
embargo, hasta el momento, existe muy poca informacion sobre las estructuras de
los intermediarios que se generan durante las reacciones cataliticas en el SLM
(Martorana et al., 2013).
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El acido 3-hidroxiantranilico es un metabolito secundario sintetizado por P.
cinnabarinus que fue el primer compuesto de origen natural descrito como mediador
en la oxidacion de sustratos no fendlicos y lignina sintética por la lacasa de P.
cinnabarinus (Li et al., 2001). Se han identificado mediadores naturales no toxicos,

tales como anilina, el acido 4-hidroxibenzoico, el alcohol hidroxibenzilico, acido
gélico, acido cafeico y &cido p-hidroxibenzéico que han demostrado ser mas
eficientes que el ABTS y el HBT. También se ha reportado un incremento
proporcional de la oxidacion de la lacasa, con los potenciales redox de los
aminoacidos metionina, cisteina y glutamato reducido. Estos amino&cidos contienen

grupos sulfhidricos, que se activan como compuestos mediadores (Johannes et al.,

2000). El siringaldehido y la Acetosiringona, han sido descritos como mediadores
en la decoloracién del indigo carmin, asi como para la transformacion del fungicida
cyprodinil y la degradacion de hidrocarburos. Una amplia busqueda de mediadores

naturales fue realizada por (Camarero et al., 2007), en este estudio probaron 44

compuestos naturales derivados de la lignina y entre ellos se seleccionaron 10
compuestos fendlicos como el acido siringico, guayacol y p-hidroxifenil,
caracterizados por la presencia de una o dos subunidades no metoxi (en posiciones
orto con respecto al fenol hidroxilico). El siringaldehido, Acetosiringona, vainillina,
acetovainilina, metilvainilato y el &cido p-cumarico han sido descritos por ser los mas
efectivos para la oxidacion mediada usando lacasas de P. cinnabarinus y T. villosa.
Entre ellos, el siringaldehido y la Acetosiringona pertenecen a los productos
principales de ambas degradaciones bioldgica y enzimatica de lignina rica en acido
siringico (Baldrian, 2006).
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3 JUSTIFICACION

Los efluentes textiles contienen mezclas complejas de tintes que representan una
fuente de contaminacion ambiental por su elevada toxicidad. Actualmente se utilizan
métodos fisico-quimicos que generan grandes cantidades de lodos dificiles de
disponer. Las lacasas son fenol oxidasas que actlan sobre diversos sustratos
fendlicos como los que se encuentran en los efluentes. Sin embargo, estas enzimas
tienen un bajo potencial redox que limita su accion en los procesos. Los mediadores-
redox han sido descritos como potenciadores de la actividad de lacasas en procesos
de deslignificacion y decoloracion de tintes. En los Ultimos afios se han dirigido los
esfuerzos a la busqueda de mediadores naturales inocuos y de bajo costo. Los
hongos de la podredumbre blanca liberan compuestos fendlicos durante su
crecimiento en sustratos lignocelulésicos que pueden ser utilizados como
mediadores redox en el tratamiento de tintes industriales, por lo que este trabajo
esta dirigido a la obtencion de mediadores a partir de fuentes naturales renovables
como el salvado de trigo y demostrar su eficiencia en la decoloracién mediante el

sistema lacasa-mediador de Trametes hirsuta Bm?2.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la eficiencia del sistema lacasa-mediador de Trametes hirsuta Bm2 en

la decoloracion de tintes industriales.

4.2 Objetivos especificos

Obtener lacasas y extractos de compuestos derivados de la lignina (CDL) a partir
del cultivo de T. hirsuta en salvado de trigo.

Establecer las condiciones del SLM (CDL) en la decoloracion de tintes industriales.

Comparar la eficiencia de mediadores naturales y sintéticos con el SLM (CDL) en la
decoloracion de tintes industriales.

Determinar el perfil de los compuestos fendlicos presentes en los extractos CDL.

Analizar los productos de transformacion del tinte indigo carmin durante el
tratamiento con el SLM (CDL).
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Microorganismo
Se utilizé el hongo de la podredumbre blanca Trametes hirsuta Bm2 que fue aislado

de desechos de madera de Yucatan (Tapia-Tussell, 2011). Este hongo forma parte

de la coleccién de cultivos del Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Microbiana de
la Divisiébn de Estudios de Posgrado e Investigacion del Instituto Tecnoldgico de
Mérida.

5.2 Propagacion de la cepa
La cepa Trametes hirsuta Bm 2 se propagd en placas de medio sélido con extracto
de malta al 2% y agar bacteriologico al 2%. Se transfirio un cuadro de micelio en el

centro de la placa y se incub6 a 35 °C durante 4 dias.

5.3 Preparacion del in6culo

Se usaron matraces Erlenmeyer de 125ml con 50ml de medio YMPG liquido que
contenia en g/L: glucosa 10g, extracto de malta 10g, peptona 2g, KH2PO4 29,
MgSO4*7H20 1g y tiamina HCI 1mg ajustado a pH 4.5. A cada medio se adicion6 1
cm? del micelio propagado en el medio sélido. Los matraces se incubaron a 35 °Cy
150 rpm en una incubadora Lab-line por 5 dias. El pellet formado se homogeniz6
durante 1 min con un homogeneizador ultraturrax para usarlo como inéculo en las

fermentaciones con salvado de trigo.

5.4 Produccion de lacasas en salvado de trigo

Se usaron matraces Erlenmeyer de 150 ml con 50 ml de buffer de fosfatos (1M) a
pH 6 y 3% de salvado de trigo (All Bran de Kellogg's). Los medios se inocularon con
1 ml del micelio homogenizado y se mantuvieron en una incubadora Lab-line a 35
°C, 150 rpm, durante 11 dias. Se tomaron los 50 ml de muestra cada 24 h en
condiciones estériles. Para obtener los extractos, las muestras fueron centrifugadas

a 5000 rpm durante 30 min a 4 °C. Se descart6 el paquete celular y el extracto libre
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de células se utilizé para determinar la actividad de lacasa, proteina extracelular,

contenido fendlico y los ensayos lacasa-mediador.

5.5 Actividad de la enzima lacasa
La actividad de lacasa se determind por espectrofotometria, cuantificando la
cantidad de ABTS oxidado a 420 nm de acuerdo a (Johannes et al., 2000). Este

ensayo se realiz6 directamente en un espectrofotometro marca Perkin Elmer

Lambda XLS+. El volumen del sistema de reaccion fue de 1.0 ml. Para el ensayo se
usaron 100 pl de amortiguador de acetatos 1.0 M de pH 4.5, 770 ul de agua
destilada, 30 pl de extracto enzimético; esta mezcla se preincub6 durante 5 min a
40 °C. Después, se adiciond 100 ul de una solucion de ABTS 5 mM y se incubaron
a 40° C por 20 min mas. El coeficiente de extincion molar del ABTS es de €=36, 000.
Posteriormente se leyd la absorbancia a una longitud de onda de 420 nm. El blanco
se prepar6 siguiendo la misma metodologia anterior, sustituyendo el volumen de la
enzima por 30 pl de agua destilada. La unidad de actividad de lacasa es la cantidad
de la enzima que oxida 1 um de ABTS/ml por minuto, bajo las condiciones de

ensayo (U/ml).

5.6 Determinacion de fenoles totales
La concentracion de fenoles totales se determiné por la reduccién del reactivo de

Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1965). A 60 pul de extracto se adicion6 1.460 ml de

agua destilada y 100 pl de Folin Ciocalteu (1:9). Después de 5 min., se adicionaron
300 pl de Na2COs al 7.5 %. Se dejo reposar 30 min a 40°C en oscuridad. La
absorbancia se midié6 a 765 nm en un espectrofotdmetro marca Perkin Elmer
Lambda XLS. Los valores de absorbancia se extrapolaron a una curva estandar de
acido galico (Anexo D3). El contenido de fenoles totales y se expresé como mg de

acido galico/ml de muestra.

5.7 Cuantificacion de proteina
La proteina se determiné por el método de (Bradford 1976). Se adicionaron 10 ul de

muestra en 190 ul de agua destilada y 1000 pl del reactivo de Bradford. La solucion
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se agito y después de 5 minutos en reposo, se leyé la absorbancia a una longitud
de onda de 595 nm. La concentracion de proteina en las muestras se determiné
extrapolando los valores de absorbancia a una curva estandar de albumina sérica

bovina.

