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Resumen

En la busqueda de condiciones menos dafiinas al ecosistema nhatural, se ha propuesto la
utilizacion de enzimas que permiten aplicar condiciones de trabajo mas amigables con el medio
ambiente. La inmovilizacion de enzimas permite una mejora significativa de su estabilidad, lo
gue hace posible su empleo en la produccion industrial de productos quimicos, farmacéuticos,
alimenticios, en el tratamiento de residuos, en el diagnédstico y el tratamiento de enfermedades,
y otras muchas aplicaciones. En el presente trabajo se inmoviliz6 la enzima lacasa por
formacion de agregados enziméticos entrecruzados (CLEAS) y se determinaron las
condiciones 6ptimas para su preparacion. La enzima inmovilizada mostré mayor resistencia a la
desnaturalizacién con respecto a la temperatura, con una retencion de su actividad inicial
superior al 80% (50°C) y de un 10% (70°C), después de 3h de incubacion. De igual forma se
incremento la resistencia a los procesos de desactivacion causados por solventes organicos y
agentes caotrépicos, como la urea. Esta enzima puede ser utilizada en la remediacion de
aguas residuales de la industria textil. En este sentido, se determiné la decoloracién enziméatica
del colorante sintético azul indigo carmin por la enzima inmovilizada (Lac-CLEA) a diferentes
intervalos de tiempo, obteniéndose una decoloracion de mas de un 80%, después de ocho
horas de incubacion. Se realiz6 el estudio de la reutilizacién de la enzima inmovilizada, lo que

demostré un 90 % de actividad residual después de 12 ciclos consecutivos.
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1. INTRODUCCION.

El agua tiene propiedades Unicas que la caracterizan y que permiten el desarrollo de la vida en
nuestro planeta. Es probablemente el Unico recurso natural que se relaciona con todos los
aspectos de la civilizacion humana, con la agricultura, con el desarrollo industrial y con la
asignacion de valores culturales y religiosos. Tenemos que proteger las aguas del planeta. Hoy
el hombre dispone de todas las medidas para lograrlo; asi pues, debemos de evitar la

contaminacion de los mares, océanos, rios y lagos (ECURED 2011).

A medida que aumenta el poder del hombre sobre la naturaleza y aparecen nuevas
necesidades como consecuencia de la vida en sociedad, el medio ambiente que lo rodea se
deteriora cada vez mas. La contaminacion es uno de los problemas ambientales mas
importantes que afectan a nuestro mundo, siendo la contaminaciéon de las aguas uno de los
principales problemas. La Industria Textil constituye una de las que mas influye en la
contaminacion de las aguas, pues los colorantes sintéticos son solubles en agua vy dificiles de
degradar por lo que en su mayoria son vertidos en las aguas residuales (Couto and Herrera,
2006).

Actualmente, como resultado de la preocupacién por salvaguardar el medio ambiente y de
legislaciones cada vez mas exigentes, la blsqueda de procesos industriales limpios y no
contaminantes como alternativa a los tradicionales procesos quimicos se ha convertido en una
necesidad (Baldrian, 2006). En este sentido, las enzimas presentan propiedades cataliticas
muy interesantes: alta actividad catalitica bajo condiciones experimentales muy suaves (presion
atmosférica, pH y temperaturas moderadas), combinadas con una gran selectividad y
especificidad (estereo-especificidad). La ruta enzimatica presenta muy buenas perspectivas
para su uso en procesos industriales que deben ser selectivos, especificos, simples y no
contaminantes del medio ambiente (Fernandez-Lafuente and Guisan, 1998). Asi, las enzimas
pueden ser catalizadores muy Utiles en diversos procesos de las industrias alimentarias,
farmacéutica y quimica (Katchalski-Katzir, 1993). Una de las enzimas mas utilizadas en la
descontaminacién de aguas residuales de la Industria Textil es la lacasa, por su capacidad de
degradar xenobioticos y otros compuestos fenélicos o no, con estructura semejante a la de los
sustratos sobre los que ella actia (Kunamneni et. al., 2008; Giardina et. al., 2010). A pesar de
las evidentes ventajas, en muchos de estos procesos no se ha adoptado aun el uso de enzimas

3



Inmovilizacion de lacasa de Trametes versicolor por formacién de
agregados entrecruzados y su uso en la degradacion de colorantes sintéticos.

]
debido principalmente a los siguientes inconvenientes que limitan su uso a nivel industrial: i)
muchas enzimas no son lo suficientemente estables en las condiciones operacionales
requeridas y pueden llegar a perder la actividad catalitica debido a su desnaturalizacion
provocada por el solvente, las condiciones requeridas de pH y temperatura, y la agitacion
mecanica; ii) debido a que las enzimas son moléculas solubles en agua, su uso repetitivo, el
cual es importante para asegurar un proceso econémico, es problemético debido a la dificultad
de recuperarlas de sistemas acuosos y separarlas de sustratos y productos; iii) la productividad
de los procesos industriales por lo general es baja, debido a la tolerancia limitada de las
enzimas a altas concentraciones de sustratos y productos (lllanes, 1999, Paar et. al., 2003,
Fazary et. al., 2009, Brem et. al., 2012).

El desarrollo de nuevos métodos orientados a incrementar la estabilidad de estos
biocatalizadores es un tema emergente dentro de la tecnologia enzimética y la quimica de
proteinas. Una de las estrategias mas efectivas para la estabilizacion funcional de las enzimas
lo constituye su inmovilizacion en soportes hidrosolubles, dependiendo de las propiedades
finales de los catalizadores preparados por estas vias tanto de la naturaleza de la enzima como
de la matriz empleada para la inmovilizacion, asi como del método usado para la unién de

estos materiales con la proteina catalitica.

La inmovilizacién enzimatica permite un ahorro de costos y de tiempo, ya que pueden ser
reutilizadas. En la dltima década, una nueva variante de inmovilizacién de enzimas ha
emergido como una via capaz de incrementar la estabilidad de las mismas y es la formacion de
agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAs) (Lépez-Serrano et. al., 2002, Mateo et. al.,
2003, Wilson et. al., 2006).

Teniendo en cuenta los aspectos anteriores, el presente trabajo se propone abordar el
siguiente Problema Cientifico: diseflar un biocatalizador enzimatico capaz de degradar
compuestos contaminantes del agua, mediante la inmovilizacion de la enzima lacasa por

formacion de agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS).



Inmovilizacion de lacasa de Trametes versicolor por formacién de
agregados entrecruzados y su uso en la degradacion de colorantes sintéticos.

Para ello se propone comprobar la siguiente Hipotesis Cientifica:

La decoloracién de tintes sintéticos pudiera realizarse por la accion de una lacasa inmovilizada

por formacion de agregados entrecruzados (CLEAS) con alta eficiencia y reusabilidad.

Objetivo General:

Preparar agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS) de lacasa y evaluar el efecto de la
inmovilizacion sobre la estabilidad de la enzima; asi como su accién en la degradacién de
colorantes sintéticos.

Objetivos Especificos:

1. Determinar las condiciones Optimas para la inmovilizacion de lacasa de Trametes
versicolor por formacién de CLEAs.

2. Evaluar el efecto de la inmovilizacién sobre las propiedades cataliticas y la estabilidad
de la enzima.

3. Evaluar la capacidad de decoloracion del CLEA de lacasa en la degradacion de
colorantes sintéticos y su reutilizacion.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. El Agua. Usos, Importancia y Contaminacion.
El agua es el compuesto quimico mas abundante y el de mayor significaciéon para la vida
(Babor, 1978). Desde la antigiiedad se considera como uno de los recursos naturales

fundamentales junto al aire, la tierra y el fuego.

Es un recurso escaso pero de vital importancia para la sociedad y la naturaleza, ya que forma
parte, en un tanto por ciento elevado, de la constitucion de todos los seres vivos. De toda el
agua existente en el planeta, solo una pequefa parte es aprovechable por la sociedad, y la
mayor parte por la naturaleza (ECURED 2011). En la Figura 1 se muestra la distribucién actual

del agua en la tierra.

o10s

agua dulce 3% 0,9% rios 2%
r_ ¢ - Zatua
oz superficial
subterrdnea 9.3%
30,1% \
AGUA T Acua AGUA
EN LA TIERRA DULCE SUPERFICIAL

(LiQuioa)

Figura 1. Distribucion actual del agua en la tierra.

El hombre utiliza el agua en muchas actividades, desde usos industriales hasta las de aseo
diario y su distribucion se puede observar en la Figura 2 (Rodier, 1989 y Algs, 1997)
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Agricultura

Industria, mineria

Electricidad

Figura 2. Distribucion de la cantidad de agua utilizada en los diferentes sectores sociales.

En la agricultura es utilizada para irrigar los cultivos, para la generacién de energia eléctrica y

es de vital importancia para el desarrollo de varios procesos industriales.

En el caso particular de la industria presenta multiples aplicaciones: para calentar y enfriar,
para producir vapor de agua o como disolvente, como materia prima o para limpiar. La mayor
parte, después de su uso, se elimina devolviéndola nuevamente a la naturaleza (ECURED
2011).