5.8 Concentracion de lacasas
Un litro del extracto libre de células obtenido a las 168 h (E168) fue precipitado con
sulfato de amonio utilizando el 60% de saturacion (Zapata-Castillo et al, 2012). La

sal se adiciond poco a poco al extracto enzimatico en bafio de hielo a 4°C, se
mantuvo en agitacion lenta durante 12 horas y después se centrifugd a 5000 rpm
durante 15 minutos. El precipitado se suspendié en 400 ml de amortiguador de
acetatos 0.1 M, pH 5y se dializé durante 24 horas, con recambio de amortiguador
cada 8 horas. La muestra fue dializada y se determiné la actividad de lacasa en
ABTS y la concentracién de proteina por el método de Bradford (5.1.7). La muestra
liofilizada se resuspendié en amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 5, y se dializ6
durante 6 horas, con recambio de amortiguador de acetatos 0.1 M, pH 5, y se dializ6
6 horas, con recambio de amortiguador cada hora. La actividad especifica se

determin6 mediante el cociente: U de actividad volumétrica/mg de proteina.

5.9 Obtencidn de los extractos fenélicos ultrafiltrados (CDL)

Se transfirieron 10 ml de los extractos obtenidos a 24, 48 y 72 h de cultivo en salvado
de trigo (E24, Eas, E72) a columnas de ultrafiltracion Amicon Ultra-3 de 10 kDa, las
cuales fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 60 min a 4 °C. El ultrafiltrado se
colecté como extracto fendlico (CDL1, CDL2, CDL3) y el contenido en la parte
superior de la membrana se colectdé como extracto enzimatico. Los extractos CDL
fueron utilizados posteriormente para evaluar su accion como mediadores redox de

las lacasas.
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5.10 Decoloracion de tintes industriales por el sistema lacasa-mediador (CDL)
Se utilizaron tintes de diferente estructura quimica: poly R-478, remazol brillante,
rojo congo, cristal violeta, black 5, verde de malaquita e indigo carmin. Los tintes
indigo carmin, remazol brillante, black 5 se disolvieron en amortiguador de acetatos
1 MapHD5 vy poly R-478,rojo congo, cristal violeta y verde de malaquita se
disolvieron en agua destilada a pH 5 a una concentracion final de 20 mg/L. La
decoloracion se determind: a) usando el extracto rico en lacasas (Eies) sin mediador
y b) con la lacasa suplementada individualmente con los extractos ultra
centrifugados CDL1, CDL2 y CDL3. El sistema de reacciéon contenia: 4 ml de la
solucion del tinte al que se adicion6 (a) 0.5 ml de Ei6s (300 U) y 0.5 ml de agua
(sistema sin mediador), (b) 0.5 ml del extracto lacasas y 0.5 ml de CDL24, CDL48y
CDL72 (SLM), (c) Paralelamente se corri6 un control donde se adicion6 1 ml de
agua destilada a la solucion de tinte. Las muestras se incubaron a 40°C en
obscuridad y se midi6é espectrofotométricamente la pérdida de color a la maxima
absorbancia de cada tinte a diferentes intervalos de tiempo. La decoloracion fue
expresada en términos del porcentaje de pérdida de color calculada de acuerdo a
la siguiente ecuacion: Decoloracion (%)= [(Ao-Ay/Ac; x 100]. Donde Ao es la
absorbancia a la Amax del tinte medida inmediatamente después de la adicion de la

enzimay At es la absorbancia después de cada intervalo de tiempo.

5.11 Efecto de la concentracion del mediador y del pH en la decoloracion de
tintes

Se evalud el efecto de la concentracion de CDL2 y CDL3 en la decoloracion de los
siete tintes a pH 5y 40 °C. Se adicionaron volumenes de 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5y 3.0
ml de los extractos fendlicos que corresponden a concentraciones de 0.150, 0.300,
0.525, 0.700, 0.875, 1.0 mg de &cido galico/mly 300 U de lacasas. Los tratamientos
se realizaron en las condiciones descritas en el inciso 5.10.

Posteriormente, se evaluo la decoloracion de los tintes a pH: 4, 4.5, 5, 6 y 7 usando
la concentracion seleccionada del extracto (CDL). En ambos tratamientos (de

concentracion y pH) se midié la decoloracion con la lacasa sola, con el sistema
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lacasa-mediador y un control negativo sin enzima en las condiciones descritas en el

inciso 5.10.

5.12 Decoloracion de tintes con el sistema Lacasa-mediador grado reactivo
Se evaluaron los mediadores siringaldehido, 2,6 dimetoxifenol, acido p-Cumarico,
guayacol, ABTS y HBT en la decoloracion de los tintes mencionados. La

concentracion del mediador fue 50 pM (Jin et al., 2016) en 300 pl de lacasa Los

tratamientos se llevaron a cabo en buffer de acetatos y agua acida a diferentes
valores de pH (4.5 a 6) a 40 °C, en oscuridad. El descenso de absorbancia se midio
a diferentes tiempos de incubacion en las longitudes de onda correspondientes a

los maximos de absorbancia de cada colorante.

5.13 Determinacion de fenoles por cromatografia liquida de alta presion

La identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos se realiz6 en un
HPLC-1220 Infinity (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE.UU.), equipado con un
inyector manual (Loop de 20 ml) y un detector UV-Vis. El instrumento fue controlado
por el OpenLAB paquete de software CDS ChemStation Edition (Agilent
Technologies). Los extractos fendlicos CDL2 y CDL3 fueron filtrados usando un filtro
Tekanokroma de 0.22 pM. Se inyectdé una muestra de 20 pl en una columna
Nucleosil C18 (250 x 4.6 mm, tamafio de particula 5 ym, 280 nm) con una fase movil
de &cido férmico 1% (Fase A) y acetonitrilo (Fase B) a flujo constante (0.5 ml/min a
25°C). La separacion de los fenoles se realizé con elucién en gradiente constante,
de 2 a 100% de la fase B de 0 a 70 min. Los estandares de fenoles fueron
siringaldehido, acido p-cumarico, guayacol, 4-hidroxibezaldehido, acido vanilico,
acido siringico, alcohol veratril, acetosiringona (Sigma-Aldrich). La concentracion de
los estandares de fenoles fue determinada a 280 nm. Los compuestos fendlicos en
las muestras fueron identificados de acuerdo a su orden de eluciéon y comparando
con los tiempos de retencion de cada estandar. La concentracion del compuesto

fendlico (mg/L) fue interpolada a partir de las areas de picos correspondientes.

33



Capitulo 5. Materiales y métodos
5.14 Determinacion de los productos de la transformacion del indigo carmin
Las muestras de indigo carmin antes y durante el tratamiento enzimatico con y sin
mediador (0, 8, 12 16, 24 h) fueron analizadas por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC-1220 Infinity) segun la metodologia de Cano et al., 2011. Las

muestras fueron filtradas usando un filtro Teknokroma de 0.22 uM. Una muestra de
20 pl fue inyectada a una columna nucleosil C18 (250 x 4.6 mm, tamafio de particula
5 um). Se utilizé una fase movil de metanol: agua 30:70 (v/v) con un flujo de 0.3
ml/min a temperatura ambiente. Las muestras eludidas se detectaron de 403-600
nm. La identificacion del tinte y la isatina fue realizada considerando su orden de
elucién y comparando con el tiempo de retencion de los estdndares que fueron

obtenidos en las mismas condiciones descritas.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Producciodn de lacasas y fenoles
La eficiencia del sistema lacasa-mediador en diferentes procesos ha dirigido a la
busqueda de nuevas fuentes de mediadores de bajo costo a partir de fuentes

lignoceluldsicas que son renovables (Arias et al., 2003). Los mediadores fendlicos

pueden ser obtenidos de residuos de plantas, efluentes y de cultivos a partir de los
cuales son facilmente extraidos (Gutiérrez et al., 2007). Con el propésito de obtener

mediadores naturales se realizd un cultivo del hongo Trametes hirsuta Bm2 en

salvado de trigo bajo las condiciones previamente descritas por Ancona-Escalante

et al., 2018. En la Figura 6.1, se observa que la actividad de lacasa fue detectada a
partir del tercer dia y mostré un incremento progresivo en funcién del tiempo hasta
alcanzar la maxima actividad (6,920.13 U/ml) a los 7 dias (168 h). Esta Actividad

coincide con la reportada por Ancona-Escalante et al., 2018, en este estudio los

extractos fendlicos ultrafiltrados mejoraron la eficiencia hasta 50 veces en la
oxidacion del ABTS por lacasas de Trametes hirsuta Bm2. La produccion de
lacasas por hongos de la podredumbre blanca (HPB) han sido realizados en
diversos sustratos lignocelulésicos como la cascara de platano, residuos de café y
bagazo de cafia entre otros, en donde han sido reportados altos niveles de lacasas
(Gonzalez et al, 2013). Sin embargo, es dificil comparar la actividad entre los

estudios ya que se utilizan diferentes métodos para medir y definir las unidades de
actividad enzimatica. La lignina presente en los residuos agroindustriales estimula
la sintesis de lacasas en relacion a los medios salinos debido a que los hongos
liberan fenoles que actian como inductores. La induccién de lacasas por sustancias
fendlicas puede ocurrir en respuesta al estrés oxidativo causado por los fenoles que
afectan el crecimiento del hongo. Algunos mondmeros fendlicos presentes en el
cultivo incluyen el alcohol cumarilico, alcohol coniferilico, alcohol sinapilico,

guayacol, veratrol, acido vainillico, mismos que han demostrado estimular la sintesis

de éstas enzimas (El-Shora et al., 2008). También ha sido demostrado que la

induccion de lacasas por fenoles ocurre a nivel transcripcional (Piscitelli et al., 2011).
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Figura 6.1. Produccion de lacasas de Trametes hirsuta Bm2 en un medio con

salvado de trigo a 35°C, pH 6.

Los fenoles totales mostraron un comportamiento irregular, con incremento y
decremento en su concentracion durante el cultivo (Figura 6.2). Este
comportamiento puede ser atribuido a que el cultivo es un evento dinamico, en el
cual el hongo simultdneamente libera fenoles de la lignina y los usa como inductores
o como fuente de carbono. Entonces, la velocidad con la que estos eventos ocurren
puede variar con las condiciones cultivo y la etapa fisiolégica del organismo que
varian con el tiempo. Las mayores concentraciones de fenoles fueron detectadas
en los primeros tres dias de cultivo y posteriormente disminuyeron un 50%
aproximadamente. En estos extractos (24, 48 y 72 h) la actividad de lacasas fue
nula o baja probablemente debido al efecto inhibitorio que producen altas
concentraciones de fenoles en la sintesis y/o actividad de lacasas. Los fenoles
presentes en los extractos libres de células también pueden actuar como
mediadores redox, contribuyendo a mejorar la eficiencia en la degradacion de la

lignina.
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Las lacasas producidas a la 168 h y los extractos fendlicos de 24, 48 y 72 h fueron

seleccionados para evaluar su efecto redox en la decoloracion de tintes por lacasas.
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O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figura 6.2. Contenido de fenoles en los extractos libres de células producidos

durante el cultivo de Trametes hirsuta en salvado de trigo.

Para determinar el efecto de los fenoles en la decoloracién de tintes por lacasas, la
enzima fue concentrada y separada de los fenoles. El extracto crudo de las lacasas
producidas a las 168 h fue sometido a precipitacion con sulfato de amonio (Zapata-

Castillo et al., 2012), ultrafiltracién y liofilizacibn como se muestra en la Tabla 6.1

Posteriormente a los tratamientos se obtuvo el extracto rico en lacasas que fue
purificado 6 veces y los extractos fendlicos de 24, 48 y 72 h libres de lacasas
denominados CDL1, CDL2 y CDL3.
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Tabla 6.1 Concentracion de la enzima lacasa

' Proteina
Tratamiento AV (U/ml)
(mg)
Extracto crudo” 6 6,920.1 1,153.3 1
(NH4)2SOa4
4.1 13,640.2 3,310.7 2
(60%)
Ultrafiltracion 3.9 13,750.3 3,507.7 2.3
Liofilizacion 2.3 36,221.9 15,479.4 6

* Las lacasas se obtuvieron a las 168 h de cultivo de Trametes hirsuta Bm2 en salvado de

trigo. AV: actividad volumétrica, AE: actividad especifica, FP: factor de purificacion

6.2 Evaluacion del sistema lacasa-mediador en la decoloracion de tintes

Para evaluar la eficiencia de los CDL (Compuestos derivados de la lignina) en la
decoloracién tintes por lacasas (L), se usaron tintes pertenecientes a diversos
grupos pero que tienen en comun la presencia de anillos arométicos. Se usaron
siete tintes, un indigoide, dos tintes azo, dos antraquinonas y dos trifenilmetano. La
Tabla 6.2 muestra las estructuras de los tintes y la longitud de onda maxima de cada

tinte determinada a través de un barrido de absorbancia.
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Tabla 6.2. Estructura de los tintes usados en este estudio

Max.
Abs.
(A nm)

Tipo
Cromoforo

Estructura

) .
e Antraquinona

Poly R-478

A

Remazol NaosSOCH:CH ™ Ny, i Antraquinona 592
brillante N O‘Ic
N:.o/s\\D I

NH.

NH

=\ N, P
O\F,
} \ N — 5-0"Na' Azo
oo conas ) 597
oot N\ / 3\
O 0 Na*
HN =
NaO,SOCHCH, i]l;;@i":ru/ \H-) N
HO AZO
Black 5 : - )

o V4
<
NAO,SOCHCH:——5 ri=——=n] sOo,Na
N 7/

Nao\s//o H
J " Indélico
Indigo carmin ~~ ° ,y" 600
N
H o/fs\oua

/‘N N‘\
Verde O\ O Trifenilmetano 617
malaquita

Cristal Violeta Trifenilmetano 590
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Como se menciond anteriormente, las lacasas son enzimas que presentan baja
especificidad de sustrato, lo que les permite actuar sobre una amplio rango de
moléculas fendlicas y aromaticas. Sin embargo, su nivel de accidn sobre los tintes
industriales puede variar dependiendo de su potencial redox y la estructura del tinte,
aun cuando presenten el mismo grupo croméforo. En este estudio se evalué la
accion de la lacasa (300 U/ml) en la decoloracion de siete tintes con diferentes
estructuras y grupos cromoéforos en ausencia y en presencia de los extractos
fendlicos CDL1, CDL2, CDL3 (Figura 6.3).

La lacasa sola fue practicamente incapaz de decolorar los tintes, sélo alcanzé
porcentajes de decoloracion desde 5 % hasta 20 % en 50 horas, este hecho podria
ser relacionado con la naturaleza aromatica o al alto potencial redox de los tintes
que difiere del bajo potencial redox de la enzima. Cuando se evalué el sistema
lacasa/CDL, el nivel de decoloracion incrementd en funcion del tinte y el extracto
fendlico. El sistema L/CDL2 mejoré la decoloracién de poly R-478 [G] (44%), rojo
congo [F] (20 %), cristal violeta [D] (41) % y remazol brillante [E] (38%), a diferencia,
CDL3 fue el mejor mediador en la decoloracion del tinte black5 [C] (35%), verde
malaquita [B] (33 %) e indigo carmin [A] (77%). Esta mejora podria ser relacionada
con la presencia de fenoles en los extractos como el 4-hidroxibenzaldehido,
guayacol, vainillina, acido galico y otros que pueden ser sustratos reconocidos por
las lacasas y también pueden ser utiles como mediadores. La respuesta de los CDL
en la decoloracion de tintes fue diferente entre ellos aun cuando el contenido de
fenoles en los extractos fue similar (0.27-0.28 mg AG/ml). Esta variacion en el
comportamiento podria ser atribuida a diferencias en la mezcla y/o proporcién de
fenoles, tipo de sustratos, reversibilidad en la reaccion, estabilidad del radical fenoxi
y el potencial redox del mediador (Fernandez-Sanchez et al., 2002, Rosado et al,
2012).