El agua tiene una gran importancia como medio en el que se llevan a cabo numerosos
procesos quimicos. Todas las reacciones asociadas con la vida vegetal o animal necesitan la
presencia del agua para llevarse a cabo dentro del organismo viviente. Se le conoce como el
disolvente universal teniendo en cuenta el caracter de su solubilidad que hace que muchas
sustancias sean solubles en ella y que ademas, pueda combinarse con ciertas sales para
formar hidratos, reaccionar con los 6xidos de los metales formando acidos y actuar como

catalizador en muchas reacciones quimicas importantes (Rodier, 1989; Alés, 1997).

Constituye el elemento mayoritario de todos los seres vivos (78%), indispensable en el
desarrollo de la vida, el consumo humano y es una fuente de energia hidroeléctrica. Ademas,

se utiliza como medio de transporte en la navegacion

La situacion mundial del agua es aun mas deplorable y con matices mucho mas catastroficos
gue la energética, pues hoy el volumen de agua disponible es menos de 50 %, del que existia

al principio del siglo XX.


http://es.wikipedia.org/wiki/Generaci%C3%B3n_de_energ%C3%ADa_el%C3%A9ctrica
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La crisis del agua se duplicard en 2025 debido a varios factores:

- Creciente demanda de agua por la agricultura, la industria y el consumo humano.
- Uso ineficiente del agua y con baja eficiencia.

- Incremento sostenido de la contaminacién. (ECURED 2011).

A nivel mundial, es una preocupacion segun reportes de Fernandez (1988) y del Informe de
Naciones Unidas (2006), de cobmo se han contaminando las aguas producto a los procesos y
explotacién de varias industrias y empresas, lo cual ha afectado seriamente al medio ambiente
en el que operan, sin importar el costo social y el deterioro del entorno; ademas de no prever

las consecuencias futuras que ello genera.

En muchos lugares se construyen fabricas e industrias muy proximas a las fuentes
abastecedoras de agua, en las que se vierten desperdicios y sustancias perjudiciales que
provocan su contaminacion y limitan su empleo. Ademas, estos desperdicios causan dafio a

seres vivos que habitan en la hidrosfera (ECURED 2011).

Al6s (1997) y Degrémont (1991), coinciden en que las aguas residuales industriales son las
procedentes de las diferentes actividades industriales. Su volumen y composicién no puede
estimarse de forma general, ya que dependen del tipo de industria. Hay industrias que
introducen sustancias téxicas en sus aguas residuales, pudiendo afectar al proceso de

depuracién.

Las aguas residuales estan constituidas por materia organica en forma suspendida, coloidal y

disuelta (Tchobanoglous, 1995).

Los humanos llevamos mucho tiempo depositando nuestros residuos y basuras en la
atmosfera, en la tierra y en el agua. Esta forma de actuar hace que los residuos no se traten
adecuadamente y causen contaminacion. La contaminacion del agua afecta a las
precipitaciones, a las aguas superficiales, a las subterraneas y como consecuencia degrada los

ecosistemas naturales (Disponible en http://es.Wikipedia.org/ wiki/ agua).

Las aguas de origen industrial varian su contenido fisico-quimico en buena medida de acuerdo
con el tipo de industria que se trate. En general presenta el problema de la acidez y la

alcalinidad, alta temperatura, grandes niveles de grasa y aceites, metales pesados, una gran
8
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demanda quimica de oxigeno (DQO) para la oxidacién de materia quimica, solidos disueltos y
suspendidos. De ahi que los métodos para tratar este tipo de agua sean muy diversos y se
investigue constantemente para desarrollar formas mas avanzadas. Los métodos van dirigidos
especialmente al menor consumo de energia y productos quimicos, asi como al ahorro de
espacios en las instalaciones, ademas de minimizar el impacto ambiental de los residuales y su
disposicién en cuerpos de agua, cursos naturales, capas fredticas (infiltracién) o para su
posterior uso en riegos agricolas u otros usos (Hernandez, 1998).

Los cuerpos receptores mas sensible a esta contaminacion son los ecosistemas acuéticos, es

decir, rios, mares, lagos, aguas subterrdneas, entre otros.

Desde la Conferencia de Mar del Plata celebrada en 1977 hasta la Cumbre de Desarrollo
Sostenible de Johannesburgo en 2002, los temas del agua han sido motivo de profundas
reflexiones por parte de los representantes de las agencias especializadas, de la comunidad
cientifica internacional y de autoridades gubernamentales de todas las latitudes (ECURED
2011).

El hombre esta en el deber de cuidar y evitar toda contaminacion sobre este preciado liquido.
Con vistas a mejorar esta situaciéon se aplican tecnologias con el fin de purificar corrientes de

desechos industriales.

Muchos contaminantes tienen estructuras similares a las presentes en compuestos naturales y
es por ello que son facilmente degradados por los microorganismos del suelo y del agua. Sin
embargo, existen otros compuestos con estructuras o sustituyentes mas complejos de origen
xenobio6tico, que son dificilmente catabolizados (compuestos recalcitrantes, dado que se

acumulan y persisten en la naturaleza) (Altamirano, 1999).

La recuperacion de estos sistemas contaminados puede ser tratada con diferentes métodos
gue pueden ser fisicos, quimicos y bioldgicos. Los tratamientos fisicos y quimicos son los mas
costosos, mientras que la remediacién bioldgica o la biorremediacién se presenta como una
técnica de recuperacibn mas barata, comparada con los anteriores. Estas técnicas utilizan
microorganismos presentes en el propio medio o enzimas para realizar la tarea de la

depuracion de las aguas contaminadas (Parrish et. al., 1980)
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La biodegradacion es el proceso natural por el cual los microorganismos degradan o alteran
moléculas organicas transformandolas en moléculas mas pequefias y no toxicas.

(http://www.argenbio.org//adcuploads/pdf/biorremediacion).

2.2. Métodos utilizados para la remediacion del agua

Los procesos de remediacion que se conocen en la actualidad son: oxidacion; precipitacion,
coagulacion y ablandamiento con cal; 6smosis inversa; microfiltracién; nanofiltracién; adsorcion,
tratamientos biologicos y fitoremediacion; electrodidlisis y electrocinética, entre otros (Arman,
1992; Fetter, 1993; Konstantinos et al., 2006). Algunas de estas técnicas son mas tradicionales
y utilizadas que otras. Si bien continuamente se proponen nuevos métodos o mejoras, cada
proceso presenta ventajas y desventajas segun las condiciones locales lo que no asegura un
resultado técnico-econdémico-ambiental adecuado en todos los casos. En el caso del
tratamiento de aguas contaminadas con compuestos fendlicos, los métodos quimicos mas
utilizados son los procesos de ozonacién y Fenton; obteniéndose buenos resultados. Sin
embargo, una de las desventajas fundamentales esta asociada a la alta cantidad de hierro
requerido, superior a los 50 ppm, usualmente superiores a los limites legalmente permitidos.
Por tal motivo, es necesario llevar a cabo etapas de separacion sucesivas las cuales traen
consigo cambios ambientales adicionales (Martins y Quinta-Ferreira, 2011). Por lo tanto, la
busqueda de técnicas de biorremediacién “mas limpias” ha incrementado el trabajo con

microorganismos y/o biocatalizadores que minimicen los efectos ambientales secundarios.

En los procesos de biorremediacion se emplean generalmente mezclas de microorganismos

(http//:www.argenbio.org//adcuploads/pdf/biorremediacion).

Dentro de los métodos biolégicos podemos citar la biorremediacion aerdbica, biorremediacion
anaerobica y procesos enzimaticos. La biorremediacion aerdbica es aplicable a contaminantes
biodegradables por microorganismos aerdbicos (bioxidacién). Requiere de un control de
variables que condicionan la biodegradacion, asi como el monitoreo y control de subproductos

gue pueden ser mas téxicos que los originales.

La biorremediacibn anaerébica es aplicable a contaminantes biodegradables por
microorganismos en condiciones anaerobicas. Es aplicable a compuestos organo-halogenados,
requiere un control de variables que condicionan la biodegradacion y tiempos prolongados para

completar la biodegradacion en condiciones aerobicas (Wang, J., Liu, X. D., Lu, J., 2012).
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La remediacion con procesos enzimaticos consiste en el empleo de enzimas en el sitio
contaminado, con el fin de degradar las sustancias nocivas. Es aplicable a contaminantes
biodegradables organicos, con productos enziméticos que requieren de una estabilidad (ITGE,
1995; Whiteley y Lee, 2006).

Existen contaminantes dificiles de degradar, y para los cuales no se han encontrado
microorganismos capaces de transformarlos. La biotecnologia moderna puede solucionar en
parte este problema, generando organismos genéticamente modificados con nuevas
capacidades para eliminar tales contaminantes. La base de esta estrategia se basa en la
bldsqueda de las enzimas adecuadas
(http//:www.argenbio.org//adcuploads/pdf/biorremediacion).

A pesar de esta clara ventaja, el empleo de enzimas no se ha generalizado en los procesos
guimicos industriales debido a que la mayoria de las enzimas no son estables en las
condiciones de trabajo. Por otra parte al ser solubles en agua, su separacion de los sustratos y
productos es dificil, y por tanto, no se pueden reutilizar. Actualmente es importante dirigir los
esfuerzos a la obtencion de sistemas con nuevas 0 mejores caracteristicas que le permitan ser
activas en condiciones drasticas de pH, temperatura o en presencia de solventes organicos.
Por tal motivo, es necesario desarrollar nuevas metodologias para lograr la estabilidad de las
enzimas que permitan la obtencién de sistemas de reaccion de larga vida y bajo costo, lo cual

sera determinado por las propiedades fisico-quimicas de estos sistemas (Taylor, 1991).