Los resultados obtenidos sugieren fuertemente que los extractos CDL2 y CDL3

contienen mediadores efectivos para la decoloracion de tintes, por lo que fueron

seleccionados para continuar con los estudios.
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Figura 6.3.Decoloracién de tintes industriales con el sistema lacasa-CDL, lacasa
sin mediador (SM) y control sin enzima a pH 5, 40°C. [A] indigo carmin, [B] verde
malaquita, [C] black5, [D] cristal violeta, [E] remazol brillante, [F] rojo congo, [G]

poly R-478.
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6.3 Efecto delaconcentracién de CDL en ladecoloracion de tintes industriales

El establecimiento de la concentracion del mediador es importante debido a su
efecto variable sobre las lacasas; bajas concentraciones pueden limitar la accion de
la enzima y altas concentraciones pueden actuar como inhibidores. Las
concentraciones evaluadas fueron 0.150, 0.300, 0.525, 0.700, 0.875 y 1.0 (mg
AG/ml). La Figura 6.4 muestra que la adicibn de CDL2 y CDL3 a la lacasa,
incremento la decoloracién de manera dependiente a la concentracion de fenoles
cuando la actividad de la lacasa fue constante. El incremento de CDL2 hasta 0.7
mg/ml aumentd de 16% a 57% la decoloracion, pero a mayor concentracion se
observé un efecto inhibitorio. Durante el tratamiento del tinte rojo congo el mayor
incremento se obtuvo con 0.88 mg/ml del mediador alcanzando un méaximo de 38%
de decoloracién con respecto al 7% obtenido en su ausencia. La decoloracion del
remazol brillante y cristal violeta fue mayor con 0.7 mg/ml, donde la decoloracién
aumento de 8 % a 38 % y de 11% a 40 % respectivamente en ausencia y presencia
del mediador. La concentracion de CDL3 también mostr6 un efecto en la
decoloracién. El tratamiento del tinte black 5 mejor6 de 5 % a 43 % con 0.55 mg,
verde malaquita de 17 a 37% y el indigo carmin de 20 a 77 % con 0.7 mg/ml; asi
mismo concentraciones mayores a las sefialadas mostraron un efecto negativo en
la decoloracion. En todos los tratamientos el tiempo se redujo de 50 horas a 24
horas, lo que indica que la velocidad de decoloracién de los tintes con las lacasas
de T. hirsuta Bm2 fue positivamente relacionado con la concentracién del mediador.

Los resultados de nuestro estudio coinciden con los reportados por Bibi et al., 2011,

quienes evaluaron el efecto del incremento en la concentracion de mediadores
fendlicos obtenidos de la cascara de nuez. Los resultados mostraron que al
aumentar la concentracion de los extractos fendlicos .incrementé 38% la

decoloracién del verde de malaquita. Lew et al., 2014, evaluaron extractos fendlicos

ultrafiltrados (AU) producidos por el hongo Pleurotus ostreatus, donde encontraron
un efecto positivo al aumentar la concentracion de AU en la degradacién de un
hidrocarburo aromatico policiclicos por lacasas, la adicion de AU aumenté la
velocidad de oxidacion del antraceno de 27.8 % a 60.4 %.
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Figura 6.4. Efecto de la concentracion del mediador A (CDL2) y B (CDL3) en la

decoloracion de tintes in por lacasas (24 h, pH 5, 40°C). La decoloracién fue

monitoreada a la longitud de onda maxima de cada tinte. 1) poly R478, 2) rojo

congo, 3) remazol brillante, 4) cristal violeta, 5) verde malaquita, 6) black 5, 7)

indigo carmin.
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6.4 Efecto del pH en la decoloracién de tintes con el sistema lacasa/CDL
El pH ha demostrado ser un pardmetro que afecta la actividad catalitica de las
lacasas de T. hirsuta Bm2, cuya maxima actividad de tres isoenzimas aisladas es

de pH 4.5 (Zapata-Castillo et al, 2012). El pH 6ptimo en el sistema lacasa-mediador

es factor determinante en los procesos, ya que el pH afecta el grado de ionizacién
de la enzima, del mediador y del tinte influyendo en la eficiencia en la decoloracion.
Se evalug el sistema lacasa-CDL en un rango de pH de 4 a 7 usando la mejor
concentracion del mediador y lacasas (300 U) a 40°C para determinar la pérdida de
absorbancia del tinte en intervalos de 2 h durante tres dias. La Figura 6.5 muestra
que el pH 6ptimo del sistema de reaccion se encuentra en el rango acido aunque
varia en funcién del tinte. El tratamiento L/CDL2 mostré que el mejor pH los tintes
azo (rojo congo y black 5) es de 4.5 con 52% de remocidn de color, los trifenilmetano
(cristal violeta y verde de malaquita) mostraron la maxima decoloracion (53%) a pH
6, el indigoide a pH 6 fue removido 98% y en los antraquinénicos (remazol brillante
y poly R-478) a pH 5y 6 la decoloracion fue 71y 76 % respectivamente. Montoya
et al., 2014 determinaron que a pH 6 la decoloracion del remazol brillante la enzima

lacasa fue capaz de oxidar este colorante de tipo cromo6foro antraquinona en un 14
%, a diferencia, con la adicion de compuestos derivados de la lignina incrementaron

la decoloracién a 71 % a pH 6. En otro estudio, Cafias et al., 2010 reporté que la

decoloracién del indigo carmin fue incrementada de 12 a 52% a pH5. Cuando utilizé
el sistema lacasa/ mediadores naturales de la lignina. En nuestro estudio el SLM de
Trametes hirsuta Bm2 mostré ser mas eficiente en la decoloracion de tintes en

comparacion con otros reportes como el de Moreira, et al., 2017, quienes reportaron

gue la decoloraciéon del polyR-474 fue ineficiente en un rango de pH de 3.5-6 adn
con la adicion del SLM; evalud el efecto del pH en la decoloracién del rojo congo
cuyo maximo fue 21.3% a pH 4.5-5. También la decoloracion del tinte black 5 fue
ineficaz con la lacasa sola en un amplio rango de pH, sin embargo mejor6 a 38%
con la adicion del sistema lacasa-extractos de licor de eucalipto a pH 6 (Cafas et
al., 2010).
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Figura 6.5. Influencia del pH en la decoloracion de tintes con A: L/CDL2, B:

L/CDL3 durante 24 h de tratamiento. 1) poly R478, 2) remazol brillante, 3) rojo

congo, 4) cristal violeta, 5) black 5, 6) verde malaquita, 7) indigo carmin.
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Es conocido que la accién catalitica de la mayoria de las lacasas fungicas opera en
el rango de pH acido y que la eficiencia en la pérdida de color disminuye por arriba
del pH 6ptimo el sistema de reaccion de la lacasa sola y/o del SLM. Zeng et al.,
2017, seialaron que el potencial redox de los tintes y mediadores aumenta
preferentemente cuando el pH es menor a 5. La diferencia entre el potencial redox
del mediador oxidado (radical libre), tinte/ y la enzima que cominmente presenta un
bajo potencial redox, disminuye cuando el pH se incrementa, lo cual decrece la
oxidacion del sustrato. Sin embargo el pH Optimo del sistema lacasa-mediador

dependera también de la estructura del tinte.

Por ejemplo Peyratout et al., 1994 determinaron que la mayor decoloracion de un

efluente textil usando el sistema lacasa-mediador HBT (hidroxibenzotriazol) ocurrié
a pH 5y al aumentar el pH disminuyo progresivamente. Esta respuesta se atribuyo
a que el aumento de la concentracion del anién hidroxilo contribuye a que el anién
hidréxido se una al ligando protonado en el closter de cobre T2/T3 de la lacasa
deteniendo la transferencia de electrones del sitio de cobre T1 a los centros T2/T3
y por tanto inactivando la actividad de lacasa. Asimismo, se ha reportado que el
potencial redox del sitio de cobre T1 de la lacasa es muy poco influenciado por el
pH Xu et al., 1999.

La Tabla 6.2 compara la eficiencia de la lacasa y el SLM y muestra las condiciones
establecidas para el sistema lacasa-mediador L/CDL2 y L/CDL3 relacionados con
la mejor concentracion del mediador, pH oOptimo y los tintes. No hubo una
correlacion entre el mediador y el tinte, L/CDL2 mostr6 una accién preferencial sobre
dos tintes antraquindnicos, un azo y un tinte trifenilmetano cuya pérdida de color fue
4-6 veces mayor que sin mediador. El sistema L/CDL3 mejoré 3.12 a 10.4 veces la
pérdida de color de un tinte diazo, un indigoide y un trifenilmetano en relaciéon a la
lacasa sola, lo que muestra el potencial de los extractos fendlicos obtenidos del

salvado de trigo en la decoloracién de tintes.
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Tabla 6.2. Comparacién de la decoloracion de tintes por la lacasa y el SLM

Decoloracion Incremento

. : Conc.
Sistema Tinte pH (%) (veces)
(mg/ml)
LM LMvs L
Poly R-478 4.5 0.70 16 76 4.75
RemazolB 6 0.70 14 71 5.07
L/CDL2 _
Rojo congo 4.5 0.87 8 50 6.25
Cristal
_ 5 0.70 11 52 4.73
violeta
Black 5 6 0.52 5 52 10.4
Verde
L/CDL3 _ 6 0.70 17 53 3.12
malaquita
indigo
; 6 0.70 21 98 4.67
carmin

6.5 Efecto de mediadores naturales y sintéticos en la decoloracién de tintes

Muchos estudios han evidenciado la eficiencia de mediadores sintéticos y naturales
en la decoloracion de tintes y la eliminacion de otros compuestos xenobioticos. En
este trabajo se evaluo el efecto de los mediadores sintéticos ABTS y HBT que han
sido descritos como los mas potentes mediadores de lacasas. También se
evaluaron cuatro mediadores naturales: siringaldehido (Sir), 2,6 dimetoxifenol
(DMF), acido p-cumaérico (AC) y guayacol (G) a concentracion 50 mM en base a lo

reportado por Jin et al., 2016 y se compararon con la decoloracion con las lacasas

sin mediador. Los resultados se muestran en las Figuras 6.6.
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El siringaldehido mostré ser un potente mediador de las lacasas de Trametes hirsuta

Bm2 en la decoloracion del indigo carmin (indigoide) que alcanz6 una remocion de

79%
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Figura 6.6. Efecto de la adicion de mediadores naturales (A) y mediadores
sintéticos (B) a la lacasa de T. hirsuta Bm2 a 40°C. La pérdida de la absorbancia

fue monitoreada a la longitud de onda maxima de cada tinte. I.C (indigo carmin),
PR (poly R-478), RB (remazol brillante), RC (rojo congo), B5 (black 5), VM (verde

malaquita), CR (cristal violeta).
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También la decoloracion del tinte black 5 (diazo) fue notablemente influenciada por
la adicion de Sir que aumentd 6 veces con respecto al control, aunque la maxima
decoloracion fue de 37% debido a la alta recalcitrancia del tinte. Este resultado

coincide con lo reportado por Heap et al., 2014 quienes determinaron que el Sir

incrementd 15% la decoloracion del black 5. Los resultados también mostraron que
Sir afecta negativamente la decoloracion de otros tintes. El efecto mediador del
acido p-cumarico y guayacol solo fue evidenciado en la decoloracion del indigo
carmin y el remazol brillante, mientras que el DMF Gnicamente mostré ser un buen

mediador para el indigo carmin. Camarero et al., 2007 sugirié que la presencia del

grupo fenolato en el &cido p-cumarico podria ser relacionado a su accibn como
mediador de lacasas. También fue observado que estos mediadores produjeren una
drastica reduccion en la decoloracion de otros tintes. Estos resultados coinciden con
otros estudios en donde los mediadores naturales muestran accion preferencial
sobre unos tintes pero afectan negativamente la decoloracion de otros. Esta
respuesta ha sido relacionada con las diferencias en la estructura del tinte, la
estructura del mediador asi como la afinidad de la enzima lacasa por el sustrato tinte

(mediador y tinte).

Se conoce poco sobre los mecanismos de accién redox del sistema lacasa-
mediador. El potente efecto mediador del siringaldehido en la decoloracién de
algunos tintes ha sido relacionado con la presencia de dos grupos metoxilos en su
estructura quimica que disminuye su potencial redox. Esto le permite reaccionar con
la lacasa que también presenta un bajo potencial redox generando radicales libres
con alto potencial redox, que mejoran la eficiencia en la decoloracién (Moya-Lobo,
2011). Estudios recientes han sefalado a la acetosiringona como un potente
mediador natural en la biotransformacion, de tintes, antibidticos y fungicidas. El

sistema lacasa-acetosiringona fue estudiado por Martorana et al, 2013. En este

estudio analizaron por resonancia magnética nuclear (RMN) los productos de
transformacion de la acetosiringona por la lacasa purificada de Coriolopsis galica.

Los resultados mostraron que el mediador fue oxidado repetidamente por la lacasa
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formando intermediarios (radicales libres) estables durante tres horas lo que

permiti6 mejorar la accion del sistema lacasa-mediador.
El mediador sintético HBT mejord tres veces la decoloracion del IC y B5 y dos veces
la de PR, VM y RC. Moreira et al., 2017 evalué diferentes mediadores sintéticos y

determind que el HBT fue el mas eficiente en la decoloracién del PR cuya maxima
reduccion del color fue de 46%, siendo este resultado similar a lo encontrado en
este estudio. Se ha descrito que el mecanismo de accion del HBT sobre el tinte
black 5 ocurre por transferencia de electrones. El mediador HBT es oxidado por la
lacasa generando el radical HBT", a su vez éste oxida al acido sulfénico que es el
grupo mas inestable del tinte asi como el doble enlace N=N generando un HBT
reducido (HBTr). El mediador es oxidado nuevamente por la lacasa para generar

otro radical HBT* que continla degradando el tinte (Heap et al., 2014). Aun cuando
este mediador es efectivo, se ha descartado la aplicacién industrial de este

compuesto debido a su alto costo y elevada toxicidad.

El ABTS fue el primer compuesto que demostré su accion como mediador de las
enzimas lacasas. Aunque se ha mostrado que el ABTS ha mejorado la
transformacion de compuestos xenobiéticos, en este estudio no mejord la
decoloracion de ninguno de los tintes evaluados; inclusive, en el tratamiento de
algunos tintes fue menor la decoloracion que el control mostrando un claro efecto
inhibitorio en la enzima. Estos resultados coinciden con lo reportado por Hu et al.,
2008, en donde no se logré6 mejorar la remocion tintes en comparacion con la
decoloracion por la enzima sola. La Figura 6.7 muestra una imagen del resultado de

todos los tratamientos.
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La Tabla 6.3 muestra un resumen comparativo de los tratamientos con lacasa sin
mediador, el SLM naturales y sintéticos grado reactivo y los CDL obtenidos en este
estudio. Si bien fue observado un fuerte efecto mediador por la adicion de algunos
fenoles naturales grado reactivo, los resultados de este estudio muestran
claramente que los extractos CDL tienen mayor poder mediador en la decoloracion
de tintes en varios érdenes de magnitud comparados con los mediadores grado
reactivo. Se ha mencionado que durante el cultivo de los hongos en sustratos
lignoceluldsicos se liberan diversos fenoles derivados de la lignina como la
acetosiringona, acido cumarico, acido vainillico, acido ferulico, guayacol entre otros,

o algunos metabolitos secretados por el hongo. En este sentido Pickard et al., 1999

y Jeon et al., 2008 demostraron que la combinaciéon de dos o mas mediadores

produjo un efecto sinérgico en la actividad oxidativa de la lacasa sobre compuestos
recalcitrantes. Por esta razon es probable que la eficiencia detectada por los CDL
sea debida a un efecto sinérgico entre la enzima y los mediadores que favorece la
decoloracion de tintes.

En la misma Tabla 6.3 también se observan diferencias en el nivel de decoloracion
del SLM-CDL con los diferentes tintes. Dichas diferencias podrian atribuirse a la
heterogeneidad de las estructuras de los tintes ya que estas estructuras presentan
diferente distribucién electrénica y variacion en la densidad de carga, lo que influye

en el potencial redox de los tintes Cuillini et al., 2008.
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Tabla 6.3. Comparacion de la lacasa y los sistemas lacasa-mediador en la

decoloracion de tintes

Decoloracion (%)

Lacasa CDL2

Rojo congo 8 50 21

Poly R-478 16 76 46

Cristal violeta 11 52 14

Remazol brillante 14 71 54

CDL3 Sir

indigo carmin 21 98 79

Black 5 5 52 38
CDL3 HBT

Verde malaquita 17 53 30

6.6 Identificacion y cuantificacién de Compuestos derivados de la lignina
Con el fin de identificar los fenoles presentes en los extractos CDL se realizaron
cromatografias HPLC. Se corrieron 7 estandares: el acido siringico, acido vainillico,
alcohol veratrilico, 4-hidroxibenzaldehido, acido cumarico, siringaldehido y guayacol
y se determind el tiempo de retencion (TR) que sirvieron de referencia para
identificar y cuantificar fenoles de los extractos (los cromatogramas se presentan en
el Anexo E).