Con la inmovilizaciéon de las enzimas se han podido superar estos Ultimos inconvenientes,
permitiendo que el proceso biotecnolégico sea econdémicamente rentable (Sheldon y
Schoevaart, 2005).

2.3. Enzimas inmovilizadas. Tipos de inmovilizacion.

Las enzimas inmovilizadas se han utilizados en muchos procesos. Su inmovilizaciébn es un
posible camino para solucionar o minimizar muchos de estos problemas en el uso de las
enzimas. Las enzimas inmovilizadas o biocatalizadores en fase sélida, se pueden definir como
enzimas fisicamente confinadas o que han sido fijadas a un soporte con retencién de sus
actividades cataliticas, y que pueden ser usadas en forma continua y repetitiva (Trevan, 1980;
Hartmeier, 1988; Katchalski-Katzir, 1993).
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Ademds de la estabilidad, otras propiedades que caracterizan a las enzimas tales como la
selectividad, tolerancia a concentraciones altas de sustrato y producto, parametros cinéticos,
pH y temperatura 6ptimas, pueden ser significativamente alteradas dependiendo del método de
inmovilizacion utilizado (Trevan, 1980).

El primer uso a nivel industrial de una enzima inmovilizada data de 1967 en Japoén, cuando se
dio a conocer la aplicacion de L-aminoacilasa inmovilizada en DEAE-Sephadex para la
resolucion de mezclas racémicas de D/L-acetil-aminoacidos obtenidas por sintesis (Chibata et
al, 1991). Otras aplicaciones industriales importantes de las enzimas inmovilizadas se
relacionan con la produccién o transformacién de azlcares, y de productos farmacéuticos
(Tabla 1) (Katchalski-Katzir, 1993). En algunos procesos industriales se han utilizado células
microbianas enteras que contienen la enzima deseada, incluidas en geles. Ademéas de sus
aplicaciones en procesos industriales, las técnicas de inmovilizaciébn son la base en la
produccion de numerosos productos biotecnolégicos con aplicaciones en diagndstico,
cromatografia de bioafinidad y biosensores.

Tabla |. Ejemplos de procesos industriales de alto volumen que emplean enzimas
inmovilizadas. (Adaptado de lllanes, 1994; Katchalski-Katzir, 1993).

Proceso Enzima / Origen Soporte

Produccion de jarabes de

Glucosa isomerasa

Vidrio poroso,

fructosa a partir de glucosa (Streptomices sp., proteina
Arthrobacter sp.) entrecruzada

Produccion de acido amino Penicilina amidasa Bentonita
penicilanico (Escherichia coli, entrecruzada

B. megaterium)

Resolucién de mezclas
racémicas de aminoacidos a
forma L, biol6gicamente
activa

L-Amino-acilasa
(Aspergillus oryzae )

DEAE-Sephadex

Produccion de leches y
lactosueros delactosados
para usos alimentarios y

productos dietéticos

Lactasa
(a-Galactosidasa)
(Kluyveromices
lactis,
Aspergillus oryzae )

Fibras de acetato de
celulosa, vidrio de
poro controlado

12
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Como ventajas del empleo de enzimas inmovilizadas podemos destacar:

1. El aumento de la estabilidad de la enzima.
2. La posible reutilizacion del derivado, por lo que disminuyen los costos del proceso.
3. La posibilidad de disefiar un reactor enziméatico de facil manejo y control, adaptado a la
aplicacion de la enzima inmovilizada.
Los diferentes tipos de reactores enzimaticos aparecen en la Figura 3. Estos reactores con
enzimas inmovilizadas permiten el empleo de cargas elevadas de enzima, la cual mantendra su
actividad durante mas tiempo. Estos sistemas pueden incluir el reciclado, lo que permite la

obtencién de productos con mayor pureza.
Los principales inconvenientes del proceso de inmovilizacién son:

La alteracién de la conformacién de la enzima respecto de su estado nativo.

=

2. La gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte donde pueden existir distintas
fracciones de proteinas inmovilizadas con un diferente nidmero de uniones al soporte.
Siempre suele haber una pérdida de actividad de la enzima durante la movilizacién.

El biocatalizador es mas caro que la enzima nativa (Arroyo, 1998; Kennedy y Cabral,

1983).
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Figura 3. Reactores enziméticos que utilizan enzimas inmovilizadas.
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Estas desventajas se deben a que existen varios factores que influyen sobre la velocidad de la
reaccion, la actividad catalitica y la especificidad de una enzima, tales como: el pH, la
temperatura, la fuerza iénica, presencia de inhibidores (competitivos y no competitivos);
afectando de esta forma la actividad de las enzimas.

Los métodos de inmovilizacién se pueden clasificar en dos grandes categorias: Retencion fisica
y Unién quimica (Arroyo, 1998). Los métodos basados en la retencién fisica pueden dividirse
en: atrapamiento (en capa o en fibra) e inclusion en membranas (microencapsulacion,
reactores de membrana). Por su parte, la union quimica puede ocurrir mediante la union a
diferentes soportes, ya sea mediante adsorcién o union covalente o formacion de un reticulado,
el cual puede ser puro o co-reticulado (Cao et. al., 2005). Todas estas metodologias tienen sus
ventajas y desventajas, lo cual determina el método de inmovilizacién seleccionado para cada
enzima diferente. Aunque se han desarrollado y aplicado muchas técnicas de inmovilizacion a
numerosas enzimas, se reconoce que no existe un método universal valido para todas las
enzimas en todos los casos. No obstante, gracias a toda la informaciéon disponible en la
actualidad, se pueden hacer generalizaciones sobre cada método de inmovilizacién y asi,
podremos seleccionar el mas adecuado para cada aplicacion especifica (Working Party on
Immobilized Biocatalysts, 1983).

Los biocatalizadores con gran actividad volumétrica y productividad catalitica pueden ser

obtenidos por un entrecruzamiento simple de las enzimas.

La técnica de entrecruzamiento de proteinas, utilizando un reactivo bifuncional como el
glutaraldehido, fue inicialmente desarrollado por Doscher en 1960. (Doscher, 1960). Sin
embargo, este método de produccion de enzimas entrecruzadas (CLEs) tiene diversas
limitaciones como: son baja retencién de la actividad del biocatalizador, baja estabilidad
mecanica y dificultades en la manipulacién de inmovilizados gelatinosos. A principios de 1990
el entrecruzamiento de cristales de enzimas (CLECs), obtenidos por entrecruzamiento de
enzimas cristalinas, mostraron una excelente actividad y estabilidad operacional en una
variedad de biotransformaciones (Sheldon et. al., 2007). Sin embargo, la mayor limitacion de
los CLECs es la alta pureza necesaria para la cristalizacion de la enzima, lo cual se traduce en

un alto precio del inmovilizado.
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Por su parte, la obtencion de agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS), por precipitacion
de la enzima disuelta en una solucién tampdn y entrecruzamiento del agregado fisico obtenido
con glutaraldehido, por ejemplo, fue exitoso. Este método permite obtener inmovilizados de alta
eficiencia con preparaciones de la enzima cruda, ya que la etapa de precipitacion es una de las
utilizadas en la purificacion de proteinas, y la preparacion de estos CLEAs combina la
purificacion e inmovilizacién en una operacion simple. Esta combinacion le da un excelente
manejo operacional, facilidad de preparacion y relativamente precio bajo. La metodologia de los
CLEAs es aplicable a una gran variedad de enzimas como las hidrolasas, liasas y
oxidoreductoras (como la lacasa) (Sheldon et. al., 2007; Lopez-Serrano et. al., 2002). Las
lacasas son ampliamente utilizadas en diferentes procesos industriales, en sintesis organica,
asi como en procesos de remediacion; por lo cual ha generado un gran interés en el desarrollo

de métodos eficaces para su inmovilizacion (Cabana et. al., 2011).
2.4. Lalacasacomo enzima modelo.

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son enzimas del tipo fenol-oxidasa dependiente de cobre, que tienen
la capacidad de catalizar reacciones de oxidacién de sustratos ricos electronicamente, como
los fenoles. Este es un paso importante en la biodegradacién de polimeros que contengan
grupos aromaticos fendlicos (Trejo y col., 2002).

Estas enzimas presentan baja especificidad de sustrato por o que son capaces de catalizar un
gran numero de reacciones oxidativas. Esta versatilidad catalitica hace que estas enzimas
tengan un gran potencial biotecnoldgico para su aplicacion en procesos de biorremediacion y

sintesis de nuevos productos, entre otros.

La lacasa ha sido objeto de investigacion en las ultimas décadas, debido a su habilidad de
oxidacion de compuestos relacionados con la lignina, tanto fendlicos como no fendlicos, asi
como los contaminantes medioambientales altamentes agresivos. Todo ello la hace muy

utilizada en varios procesos biotecnolégicos (Aaslyng, Rorbaek, Sorensen, 1996).

Diversos estudios han revelado que las lacasas degradan colorantes provenientes de la
industria textil, los cuales son xenobidticos y recalcitrantes (Palmieri et. al., 1977; Jaouani et.
al., 2005).
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2.4.1. Aplicaciones de la lacasa en la industria

Su uso incluye el saneamiento de las emanaciones industriales, fundamentalmente de las
industrias de la pulpa y el papel, la textil y la petroquimica, es utilizada como medio diagndstico
y como agente biorremediador para la desinfeccién de pesticidas y explosivos en el suelo. La
enzima lacasa es también usada como purificadora de aguas en algunos sistemas, como
catalizador en la producciéon de medicamentos anticancerigenos y como ingrediente en algunos
cosméticos. Ademds, su capacidad para remover sustancias xenobibticas, en la

biorremediacion o mejoramiento biolégico la hacen un producto muy usado.

En los procesos de estilizacion final de los jeans de mezclilla (Denim, tela tefiida con indigo), en
el blanqueo de la fibra de algod6n y la reduccion de colorantes textiles se han utilizado
sustancias quimicas cloradas para el proceso de destefido. Estas sustancias ademas de ser
contaminantes y dafinas para la salud, tienden a maltratar las telas, por lo que su uso se ha
limitado (Abadulla, 2000; Blanques, 2004; Hou, 2004). Desde 1996, la empresa Novoenzyme
utiliza como alternativa biotecnolégica, enzimas lacasas en el destefiido de la mezclilla
(producto comercial DeniLite). Debido a esta propiedad, la lacasa es utilizada en la oxidacion
del indigo (colorante de tipo fendlico) en la preparacién de telas para jeans. La aplicacion de
enzimas en la industria textil permite obtener un proceso de destefiido eficiente, sustentable y

no contaminante para el medio ambiente. (Rodriguez Susana y Toca- Herrera, 2006).

La estabilidad de las lacasas usualmente se encuentran también en pH acidicos, aunque

existen excepciones (Baldrian, 2006).

En la industria alimentaria las lacasas se utilizan para mejorar la estabilidad y propiedades
organolépticas de zumos de frutas, vino y cerveza. La oxidacién enzimética de compuestos
fendlicos en las bebidas elimina la turbidez de éstas y produce mejoras en el color, el aroma 'y
el sabor. Ademas, el uso de lacasas en panaderia influye en la calidad de la masa del pan
(Minussi et al., 2002).

Las lacasas tienen aplicaciones en la industria de la pulpa y el papel, en el tratamiento de
aguas contaminadas y en la industria textil, donde el principal problema ambiental que tiene el
sector textil radica en las aguas residuales que genera, y en las cargas quimicas que las
mismas contienen (ECURED 2011).
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Las legislaciones gubernamentales en los paises desarrollados se han convertido en mas y
mas severas en la industria textil debido a los efluentes, porque algunos de los tintes son
hechos con sustancias cancerigenas (Baugman y Perenich, 1988).

2.4.2. Inmovilizacién de lacasa. Utilizacion en la biorremediacion.

Los problemas ambientales relacionados con las aguas residuales de las industrias se han
convertido en un problema muy complejo con el incremento de la diversidad de productos
utilizados. Los colorantes textiles son ampliamente utilizados en las actividades de tefiido por
su capacidad de unirse a las fibras textiles por formacion de enlaces covalentes. Por tal motivo,
la industria textil constituye hoy una de los mayores procesos contaminantes ya que el 4% de
estos colorantes son vertidos al ambiente, en su mayoria disuelto en las aguas residuales
(Peralta-Zamora et. al., 2003). Los colorantes textiles tienen gran persistencia en el ambiente, y
los métodos de eliminacion clasicos no son utiles debido a que oxidaciones o reducciones
parciales pueden generar productos secundarios altamente toxicos. Una gran proporcién de los
colorantes no son directamente toxicos para los organismos vivos; sin embargo, la fuerte
coloracién que imparten a los medios de descarga puede llegar a suprimir los procesos
fotosintéticos en los cursos de agua, por lo que su presencia debe ser controlada (O”Neill et.
al., 1999).

La lacasa es una de las enzimas oxidativas que mas se perfila con mayor potencial en esta
area (Gianfrenda, Xu, Bollag, 1999).

Recientes investigaciones han informado la degradacion de varios colorantes reactivos por las
lacasas, seguido tanto por un proceso de decoloracién (degradacion de grupos cromogénicos)
o por la desaparicién del producto, utilizando técnicas espectrofotométricas o cromatograficas
(Chivukuka y Renganathan, 1995).

La lacasa de Coriolopsis gallica fue inmovilizada sobre agarosa activada y se analizé la
decoloracion repetitiva de colorantes industriales. La lacasa inmovilizada retuvo el 85% de su
actividad inicial después de 10 ciclos y, el 70% de la misma después de tres meses de uso

intermitente en la decoloracion del colorante Azul 198 (Reyes et. al., 1999).

En este sentido, Peralta-Zamora et. al. (2003) informaron la inmovilizacion de lacasa de
Trametes versicolor sobre varios soportes. Estos biocatalizadores inmovilizados fueron

utiizados en la decoloracion de varios colorantes reactivos textiles, entre los que se
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encuentran: Remazol Azul Brillante R, Remazol Negro B, Amarillo Reactivo 122 y Rojo
Reactivo 251. Las enzimas inmovilizadas mostraron una alta eficiencia de decoloracién frente a

las soluciones acuosas de estos colorantes.

La lacasa de Trametes versicolor fue inmovilizada por atrapamiento en tres redes poliméricas
por semi-interpenetracion y fue utilizada en la decoloracion del colorante Amarillo Acido 52. La
enzima inmovilizada decoloré el colorante a las 6h de incubacion, observandose mas de un
50% de decoloracién. La adicion de un mediador incrementé estos valores por encima del 73%
(Yamak et. al., 2009).
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3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. Materiales y Reactivos.
Los principales reactivos y materiales empleados en el presente trabajo fueron adquiridos de

las siguientes fuentes:

» Sigma- Aldrich (San Luis, MO): Lacasa de Trametes versicolor (EC 1.10.3.2), 2,2-azino-bis-
(3-etilbencenotiazolina-6-acido  sulfénico) (ABTS), Borohidruro de Sodio (N,BH,),
Glutaraldehido 25%, Reactivo de Bradford.

Los demas reactivos utilizados fueron de grado analitico y provenian de las mismas fuentes

citadas salvo excepciones sefialadas en el texto.

3.2. Equipos empleados

e pH-metro de precision Metrohm E-510 (Alemania). Utilizado en la preparacion de las
soluciones reguladoras de pH. Fue calibrado con disoluciones reguladoras de pH 4.00 y
7.00a25.0+0.5°C.

o Espectrofotémetro Ultrospec 2100 UV/VIS — Pharmacia Biotech (Suecia). Utilizado en
las determinaciones espectrofotométricas. Los datos fueron compilados usando el
software Swifft II.

¢ Balanza analitica (Sartorius)

e Bafio termostatado

e Zaranda

e Agitadores magnéticos

3.3. Determinacioén de las condiciones Optimas para la formacién de agregados

enzimaticos entrecruzados (CLEAS) de lacasa de Trametes versicolor.

3.3.1. Determinacién de la concentracion 6ptima del agente precipitante.

Para la preparacion del biocatalizador de lacasa fue necesario la determinacion de la
concentracion 6ptima del agente precipitante. En este trabajo se utiliz6 el sulfato de amonio por
ser una sal soluble en agua. Se realizé la precipitaciéon a diferentes concentraciones de
(NH4).SO,, en un intervalo del 40%-80% de saturacion. Seis mg de enzima fueron disueltos en

1 mL de solucién tampén de fosfato de sodio 0.1 mol/L, pH 7.0 y se afiadieron lentamente, con
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agitacibn magnética, diferentes cantidades de (NH,),SO, hasta alcanzar el porciento de
saturacion requerido para la precipitacion de la enzima (Cao et. al., 2000). La mezcla se agitd
lentamente durante 2h a 4°C y posteriormente se centrifugd a 3000 rpm. Se separ6 el
sobrenadante del precipitado, este Ultimo se resuspendié en 2 mL de fosfato de sodio 0.1
mol/L, pH 7.0 y se conservo a 4°C para su posterior determinacion de la concentracion de
proteina y la actividad enzimatica.

3.3.2. Preparacion de los CLEAs a las concentraciones oOptimas de agente
precipitante.
Doce mg de lacasa (6 mg/mL) fueron disueltos en 2 mL de solucién tampodn de fosfato de sodio
0.1 mol/L, pH 7.0. Se afadieron lentamente y con agitacion 0.78g (60%), 0.94g (70%) y 1.12¢g
(80%) de sulfato de amonio hasta alcanzar los diferentes grados de saturacién. La mezcla se
agité lentamente a 4°C durante 2h. Se afiadi6 1 mL de glutaraldehido al 25% para lograr el
entrecruzamiento de la enzima precipitada y se agité nuevamente durante 2h a 4°C (Cao et. al.,
2000). Posteriormente se centrifugd la solucién a 3000 rpm, se separd el sobrenadante del
precipitado, este Ultimo se resuspendié en 2 mL de fosfato de sodio 0.1 mol/L, pH 7.0 y se
conservo a 4°C para su posterior determinacion de la concentracion de proteina y la actividad

enzimatica.