Los cromatogramas CDL2 y CDL3 mostraron diferencias en la composicion y
concentracion de los fenoles. En CDL2 se identificaron picos correspondientes a
fenoles de ligninas: acido siringico, acido vainillico, siringaldehido y guayacol (TR)
de 18.3, 19.3, 22.74 y 25.51 respectivamente. En el extracto CDL3 estuvo presente
acido vainillico, 4-HDB, siringaldehido, acido cumarico y guayacol. En ambos

cromatogramas se detecto la presencia de otros picos que no fueron identificados.
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Figura 6.8. Cromatografia HPLC CDL2 (A), CDL3 (B) a 280 nm, 1: Acido vainillico;
2: 4-hidroxibenzoico; 3: acido p-cumarico; 4: siringaldehido; 5: guayacol.

La Tabla 6.4 muestra las diferencias en perfil y concentracion de los fenoles

identificados. La presencia del siringaldehido y 4HB demostraron ser mediadores

naturales grado reactivo, que potenciaron la decoloracién en algunos tintes.
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Tabla 6.4. Concentracion de compuestos fendlicos en CDL2 y CDL3

CDL2 CDL3
Nombre comun Nomenclatura Estructura
mM
acido siringico/ 4-hidroxi 3,5
, . . _ 0.65 0.0
ac. gélico dimetoxibenzoico
acido vainillico 4-hidroxi-m-anisico 0.43 1.48
- . 4-Hidroxy3,5-dimetoxi H_ O
siringaldehido 3.94 0.79
benzaldehyde HsCo o-Crs
guayacol ) _ OH
Hidruro de guayacilo @oom 0.0 | 0.73
acido p-cumarico . o . 9
4-hidroxicinamico /@/\/‘LOH 0.74 | 0.83
HO'
4-hidroxibenzaldehido
4hidroxibenzaldehido m 0.0 | 375

El 4- hidroxibenzaldehido natural es conocido particularmente por su potencial
accion en la degradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos. Asimismo se ha
sugerido un efecto sinérgico en la oxidacion de 4-hidroxibenzandehido por lacasa,

con la adicion del metilo del siringaldehido Bratkovskaya et al., 2006. Es importante

sefalar que aunque los otros fenoles identificados no estuvieron presentes en la
misma proporcion que sir y 4HB, es probable que también puedan actuar como
mediadores en la decoloracibn ya sea de manera individual o mediante la
combinacion de dos o mas compuestos que pueden tener un efecto sinérgico en la

oxidacion de la lacasas. Camarero et al., 2007
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El interés en estos mediadores fendlicos de origen natural se ha incrementado por
su uso potencial en diversos estudios a medida que se pueden obtener faciimente
a partir de sustratos naturales lignocelulésicos mediante extraccion organica
Camarero et al., 2007. Los extractos fendlicos obtenidos en este estudio contienen

mezclas de fenoles que demostraron su eficiencia como mediadores de lacasas en

la decoloracion de tintes de diferente estructura quimica.
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6.7 Biotransformacion del indigo carmin con el sistema L/CDL3

Los hongos de la podredumbre blanca son capaces de eliminar el color de los tintes
a través de las enzimas oxidativas que producen, sin embargo se conoce poco
sobre los mecanismos de la biotransformacion de tintes, cuya ruta puede variar
dependiendo de la fuente de la enzima lacasa, el tinte y el sistema lacasa-mediador.
La ruta de degradacion del indigo carmin ha sido la mas estudiada debido a que el
tinte esté presente en altas concentraciones en los efluentes de la industria textil (Li
et al, 2015) y es conocido por su accion mutageénica, cancerigena y de alta toxicidad
en células microbianas, animales y humanas (Dixit and Goyal, 2013, Bhattacharjee,
2014)

El rompimiento del grupo croméforo es un paso crucial en la decoloracion de tintes,
esta modificacidbn genera intermediarios mas susceptibles a ser biodegradados

(Holkar et al, 2016). El centro del croméforo del indigo carmin consiste en un doble

enlace C=C sustituido por dos grupos NH y dos grupos aceptores CO (Dubé et al

2008). Para identificar los productos de la decoloracién, se analizaron por HPLC las
soluciones antes y durante el tratamiento con lacasas y el sistema lacasa-mediador.
La Figura 6.9A, muestra el cromatograma de la solucién inicial antes del tratamiento,
donde se identific6 a 600 nm un pico con tiempo de retencién (TR) de 5.22 (5 mM)
gue es caracteristico del IC y es responsable del color azul. Después de 16 horas
de tratamiento con la lacasa, el pico fue ligeramente reducido y también se detecto
la aparicion de un pico a 403 nm con TR de 13.1 min que corresponde a la isatina
(2,3-dioxo-2,3-dihidroindol), lo cual sugiere que la lacasa rompio el grupo croméforo
del tinte generando un nuevo compuesto (Figura. 6.9B). A las 24 h de tratamiento
se redujo el pico de isatina y no se detectd la aparicion de otros picos. La
transformacion del IC a isatina ha sido identificada mediante analisis de HPLC y por

otros métodos cromatograficos (Dalmazio et al., 2007; Cano et al., 2011). En un

estudio realizado por Campos et al., 2001 encontraron que la degradacion del IC

por lacasas purificadas Trametes hirsuta and Sclerotium rolfsii ocurri6 mediante la
ruptura de IC a dos moléculas indol sulfonatadas (isatin acido sulfonico, IAS) que

por descarboxilacion producen acido antranilico como producto final. A diferencia

Wang et al., 2017, reportaron la degradacion de IC por lacasas hasta IAS pero éste
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no fue transformado a acido antranilico. Este hecho ha sido atribuido a la presencia
del &cido sulfénico enlazado al anillo aromatico de la IAS que presenta alta
estabilidad quimica y puede causar recalcitrancia a la molécula (Capalash y
Sharma, 1992). En otro estudio, (Ketlle et al., 2004) reportaron que la decoloracién

del IC con la enzima superéxido dismutasa y catalasa ocurre en un solo paso en
donde la presencia del superéxido convierte el IC en isatina. Diversos factores
pueden influir en la velocidad de la degradacion enzimética del indigo carmin y la

permanencia de la isatina después de horas de reaccion, como los fendmenos de

adsorcién y la accesibilidad potencial redox de la enzima, (Mufioz et al., 2016).
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Figura 6.9. Cromatograma de la solucion del IC tratada con lacasas. A tiempo 0
(A), 16 h (B), 24 h(C) a longitudes de onda de 430 (isatina) y 600 nm (IC).
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Figura 6.10. Cromatograma de la solucién del IC tratada con el SLM , a tiempo 0
(A) 16 h (B), 24 h (C), a longitudes de onda de 430 (isatina) y 600 nm (IC).

El tratamiento del tinte con el sistema lacasa-mediador L/DL3 se muestra en la
Figura 6.10. Se observo una notoria reduccion del pico IC de 5.0 mM a 0.00956 mM
a las 16 h de tratamiento, lo que representa un remocion de 98% e indica que la
decoloracion fue practicamente completa. La méaxima reduccion del tinte se observé
a las 24 h y fue de 0.00033 mM. Aun cuando se elimino el color, no se detecto la
aparicion del pico isatina en los cromatogramas (Figura 6.10). Cabe mencionar que
no se detectd la isatina (403 nm), ni otros intermediarios a 375 y 280 nm en los
tratamientos de 2, 4 y 8 h (resultados no mostrados).

Los resultados de este estudio permitieron establecer que la via de transformacion
del indigo carmin es a través de la transferencia de electrones de la lacasas de T.
hirsuta Bm2 hasta isatina. Sin embargo no fue posible establecer la ruta con el
sistema lacasa mediador. Sabemos que durante la transformacion de sustratos por
las lacasas se generan radicales libres inestables como intermediarios que podrian

sufrir transformaciones espontaneas o nuevas transformaciones enzimaticas muy
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rapidas hasta CO2 y H20 (Thurston, 1994; Yaropolov et al., 1994.). La Figura 6.11

muestra los intermediarios que pueden formarse durante la degradacion del indigo,
pero que dependeran de la fuente de lacasa. Estudios como espectroscopia IF-TR
y resonancia magnética nuclear (RMN) podrian permitir profundizar en estos

estudios.
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Figura 6.11. Ruta de la transformacion del indigo carmin por lacasas fungicas.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran la eficiencia del SLM en la
decoloracién del IC, donde no se acumulan intermediarios como la isatina que ha
demostrado en células de mamifero “in vivo” su accidén mutagénica y genotdxica

(Candido-Bacani et al., 2011).
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7 CONCLUSIONES

Los extractos CDL fueron mas eficientes en la decoloracion de tintes en
comparacion de los mediadores sintéticos y los mediadores naturales Grado

Reactivo.