3.3.3. Determinacién de la concentracién 6ptima del agente entrecruzante.

Los CLEAs fueron preparados disolviendo 6 mg de lacasa en 1 mL de solucién tampén de
fosfato de sodio 0.1 mol/L, pH 7.0. Se afadieron a la solucion, lentamente y con agitacion,
0.47g de (NH4),SO,. La mezcla se agitd lentamente a 4°C durante 2h. Se afiadieron diferentes

volumenes de glutaraldehido al 25%, para obtener las concentraciones finales deseadas.

Muestra I Il 11 v \% Vi VI VI

¢ (final
glutaraldehido)

0.2 0.5 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
(%)

Volumen afadido

(solucion al 25%)
8 uL 20pL | 40pL | 48pL | 56puL | 64pL | 72pL | 80pL
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La mezcla se agitd durante 2h a 4°C. Para reducir el exceso de glutaraldehido en la reaccion se
afadieron 100 pL de una solucién stock de NaBH, (10 mg/mL) (concentracion final en la
mezcla de reaccion: 1mg/mL) y se agité por 30 min. (MatijoSyté, 2010). Posteriormente se
centrifugd la solucién a 3000 rpm, se separ6 el sobrenadante del precipitado, este ultimo se
resuspendié en 2 mL de fosfato de sodio 0.1 mol/L, pH 7.0 y se conservé a 4°C para su
posterior determinacion de la concentracion de proteina y la actividad enzimatica.

3.3.4. Determinacion de la concentracion optima de la enzima.

Con el objetivo de determinar si a menores concentraciones de la enzima se podian obtener
inmovilizados estables y de alto rendimiento, se evaluaron diferentes concentraciones de
lacasa en la reaccion. Los CLEAs fueron preparados a concentraciones de: 1, 2, 3, 4y 5
mg/mL de enzima disueltos en 1 mL de solucién tampdén de fosfato de sodio 0.1 mol/L, pH 7.0.
Se afiadieron a la solucion, lentamente y con agitacion, 0.47g de (NH,4),SO,. La mezcla se
agité lentamente a 4°C durante 2h. Se afiadieron 48 uL de glutaraldehido al 25%, la mezcla se
agité durante 2h a 4°C. Posteriormente se afiadieron 100 puL de una solucién stock de NaBH,
(10 mg/mL) (concentracién final en la mezcla de reaccion: 1mg/mL) y se agité por 30 min.
(MatijoSyté, 2010). La solucion se centrifug6 a 3000 rpm, se separd el sobrenadante del
precipitado, este Ultimo se resuspendié en 2 mL de fosfato de sodio 0.1 mol/L, pH 7.0 y se
conservo a 4°C para su posterior determinacion de la concentracion de proteina y la actividad

enzimatica.

3.4. Inmovilizacibn de lacasa de Trametes versicolor por formaciéon de
agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAS).

El biocatalizador de lacasa fue preparado siguiendo la metodologia descrita en 3.3.4, tomando

como base las concentraciones Optimas de enzima, agente precipitante y agente entrecruzante.

La actividad enzimatica del CLEA se expres6 como porciento de actividad residual y se

determiné por la ecuacion (1) (Wang et. al., 2011):

Actividad Total del CLEA (U)
Actividad Residual (%) = x 100 (1)

Actividad Total de la Enzima libre usada
para formar el CLEA (U)
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De igual forma, la eficiencia del proceso de inmovilizacion, en términos de proteina, se expreso

en porciento y se determind por la ecuacion (2):

Proteina Retenida en el CLEA
(Proteina inicial- Proteina del sobrenadante)
Eficienciadela = x100 (2)
Inmovilizacion (%) Proteina Inicial

3.5. Caracterizacion de los CLEAs de lacasa de Trametes versicolor (Lac-
CLEA).

3.5.1. Determinacién de la concentracion de proteinas.

La proteina se determiné por el método de Bradford (1973). Se adicionaron 200 uL de muestra

y 800 uL del reactivo de Bradford. La solucion se agitd 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 determind extrapolando los valores de absorbancia a una curva estandar de

albumina sérica bovina.

3.5.2. Determinacion de la actividad enzimética.

La actividad de lacasa y el CLEA se determind por espectrofotometria usando ABTS (2,2"-
azino-bis [acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico]) 0.5 mmol/L en solucion tampén de acetato de
sodio 1mol/L, pH 5.0. Se midié el incremento en la absorbancia a 420 nm y la actividad fue
calculada a partir del coeficiente de extincién molar (€) de 36,000 M™* cm™. Una unidad de
actividad enzimatica de lacasa se define como la cantidad de enzima que oxida 1 pmol de

ABTS/mL/min, bajo las condiciones de ensayo.

3.5.3. Determinacién de la temperatura 6ptima.
La actividad enzimatica de la enzima nativa e inmovilizada (dilucién final en el ensayo: 1/10) fue
determinada a diferentes temperaturas en el intervalo de 30°C a 70°C (diferencia de 10°C entre

cada una). El ensayo de actividad enzimatica se realizé6 como se describi6 en 3.5.2.

3.5.4. Determinacién del pH 6ptimo.
El efecto del pH sobre la actividad catalitica de las preparaciones enzimaticas (dilucion final en

el ensayo: 1/10) fue determinado a 25°C frente a ABTS, y se efectuaron las reacciones de
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hidrdlisis en las siguientes soluciones: citrato-fosfato de sodio 0.1 mol/L (pH 2.0-7.0), Tris-HCI
0.1 mol/L (pH 8.0-9.0) y Glicina-KOH 0.1 mol/L (pH 10-12.0), con una diferencia de 1 unidad en
el valor de pH. El tiempo de duracion del ensayo de actividad fue de 2.5 minutos.

3.5.5. Determinacion de las constantes cataliticas.

Se realizaron curvas de progreso a diferentes concentraciones de sustrato (0.25 mM, 0.5 mM, 1
mM, 2.0 mM y 5 mM) a pH y temperatura Optimos. El ajuste de los datos al modelo de
Michaelis-Menten, para determinar los parametros cinéticos aparentes, se realiz6 mediante la
minimizacion de la suma de errores cuadrados, del programa Excel. La determinacién de las

constantes cataliticas (Km y Vmax.) se realizaron utilizando el Método de Eadie-Hofstee.

3.6. Determinacién de la estabilidad funcional de las preparaciones
enzimaticas.

3.6.1. Perfil de Termoestabilidad.

Tanto la enzima nativa como la inmovilizada (Lac-CLEA) fueron incubadas a diferentes
temperaturas en el intervalo de 50°C a 70°C, con una diferencia de 10°C entre cada
temperatura, en solucién tampén de fosfato de sodio 1 mol/L, pH 7.0 (concentracion final de las
enzimas 50 pg/mL, correspondientes al 100% en los graficos). Después de 10 min de
incubacion se tomaron alicuotas de 20 yL de estas soluciones, se diluyeron 10 veces en
soluciones frias del tampén fosfato de sodio 1 mol/L, pH 7.0 y se evaluaron finalmente segun
su actividad enzimatica (ver 3.5.2). Este ensayo fue realizado con un nimero de réplicas igual a

3, y se informan los valores como la media y la desviacion estandar de estas determinaciones.

3.6.2. Estabilidad en presencia de agentes caotrépicos.

Para la determinacién de la estabilidad de la enzima nativa e inmovilizada en presencia de
agentes caotrdpicos se utilizo la urea como desactivador de la actividad enzimatica. La solucion
de urea 8 mol/L se preparé con solucién tampén acetato de sodio 1 mol/L, pH 5.0. Se
incubaron 50 pL de las preparaciones de la enzima inmovilizada y la libre en 450 pL de
solucién de urea, a temperatura ambiente. A diferentes intervalos de tiempos (0,10, 20, 30, 50,
60, 90, 120 y 180 minutos) se tomaron alicuotas, se diluyeron 10 veces en solucién tampén de
actividad y se evaluaron finalmente segln su actividad enzimatica (ver 3.5.2). Este ensayo fue
realizado con un numero de réplicas igual a 3, y se informan los valores como la media y la

desviacion estandar de estas determinaciones.
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3.6.3. Estabilidad en presencia de solventes organicos.

La enzima nativa y el CLEA de lacasa se incubaron con soluciones de diferentes solventes
organicos: etanol, metanol, acetona, acetonitrilo y dimetilsulfoxido (DMSO) a 10 y 20% durante
24 horas a temperatura ambiente. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos y se determiné la
actividad residual de lacasa con ABTS 5 mM al pH y temperatura éptimos. Este ensayo fue
realizado con un numero de réplicas igual a 3, y se informan los valores como la media y la

desviacion estandar de estas determinaciones.

3.7. Decoloracion de un tinte sintético (azul indigo).

El azul indigo carmin se disolvié en solucién tampén de acetato de sodio 1 mol/L, pH 5 a una
concentracion final de 20 mg/L. La lacasa inmovilizada por formacion del CLEA fue adicionada
a una concentracion de 125 U/mL (unidades de actividad). Los experimentos se realizaron en
tubos a un volumen total de 5 mL por duplicado. El control contenia la solucion del tinte sin la
enzima. Los tubos fueron incubados a temperatura ambiente durante 24 h y el color se midi6
espectrofotométricamente a la maxima absorbancia del tinte (600nm) a diferentes intervalos de
tiempo. La decoloracién fue expresada en términos del porcentaje calculado de acuerdo a la

siguiente ecuacion (3):

.. Ao - At
Decoloracion (%) = x100 (3)

At

Donde:

Ao es la absorbancia a la A, del tinte medida inmediatamente después de la adicién de la

enzima
A es la absorbancia después de cada intervalo de tiempo.

3.8. Determinacion de la reusabilidad de la enzima inmovilizada por formacion
de agregados entrecruzados (Lac-CLEA).

Se determind la reutilizacién de la enzima inmovilizada, en régimen discontinuo (batch) y se

mantuvo la enzima libre como control. El experimento se realizé en paralelo, se afiadieron 400

pL solucién tampén de fosfato de sodio 1 mol/L, pH 7.0, 2.8 mL de agua destilada, 400 uL de

enzima (dilucién 1/50) y 400 pyL de solucion del sustrato ABTS. La mezcla de reaccion se
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centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos. Se separd el sobrenadante y se determind su
actividad enzimatica en el tiempo a 420 nm. El precipitado se lavé con 2 mL de la solucion
tampén de actividad, se centrifugo nuevamente bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente. El sobrenadante fue desechado y al precipitado se le adicionaron 2 mL de
solucion tampoén de actividad y se guarddé a 4°C para su conservacion. Este ensayo fue
realizado con un ciclo de 12 veces y se le adiciono las soluciones antes expuestas, sin incluir la

dilucién de la enzima.

3.9. Procesamiento estadistico

Para el procesamiento de los datos se utiliz6 el Software Statgraph Plus Versién 5.1 para
Windows, aplicando el modelo de analisis de varianza simple para comprobar si existian
diferencias significativas entre las variables cuantitativas determinadas para las diferentes

enzimaticas.

3.10. Valoracion Econ6mica.

Para realizar la valoracion econémica se tuvieron en cuenta las diferentes etapas de este
trabajo y se determinaron las diferentes partidas de gastos. En este caso se tuvieron en cuenta
los gastos por concepto de salario, gastos de energia eléctrica y de consumo de reactivos
guimicos.

) GASTOS DE SALARIO:

Para determinar estos datos se utiliz6 la siguiente férmula:

Para el trabajador técnico de laboratorio de la UMCC:

Salario mensual

= costo de 1 dia de trabajo

Dias de trabajo del mes

I) GASTOS DE ENERGIA:
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Para los gastos de energia se decidié tomar en cuenta el consumo de un dia ya que es el

tiempo que se demoraron en realizar dichos experimentos.

Gasto mensual

= 1 dia de trabajo /kw/dia

Dias laborables en el mes

lll) GASTOS POR CONSUMO DE REACTIVOS QUIMICOS.

Para realizar este céalculo se tuvo en cuenta el valor de los reactivos quimicos empleados en la
obtencion de 1g del biocatalizador inmovilizado y el resto de los experimentos de

caracterizacion y estabilidad realizados.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Obtencion del biocatalizador de lacasa de Trametes versicolor por
formacion de agregados entrecruzados (Lac-CLEA). Determinaciéon de

las condiciones 6ptimas.

La obtencion de un biocatalizador de lacasa de Trametes versicolor a través de la

formacion de agregados enzimaticos entrecruzados se realizo en dos etapas:

1. Agregacion de la enzima por accion de un agente precipitante.

2. Formacion del CLEA por adicion de un agente entrecruzante.

En la Figura 4 se muestra un esquema general de la formacion del CLEA de lacasa de

Trametes versicolor.

O o

(NHa4)2504 Glutaraldehldo <
Q)G Gg@ @ Agregacién % Entrecruzamiento
RN ES

Lacasa

Formacién de agregados Formacién de agregados entrecruzados
de lacasa por precipitacién de lacasa (LacCLEA)

Figura 4. Obtencién del biocatalizador de lacasa de Trametes versicolor por formacién

de agregados entrecruzados (Lac-CLEA).

Para la formacion de agregados enzimaticos entrecruzados la etapa inicial consiste en
la seleccién tanto del agente precipitante como del agente entrecruzante. Diversos son
los compuestos utilizados en la etapa inicial para lograr la precipitacion eficiente de la
enzima sin que la actividad enzimatica de la misma sea afectada. Entre estos
compuestos podemos mencionar la adicion de sales, solventes organicos o polimeros

no iénicos muy usados en la purificacion de proteinas (MatijoSyté et. al., 2010).

El agregado fisico formado por las moléculas proteicas consiste de estructuras
supramoleculares, las cuales se mantienen unidas entre si por la formacién de enlaces

no covalentes y por lo tanto, puede ser redisuelta facilmente en agua. El
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entrecruzamiento produce CLEAs insolubles, en el cual se mantienen tanto las
propiedades estructurales como la actividad catalitica de la enzima. Teniendo en
cuenta tanto las diferentes propiedades estructurales y bioquimicas de las proteinas, el

mejor agente precipitante y entrecruzante puede variar de una enzima a otra.

La lacasa (E.C. 1.10.3.2) es una enzima altamente glicosidada, la cual posee 4 atomos
de cobre en el centro activo. Para la realizacién de este trabajo se escogio la lacasa de
Trametes versicolor por ser una enzima monomerica facilmente comercializada, la cual
posee en su estructura 5 residuos de lisina y 15 residuos de arginina los cuales

constituyen sitios potenciales para el entrecruzamiento (Cabana et. al., 2011).

El primer paso realizado fue optimizar las condiciones para la obtencion del CLEA de

lacasa de Trametes versicolor.

El agente precipitante seleccionado fue el sulfato de amonio por ser una sal soluble en
agua y poseer las propiedades de disolucién de las enzimas a bajas concentraciones.
Sin embargo, altas concentraciones de esta sal producen la precipitacion de las
enzimas sin que se afecte la actividad enzimatica (Cao et. al., 2000). Para la
determinacién de la concentracion 6ptima del agente precipitante (NH,4)>,SO, se realizé
un analisis previo del comportamiento de la enzima a los diferentes porcientos de
saturacion. Para ello se realiz6 la precipitacion de la enzima en un intervalo de
saturacion de sulfato de amonio entre el 40%-80%. A continuacion, en la Tabla Il se
muestran los resultados obtenidos para la enzima precipitada (concentracién de enzima

utilizada: 6 mg/mL).
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Tabla Il. Determinacion del comportamiento de la lacasa de Trametes versicolor a

diferentes concentraciones de sulfato de amonio.

C(NH,),S0O, c(proteina) Actividad Actividad Actividad
(%) (mg/mL) Enzimética Especifica Residual (%)
(U/mL) (U/mg)
40 0.32 3.75 11.72 4.26
50 0.57 4.85 8.51 5.51
60 4.24 73.42 17.32 83.4
70 3.39 58.05 17.12 65.96
80 2.88 55.97 19.43 63.6

Como se puede observar, los mejores resultados se obtuvieron para la enzima
precipitada en un intervalo de sulfato de amonio entre el 60%- 80% de saturacion. Por
tal motivo se decidid preparar los CLEAs de lacasa utilizando estas concentraciones de

agente precipitante.

Para lograr la formacion de los agregados entrecruzados se utilizé el glutaraldehido
como agente entrecruzante. El glutaraldehido es un reactivo bifuncional poco costoso,
facilmente adquirible en el mercado. Sin embargo, no todas las enzimas muestran
resultados Optimos al usar este reactivo como agente entrecruzante ya que el
glutaraldehido es una molécula reactiva pequefia que puede penetrar en el interior de
la estructura de la enzima, reaccionando con aminoacidos claves en la catalisis
enzimatica. En la Tabla Il se muestran los resultados obtenidos en la preparacion de
CLEAs de lacasa a diferentes concentraciones de (NH4),SO,4y a una concentracion fija
de glutaraldehido. Debemos sefalar que los resultados que se observan en la Tabla llI,
para la formacion de CLEAs se obtuvieron utilizando una concentracién de
glutaraldehido al 25%, segun lo informado por Mateo et. al. en el 2003 (Mateo et.al.,
2003).
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Tabla lll. Determinacién de la concentracidon Optima de agente precipitante para la

formacion de CLEAs de lacasa de Trametes versicolor.

Actividad Actividad Eficiencia de
€ (NH,4).SO4 (%) Especifica Residual (%) Inmovilizacion (%)
(U/mg)
60 0.92 1.12 38.3
70 0.76 1.46 67.1
80 0.23 0.99 97.3

Como se puede apreciar en la Tabla Il los mejores valores de retencion de la actividad
enzimatica para la enzima inmovilizada se obtuvieron para el 70% de saturacion de
sulfato de amonio. No obstante, debemos sefalar que aunque la eficiencia del proceso
de inmovilizacion fue superior para el CLEA obtenido al 80% el agregado entrecruzado
obtenido para el 70% retuvo un porciento de actividad 1.47 veces superior, asi como la

cantidad de enzima retenida en el CLEA, la cual fue 3.3 veces superior.

Sin embargo, como se puede observar el agregado obtenido solo es capaz de retener
el 1.46% de su actividad inicial. Teniendo en cuenta la alta concentracion de agente
entrecruzante utilizada (25%) se decidio realizar el estudio de la concentracion éptima

de glutaraldehido con el objetivo de incrementar la actividad retenidaen el CLEA.

En la Figura 5 se muestra el comportamiento de la enzima inmovilizada a diferentes

concentraciones de glutaraldehido.
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Figura 5. Determinacién de la concentracién Gptima de agente entrecruzante para la

formacion de CLEAs de lacasa de Trametes versicolor.