El mediador CDL2 mejoré de 4 a 6 veces la decoloracion de los tintes: poly R.478,
rojo congo, remazol brillante y cristal violeta y CDL3 de 3 a 10 veces el tratamiento
de indigo carmin, verde malaquita y black 5, probablemente debido a un efecto

sinérgico.

Los extractos CDL2 y CDL3 mostraron diferencias en el perfil y concentracion de

fenoles que han demostrado ser eficientes mediadores de lacasas.

En el analisis por HPLC reveld que la biotransformacion del indigo carmin no se
acumula la isatina que es un intermediario toxico en la degradacién del indigo

carmin lo que sugiere una mayor eficiencia en la biodegradacién del tinte.

Los resultados de este estudio mostraron la eficiencia del SLM de T. hirsuta en la
decoloracién de tintes de diferente estructura quimica, lo que sugiere que tienen un
potencial para su aplicacion en el tratamiento de efluentes con mezclas complejas

de tintes.
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Anexos
ANEXOS

A. indice de abreviaturas

ABTS: 2,2'-azino-bis-(3-etil-benzotiazolin-6-sulfénico)
ACC: Acido p-cumarico

ACV: Acido vainillico

AG: Acido gélico

AV: Acido violurico

BT: Benzotriazol

B5: Black 5

CDL2: Compuesto derivado de la lingnia 2
CDL3: Compuesto derivado de la lingnia 3
CV: Cristal violeta

CG: Cromatografia de gases

Cm: centimetros

cm?: Centimetro cuadrado

Da: Dalton

DMF: 2,6 Dimetoxifenol

DQO: Demanda quimica de oxigeno

DBO: Demanda bioquimica de oxigeno
E1es: Extracto enzimatico crudo de 168 horas
EFo: Extracto fendlico de 0 horas

EF24: Extracto fendlico de 24 horas

EF4s: Extracto fenodlico de 48 horas

EFv2: Extracto fendlico crudo de 72 horas
E.C: Comision de enzimas

G: Gramo

G: Guayacol

H: p-hidroxifenilo

HBT: 1-hidroxibenzotriazol
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HBTr: 1-hidroxibenzotriazol reducido
HNNS: Acido-2-nitroso-1-naftol-4-sulfénico
HPLC: cromatografia de liquidos de alto rendimiento
I.C: Indigo carmin
KDa: Kilodantons
L: Litro
LiP: Lignina peroxidasa
SLM: Sistema Lacasa/Mediador
Nm: Nandémetro
NMR: Resonancia magnética nuclear
mM: Milimolar
MnP: Manganeso peroxidasa
ml: Mililitro
mAU: Mili unidades de absorcion
pl: Microlitro
NHA: N-hidroxiacetanilida
NPI: N-hidroxiftalimida
P: Peso
pH: Potencial de Hidrogeno
PR: Poly R-478
R.M: Remazol brillante
Rpm: Revoluciones por minuto
R.C: Rojo congo
S: Siringilo
SIR: Siringaldehido
TEMPO: 2,2, 6,6 tetrametilpiperidina-N-oxil
Ton: Toneladas
TR: Tiempo de retencion
U: Unidades
UV: Ultra violeta
V.M: Verde malaquita
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V: Volumen

VIO: Acido violdrico

VP: Peroxidasa versétil

YMPG: Glucosa, peptona, extracto de malta y extracto de levadura

°C: Grado centigrado

Anexos
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B. Glosario

ABTS: compuesto quimico utilizado para observar las cinéticas de reaccion de
determinadas enzimas.

Aniones: Un anién es un atomo con carga eléctrica negativa, es decir un ién
negativo. En los aniones simples, esta carga negativa estd dada por la
afinidad del atomo neutro por los electrones.

Azo: grupo funcional del tipo R-N=N-R’, en donde R y R' son grupos que contienen
atomos de carbono, y los atomos de nitrégeno estan unidos por un enlace
doble. Los compuestos que contienen el enlace -N=N- se denominan
compuestos azoicos.

Biorremediacion: es el proceso que utiliza microorganismos, hongos, plantas o
las enzimas derivadas de ellos para retornar a un medio ambiente alterado
por contaminantes a su condicion natural.

Cromoéforo: grupos funcionales de la molécula responsables de la absorcion.
Principalmente son: dobles y triples enlaces carbono-carbono, sistemas
aromaticos, grupo carbonilo, (C=N), diazo (N=N).

Deslignificacion: Eliminacién total o parcial de la lignina de la madera u otra
materia vegetal por tratamientos quimicos o enzimaticos para la fabricacion
de pastas de celulosa quimicas

DNA: un &cido desoxirribonucleico que contiene las instrucciones genéticas usadas
en el desarrollo y funcionamiento de todos los organismos vivos conocidos y
algunos virus, y es responsable de su transmision hereditaria

Efluentes: descarga de aguas o vertidos empleados en los procesos industriales,
urbanos, o agricolas.

Fenoles: son compuestos organicos en cuyas estructuras moleculares contienen al
menos un grupo fenol, un anillo aromatico unido a al menos un grupo
funcional.

Mineralizacidn: La mineralizacidon de materia organica es el proceso por el cual la
materia organica se degrada a traves de los microorganismos del suelo y se

transforma en COz2, H20 y los compuestos minerales basicos.
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pH: Coeficiente que indica el grado de acidez o basicidad de una solucidén acuosa.
Punto isoeléctrico: es el pH en el que un aminoacido o proteina se disocia por

igual en su grupo amino o carboxilo.

RNA: &cido nucleico formado por una cadena de ribonucleotidos unidos por enlaces
fosfodiéster.

Xenobioticos: Se aplica a los compuestos cuya estructura quimica en la naturaleza
es poco frecuente o inexistente debido a que son compuestos sintetizados y
dificiles de degradar.

Mediador: Moléculas de bajo peso molecular que favorecen la accion de las lacasas

en la oxidaciéon de sustratos
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C. Preparacion de medios
C1l. Medio YMPG
Tabla C1. Composicién del medio YMPG (1 L)

Glucosa 1049
Extracto de malta 1049
Peptona 29
Extracto de levadura 29
KH2PO4 29
MgSO4*7H20 1lg

Tiamina HCI 1 mg

El pH se ajust6 a 4.5 con solucion de HCI concentrada. Los medios se esterilizaron
a 121°C por 15 min.

C2. ABTS 5 mM (10 ml)
Preparacion:

1. Se pesa 0.0274 g de ABTS y se diluye en un 1 ml de agua destilada en un vaso
de precipitado.

2. Se afora a 10 ml con matraz aforado y se mantiene en envase ambar.

C3. Solucién Folin-Ciocalteu 1:9

Preparacion:
1. Se toma 1 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu y se transfiere a un matraz aforado.

2. Se afora a 10 ml y se coloca en un frasco a&mbar.

C4. NaxCOs al 7.5%
Para preparar esta solucion se necesita:
1.875 g de Na2COs

25 ml de agua destilada

Procedimiento:
1. Se coloca en un vaso de precipitado el Na2COs hasta diluir.

2. Ya diluido se afora hasta 25 ml y se coloca en frasco.
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D. Sistemas de reaccion para cuantificar lacasas y fenoles
D1. Actividad de lacasa

Tabla D1. Mezcla de reaccion para medir la actividad de lacasa

Mezcla de

Concentracion Volumen (ul)

reaccion

Amortiguador de

1M 100

acetatos
Agua destilada 770
Extracto 30
ABTS 5 mM 100

Se incub6 5 min a 40 °C (sin ABTS), después se anadié 100 ul de la solucion ABTS

5 mM y se dejo incubar por 20 min a 40 °C. Se leyo6 absorbancia a 420 nm.

D2. Cuantificar fenoles

Tabla D2. Mezcla de reaccion para cuantificar fenoles

Mezcla de reaccion Volumen (ul)

Agua destilada 1460
Extracto 60

Folin-Ciocalteu 100
Na2COs 300

En un tubo de ensayo se aiadié 1460 pl de agua destilada y 100 ul del reactivo de
Folin-Ciocalteu y se dejo reaccionar 5 min. Luego se agregé 300 ul de solucién de
carbonato de sodio al 7.5 % y se dejé reposar a 30 min a 40°C en la oscuridad. Se

leyé la absorbancia a 765 nm.
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D3. Curva estandar de fenoles

A partir de una solucion stock de acido galico 1 mg/ml se adicionaron en tubos de
ensayo los siguientes volimenes de reaccion por duplicado.