Como se puede observar, los mejores resultados se obtuvieron para una concentracion
de agente entrecruzante igual al 1.2%. El CLEA de lacasa obtenido retuvo el 13% de su
actividad inicial, por lo que fue seleccionada esta concentracion de glutaraldehido como
Optima. Los agregados obtenidos por encima del 2% no presentaron un incremento

significativo en cuanto a retencién de actividad enzimatica (resultados no mostrados).

La preparacién de los CLEAs de lacasa se realizd en todos los casos utilizando una
concentracion de proteina igual a 6 mg/mL, segun lo informado por Cao et. al. en el
2000 (Cao, et. al., 2000). No obstante, decidimos probar concentraciones inferiores de
enzima para determinar si a concentraciones inferiores de lacasa se podrian obtener

agregados de mayor eficiencia y rentabilidad.

En la Tabla IV se muestran los resultados obtenidos en la formacion de agregados

entrecruzados a diferentes concentraciones de enzima.
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Tabla IV. Determinacion de la concentracion 6ptima de enzima para la formacion de

CLEAs de lacasa de Trametes versicolor.

¢ (lacasa) Actividad Actividad Eficiencia de
(mg/mL) Especifica (U/mg) Residual (%) Inmovilizacion (%)
1 0.7 0.53 67
3 2.68 8.04 88
5 2.25 8.9 69
6 2.81 13 67.2

Como se puede observar, para concentraciones inferiores de la enzima no se
obtuvieron resultados superiores a los obtenidos previamente para una concentracion
igual a 6 mg/mL. Por lo tanto, se decidié tomar este valor como 6ptimo en la formacién
de CLEAs de lacasa.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se realiz la preparacion del CLEA de
lacasa, como se describi6 en la Seccion 3.4 de Materiales y Métodos. En la Tabla V se
muestran los valores obtenidos para la enzima libre e inmovilizada por la formacion de
CLEAs.

Tabla V. Formaciéon de CLEAs de lacasa teniendo en cuenta los valores 6ptimos.

Muestra Actividad Actividad Actividad Eficiencia de
Enzimatica Especifica Residual (%) Inmovilizacion
(U/mL) (U/mg) (%)
Lacasa 88 17.12 - -
CLEAs 43.3 8.45 49.2 85.5

Como se puede observar en la Tabla V, el agregado entrecruzado obtenido para la
lacasa mostré un 49.2% de retencion de su actividad inicial. De igual forma se obtuvo
mas de un 85% de eficiencia del proceso de inmovilizacion. Wang y colaboradores en

el 2011 informaron la obtencion de CLEAs de Penicilina acilasa G bajo condiciones de
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trabajo similares a la utilizadas en nuestro trabajo, obteniendo un 49% de retencion de

la actividad residual después de la inmovilizacion (Wang, M. et. al., 2011).

A continuacion se determinaron las condiciones 6ptimas de la catalisis enzimética (pH y
temperatura) tanto para la enzima libre como inmovilizada. En la Figura 6 se muestran

los resultados obtenidos en la determinacion de estas condiciones éptimas.
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Figura 6. Determinacion del pH 6ptimo y la temperatura 6ptima de la enzima nativa y el
CLEA de lacasa de Trametes versicolor.

Como se puede observar la inmovilizaciéon de la enzima no trajo consigo cambios
significativos en el valor optimo del pH, el cual es de 4.0. No obstante, la enzima

inmovilizada mostré una mayor estabilidad a valores de pH inferiores al 6ptimo.

Por otra parte, para la temperatura se puede apreciar que la enzima inmovilizada
muestra una mayor estabilidad entre los 50°-60°C, mostrando un valor 6ptimo sobre los
50°C. De igual forma, para valores de temperatura superiores al 6ptimo los agregados
entrecruzados mostraron un incremento de la estabilidad con respecto a su contraparte

nativa.

Attanasio et. al. en el 2005 informaron la inmovilizacion de lacasa de
Trametesversicolor en membranas de nylon funcionalizadas con glicidil metacrilato,

para la obtencién de un bioreactor no isotérmico utilizado en el tratamiento de las
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aguas residuales del proceso de produccion del aceite de oliva. La enzima inmovilizada

mostrd un corrimiento de su valor de pH 6ptimo a 5, incrementandose la estabilidad a

valores de pH entre 3-5 (Attanasio, A. et. al., 2005).

En las Figuras 7 y 8 se muestra la determinacion de las constantes cataliticas para la

enzima libre e inmovilizada por la formacion de agregados entrecruzados, por accion

sobre un sustrato sintético (ABTS).
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Figura 7. Representacion de Michaelis-Menten para la velocidad inicial de la enzima

nativa y el CLEA de lacasa de Trametes versicolor, a diferentes concentraciones de

sustrato (Método de la Parabola).
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Figura 8. Representacion de Eadie-Hofstee para la determinacién de las constantes
cataliticas de la enzima nativa y el CLEA de lacasa de Trametes versicolor, a diferentes

concentraciones de sustrato.

Como se puede observar en las Figuras 7 y 8, la inmovilizacion de la enzima trajo
consigo un incremento de la velocidad de reaccién sobre el ABTS. De igual forma, la
formacion de agregados entrecruzados de lacasa mostré una disminucion del valor de
la Km de 0.95 veces con respecto a su contraparte nativa, lo cual evidencia un

incremento de la afinidad de la enzima inmovilizada por el sustrato.

Cabana et. al. en el 2007, informaron la formacién de agregados enzimaticos
entrecruzados de lacasa de Coriolopsis polizona, utilizando polietilenglicol como agente
precipitante y glutaraldehido como agente entrecruzante. Los CLEAs de lacasa
obtenidos mostraron una mayor afinidad de la enzima por el sustrato, evidenciado por

la disminucion del valor de la Km en 0.89 veces (Cabana, H. et. al., 2007).

Resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo fueron informados por
Sangeetha y Abraham en el 2008 al preparar y caracterizar agregados entrecruzados
de subtilisina. Para la enzima inmovilizada se obtuvo una reduccion de su valor de la
Km de 0.47 veces con respecto a su contraparte nativa (Sangeetha, K. y Abraham, T.
E., 2008).

35



Inmovilizacion de lacasa de Trametes versicolor por formacién de
agregados entrecruzados y su uso en la degradacion de colorantes sintéticos.

4.2. Determinacion de la estabilidad de la enzima inmovilizada.

La estabilidad de una enzima, como la de cualquier catalizador, es de vital importancia
para su utilizacion en la industria. Teniendo en cuenta los planteamientos de Lumry-
Eyring, la inactivacion de una enzima ocurre al menos mediante dos fenbmenos: el
desplegamiento reversible de la estructura original de la enzima, seguida de varias
etapas cinéticamente irreversibles; las cuales conllevan a cambios covalentes o

agregacion de la enzima.

Existen varios agentes que contribuyen a la ocurrencia de cambios en la configuracion
espacial de la enzima y su actividad, tales como: la temperatura, el pH, solventes

organicos, agentes caotropicos o cambios en la fuerza iénica del medio, entre otros.

La factibilidad de utilizar una enzima en la industria esta dada por su estabilidad frente

a la temperatura, valores extremos de pH, presencia de sales, alcalis o surfactantes.

Las mayores aplicaciones de las enzimas se encuentran en procesos que se llevan a
cabo a altas temperaturas, entre -100°C- 90°C. Por tal motivo, constituye una
necesidad la estabilizacion de la enzima frente a los procesos de termodesactivacion

(lyer y Ananthanarayan, 2008).

En la Figura 9 se muestra el perfil de estabilidad térmica de la enzima libre e
inmovilizada por la formacion de CLEAS, en un intervalo de temperaturas entre 50°C -

70°C, en el tiempo.
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Figura 9. Determinacion de la estabilidad térmica de la enzima nativay el CLEA de lacasa
de Trametes versicolor en el tiempo (Intervalo de temperaturas: 50°-70°C).

La estabilidad térmica de la enzima inmovilizada fue superior a su contraparte nativa,
en el intervalo de temperaturas estudiadas, en el tiempo. Cuando la enzima se sometid
a la accién de la temperatura (50°C) se observé que, la inmovilizacion por formacion de
agregados entrecruzados trajo consigo una retencion de la actividad inicial superior al
80% después de 3h de incubacion. Resultados similares en cuanto a la estabilidad se
obtuvieron para 60°C, siendo 2.4 veces superior la retencién de actividad de la enzima

inmovilizada.

No obstante, debemos sefalar que aunque a 70°C la enzima inmovilizada retiene solo
el 10% de su actividad inicial a las 3h de incubacién, su contraparte nativa pierde

totalmente la actividad a las 2h.

El uso de altas temperaturas en diferentes procesos industriales esta fundamentado en
las ventajas que ofrece:
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1. Incremento en la velocidad de los procesos (el aumento en la temperatura de
reaccion de 25°C a 75°C trae consigo un incremento de la velocidad de reaccion
en 100 veces).

Disminucion de las limitaciones difusionales y la viscosidad del medio.
Disminucion de la contaminacion bacteriana.

4. Ajuste del equilibrio termodinamico, en caso de reacciones endotérmicas

(Klibanov, A. M., 1983).