Tabla D3. Volumenes de reaccién de acido gélico

mg/ml Solucion stock (ul)  Agua destilada (pl)

0 0 1000
0.05 50 950
0.10 100 900
0.15 150 850
0.20 200 800
0.25 250 750
0.30 300 700
0.35 350 650
0.40 400 600
0.45 450 550
0.50 500 500

Se agreg6 1.5 ml de agua destilada y 100 ml del reactivo de Folin-Ciocalteu y se
esperaron 5 min, luego se le agrego6 300 pl de solucion de carbonato de sodio al 7.5
% y se dejo reposar a 30 min a 40°C en la oscuridad.

Se calibré el espectrofotbmetro con un blanco (sin acido galico) a 765nm y se leyo
la absorbancia para cada ensayo. A partir de las absorbancias promedio se

construye una curva de calibracion.
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E. Cromatogramas HPLC

E1l. Cromatogramas de compuestos fendlicos

La identificacion de fenoles se realiz6 usando la técnica de HPLC en gradiente en
una cromatografia de fase reversa. En la Figura 1, se muestra el cromatograma de
los estandares fendlicos y sus tiempos de retencién: acido siringico (18.93 min),
acido vainillico (19.20 min), alcohol veratrilico (20.33 min), 4-hidroxibenzaldehido

(21.52 min), &cido p-cumarico (22.40 min), siringaldehido (22.68 min), guayacol
(25.27 min)*
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Figura E1. Cromatografia HPLC de estandares a 280 nm, 1.Acido siringico, 2.
Acido vainillico, 3. Alcohol veratrilico, 4. 4-hidroxibenzaldehido, 5. Acido p-

cumarico, 6. Siringaldehido, 7.guayacol.

A partir de las areas de los picos de eluciéon de cada compuesto se promedio y
construy6 una curva de calibracion.
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E2. Curva de Calibracién de fenoles

Anexos

Se realiz6 una curva de calibracion para cada uno de los compuestos estandar, para

lo cual se utilizaron 3 diferentes concentraciones (10, 20 100 mM) por triplicado. La

cuantificacion de estandares se llevo a cabo por HPLC-1220 Infinity.
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Concentracion 10,20 y 100 mM
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2000000000 2000000000 | A
= 5 = 4614 10360751
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Figura E2. Curvas de calibracion de 4-HDB, acido p-cumarico, acido vainillico y

guayacol, &cido siringico, alcohol veratrilico y siringaldehido.
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F. Cromatogramas de la cromatografia de gases masas
El contenido y composicion de los compuestos derivados de la lignina CDL2 y CDL3,
se analiz6 por cromatografia de gases masa.
Cada muestra se aislé por separado mediante extraccion con 2 sistemas de
solventes. El primero fue una mezcla Acetona-Cloroformo 1:1 (v/v) y el segundo fue

Acetato de etilo.

El sistema acetona-cloroformo: Procedimiento: 2 mL de la muestras se extrajeron
con la mezcla de solventes en proporcion 1:1 (2 veces). Los solventes organicos se
evaporaron y el extracto se peso. El extracto de CDL-2 pes6 6.8 mg. El extracto de
CDL-3 pes6 7.1 mg. Las muestras se diluyeron con 1 ml de cloroformo y se

inyectaron en el cromatografo.
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Figura F1. Cromatografia por gases masa, 1.Guayacol, 2.4-Hidroxibenzaldehido,
3. Siringaldehido.
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Se analizaron por GC / MS usando un HP Sistema G1800A GCD con una columna
DB-5 (30 m x 0.25 mm de didmetro interno, y 0.25 m de espesor de pelicula), que
fue programado de 50 -C a 100 -C a 30 -C / min y de 100 -C a 300 -C a 5 C / min.
La temperatura final se mantuvo durante 20 min. Los compuestos fueron
identificados por fragmentacion y al comparar sus espectros con los disponibles en
la biblioteca Wiley y NIST.

Area del pico

Pico T'e”.‘PO de_ Compuesto (% del total del
retencion (min) .
area)
53.9enCDL2y 17.4
1 10.5 Guayacol en CDL3
2 14.7 4-hidroxi benzaldehido 14.3 en CDL3
. : 3enCDL2y34.3en
3 18.4 Siringaldehido CDL3
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mAU

mAU

G. Cromatogramas de la biotransformacién del indigo carmin
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Figura G1. Cromatograma por HPLC de los estandares de Indigo Carmin (A) e

Isatina (B) Medido a 403- 600 nm.
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G1. Curva de calibraciéon de Isatina

Se realiz6 la curva de calibracion, para lo cual se inyectaron 6 concentraciones de
la mezcla de Isatina (0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 y 5.0 mM), cada una por triplicado. La

cuantificacion de estandares se llevo a cabo por HPLC-1220 Infinity.

Isatina
100000000 1
80000000 -
s 60000000 -
Q
<< 40000000 A
20000000 - y = 18,227,699.20x + 394,668.76
R2=1.00
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Concentracion 0.1- 5 mM Isatina
Figura G2. Curva de calibracion Isatina.

Para el caso de la curva del indigo carmin se procedié a realizar la curva de
calibracion, para lo cual se inyectaron 6 concentraciones de la mezcla de Isatina
(0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 y 5.0 mM), cada una por triplicado. La cuantificacién de
estandares se llevd a cabo por HPLC-1220 Infinity.

indigo carmin
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2 150000000
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50000000

0 e

0 1 2 3 4 5
Concentracion 0.1-5mM I.C

y = 55,933,399.00x
R2=1.00

Figura G3. Curva de calibracién indigo carmin.
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H. Compuestos y reactivos

Tabla 9.5.Compuestos y reactivos utilizados

Tintes No.C.A.S Casa Comercial
Cristal violeta 548-62-9 Sigma Aldrich
indigo carmin 860-22-0 Sigma Aldrich

Poly R-478 68550-77-6 Sigma Aldrich
Reactivo black 5 17095-24-8 Sigma Aldrich
Remazol brillante 2580-78-1 Sigma Aldrich

Rojo congo 573-58-0 Sigma Aldrich
Verde malaquita 2437-29-8 Sigma Aldrich

Casa Comercial

Mediadores Grado Reactivo

2,2 -Azino-bis-(3-etil-benzotiazolin

6-sulfonato) (ABTS) 30931-67-0 Sigma Aldrich
4- Hidroxibenzaldehido 123-08-0 Sigma Aldrich
Acido p-Cumarico 501-98-4 Sigma Aldrich
Acido siringico 530-57-4 Sigma Aldrich
Acido vainillico 121-34-6 Sigma Aldrich
Alcohol Veratril 93-03-8 Sigma Aldrich
Guayacol 818339 Merck Millipore
Siringaldehido 134-96-3 Sigma Aldrich
1-Hidroxibenzotriazol (HBT) 123333-53-9 Sigma Aldrich
2,6-Dimetoxifenol (DMP) 91-10-1 Sigma Aldrich
Reactivos No.C.A.S Casa Comercial
Acetato de Sodio 127-09-3 J.T.Baker
Acetonitrilo grado HPLC 75-05-8 J.T.Baker
Acido acético 64-19-7 J.T.Baker
Acido clorhidrico 7647-01-0 J.T.Baker
Acido formico 64-18-6 J.T.Baker
Acido fosférico 7664-38-2 High Purity
Acido galico 149-91-7 Sigma Aldrich
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Agua grado HPLC
BSA (Bovine Serum Albumin)
Carbonato de sodio
Coomassie brillant blue G250
Etanol
Fosfato de potasio dibasico
Fosfato de potasio monobasico
Isatina
Metanol grado HPLC
Reactivo de Folin
Sulfato de magnesio Heptahidratado
Componentes de medios de cultivo
Agar bacteriolégico
Dextrosa
Extracto de levadura
Extracto de malta
Peptona bacteriologica

Tiamina

7732-18-5
90604-29-8
497-19-8
42655
64-17-5
04/11/7758
7778-77-0
91-56-5
67-56-1
UN 3264
10034-99-8
No. C.A.S
JMX901100
01/10/5996
903
LPO039
922
67-03-8

Anexos
J.T.Baker

Merck
J.T.Baker
Merck
Sigma Aldrich
J.T.Baker
J.T.Baker
Sigma Aldrich
J.T.Baker
Merck
J.T.Baker
Casa Comercial
Millipore
J.T.Baker
MCD LAB
OXOID
MCD LAB
Sigma
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