En este sentido, Sangeetha y Abraham en el 2008 informaron el incremento de la
estabilidad térmica de la enzima subtilisina después de su inmovilizacién por formacion
de agregados entrecruzados. Los CLEAs obtenidos mostraron una mayor estabilidad
en un intervalo de temperaturas entre 40°C-70°C, con respecto a su contraparte nativa,
con una retencidén de su actividad enzimatica por encima del 60% (Sangeetha, K. y
Abraham, T. E., 2008).

Wang y colaboradores en el 2011 informaron la obtencion de CLEAs de penicilina
acilasa G por adicion de azlcares como agentes estabilizantes, en el proceso de
inmovilizacion. El estudio de la termoestabilidad de los CLEAs obtenidos mostré una
retencion de su actividad inicial 8.7 veces superior, con respecto a su contraparte
nativa (Wang. et. al., 2011).

Este incremento en la estabilidad térmica mostrado por las enzimas inmovilizadas por
formacion de CLEAs puede estar debido a un ordenamiento de las moléculas por
entrecruzamientos inter e intramolecular de los agregados incrementando la rigidez
estructural de las moléculas de CLEASs y, por el incremento de interacciones ionicas e
hidrofébicas en la molécula formada (Sangeetha, K. y Abraham, T. E., 2008).

La urea constituye el agente hidrotropico mas utilizado en la industria textil. En la Figura
10 se muestra el comportamiento de la estabilidad de la enzima nativa e inmovilizada

en presencia de urea 8 mol/L, en el tiempo.
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Figura 10. Determinacion de la estabilidad de la enzima nativa y el CLEA de lacasa de

Trametes versicolor en el tiempo, en presencia de urea 8 mol/L.

Como se puede observar, la inmovilizacion de la lacasa de Trametes versicolor por
formacion de agregados entrecruzados trajo consigo un incremento de la estabilidad en
presencia de agentes caotropicos, como la urea. Después de la incubacion de este
biocatalizador, la enzima retuvo mas del 40% de su actividad inicial, mientras que su

contraparte nativa retuvo menos del 20%.

El efecto de agentes denaturalizantes sobre la estabilidad de enzimas inmovilizadas fue
estudiado por Tanksale et. al. en el 2001. La accién de la urea 4 mol/L sobre la
proteasa alcalina de Conidiobolus macrosporus, inmovilizada en poliamidas arrojé un
incremento en la estabilidad de mas de un 47% con respecto a su forma libre. De igual
forma, el incremento de la concentracion de urea (8 mol/L) y la temperatura (50°C)
mostro una inactivacion de la enzima libre, mientras que la enzima inmovilizada retuvo
mas del 80% (Tanksale, A. et. al., 2001). Estos resultados demuestran un incremento
en la preservacion estructural de la enzima después de la inmovilizaciéon frente a
agentes caotrdpicos, evitando el desplegamiento de su estructura y por tanto, la

pérdida de su actividad biologica.
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La poca solubilidad en agua de algunos sustratos de lacasas ha incrementado el
interés por el estudio de la estabilidad de esta enzimaen medios de reacciones no
convencionales. Es sabido que la presencia de solventes orgénicos en el medio puede

afectar la estructura, estabilidad y actividad de estos biocatalizadores.

En la Figura 11 se muestra la estabilidad de la enzima nativa e inmovilizada por
formacion de agregados entrecruzados (CLEAs) de lacasa, frente a diferentes

solventes organicos.

70 A
A Lacasa
60 - CLEA-Lac.

Actividad Residual (%)

EtOH 10%  MetOH 10%  Acetonal0% Acetonitrilie  DMSO 10%
10%
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Figura 11. Determinacion de la estabilidad frente a diferentes solventes organicos a
diferentes concentraciones (A: 10%; B: 25%) de la enzima nativa y el CLEA de lacasa de

Trametes versicolor.

Como se puede observar en la Figura 11, la enzima inmovilizada mostré6 una mayor
retencion de su actividad inicial en presencia de diferentes solventes organicos a
diferentes concentraciones. No obstante, los mejores resultados se obtuvieron para
concentraciones del 25% del solvente. Para el etanol al 25%, la enzima inmovilizada
por formacion de CLEAs mostré una retencion de actividad 2.1 veces superior;

mientras que para la acetona fue de 1.17 veces con respecto a la enzima libre.

Cabana et. al. en el 2007 informo la preparacién de CLEAs de lacasa y el estudio de la
estabilidad de los mismos en presencia de diferentes solventes organicos. En este
sentido, la incubacién en presencia de metanol y acetona al 25% mostrd un incremento
de la estabilidad del CLEA de 1.64 y 1.68 veces superior a la enzima libre,
respectivamente (Cabana, H. et. al., 2007). Resultados similares informaron Cabana et.
al. en el 2009 al estudiar la estabilidad de CLEAs de lacasa en un reactor de flujo
continuo (Cabana, H. et. al., 2009).
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Diferentes trabajos han informado que la formacién de CLEAs estabiliza la enzima en
presencia de solventes orgénicos debido al incremento de la rigidez estructural
adquirida por el biocatalizador, después de la inmovilizacion (lyer y Ananthanarayan,
2008; Garcia et. al., 2011; Sulek, et. al., 2011; Wilson, et. al., 2009).

Existe un reconocimiento creciente de que las enzimas pueden ser utilizadas en
diferentes procesos de remediacion, para el tratamiento de contaminantes especificos.
Las lacasas pueden degradar colorantes quimicos, con estructuras semejantes a los
sustratos sobre los que ella actia (compuestos fendlicos), para transformar estos
compuestos toxicos en metabolitos seguros y puede ser utilizada para el control de la

contaminacion ambiental (Abadulla et. al., 2000).

Alrededor del 90% de los colorantes reactivos textiles que entran a las plantas de
tratamientos de aguas residuales son descargados en los rios, sin ser degradados
(Pierce, 1994). Por tal motivo, el uso de lacasas para el tratamiento de aguas

residuales de la Industria Textil ha crecido en la actualidad.

En este sentido, en el presente trabajo se realizé el estudio de decoloraciéon de un tinte
sintético en el tiempo, por la enzima inmovilizada por formacién de agregados

entrecruzados. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 12.
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Figura 12. Decoloracion en el tiempo de un tinte sintético (azul indigo) por accion del

CLEA de lacasa de Trametes versicolor.

Como se puede observar en la Figura 12, la accion del CLEA de lacasa sobre el tinte
sintético azul indigo trajo consigo una decoloracion de mas de un 90% después de su
incubacién por 24h. De igual forma se puede observar como la enzima va degradando

lentamente el tinte, al decolorarse casi en su totalidad la muestra a las 24h.

Varios trabajos encaminados a la inmovilizacion de la lacasa para el tratamiento de
contaminantes de las aguas de la Industria Textil se han llevado a cabo. En este
sentido, Yamak et. al., en el 2009 realizaron la inmovilizacion de la lacasa de Trametes
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versicolor por semi-interpenetracion de la enzima en una red polimérica. La enzima
inmovilizada mostré mas del 80% de decoloracion del colorante sintético Amarillo acido
52 (AO52), después de 8h de incubacion (Yamak, O. et. al.,, 2009). Resultados
similares fueron informados por Wesenberg et. al., en el 2003 para lacasas obtenidas a

partir del hongo de la podredumbre blanca (Wesenberg, D. et. al., 2003).

La biotransformacién involucra el uso de agentes bioldgicos, en forma de células o
enzimas aisladas para catalizar una reaccién quimica. Algunos sistemas de
biotransformacion pueden ser usados para biocatélisis de reacciones sintéticas,
bioremediacion de contaminantes, tratamiento de aguas o una combinacion de

meétodos que permitan convertir un residuo industrial en un producto quimico utilizable.

En muchos procesos de biotransformacion, la inmovilizacion o estabilizacion del agente
biolégico puede conferir ventajas significativas en cuanto a reutilizacion de la enzima
(Burton, 2001).

Teniendo en cuenta los aspectos anteriores, en el presente trabajo se realizé el estudio
de la reutilizacion de la enzima inmovilizada, en régimen discontinuo (batch). Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 13.
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Figura 13. Ciclos de reuso del biocatalizador obtenido por formacién del CLEA de lacasa

de Trametes versicolor, en régimen discontinuo (batch).
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Como se puede observar, la enzima inmovilizada por la formacion de CLEAs mostro
una retencion de su actividad residual de mas de un 90%, después de 12 ciclos

consecutivos.

En este sentido, Leonowicz et. al. en 1998 informaron la inmovilizacién de lacasa en
soportes de vidrio silanizados y activados con glutaraldehido, el cual mostré buena
estabilidad en aplicaciones a largo plazo. Cuando este biocatalizador fue utilizado en
un reactor en batch, la enzima inmovilizada retuvo su actividad totalmente después de
6 ciclos oxidativos consecutivos; siendo los productos de reaccion eliminados en la

etapa de lavado (Leonowicz et. al., 1988).

De igual forma, Sangeetha y Abraham en el 2008 informaron que la formacion de
CLEAs de subtilisina mostr6 una retencién de su actividad residual de mas del 70%

después de 10 ciclos de reuso (Sangeetha, K. y Abraham, T. E., 2008).

Kartal et. al. en el 2011 informaron la preparacibn de CLEAs de lipasa de Candida
rugosa, usando glutaraldehido como agente entrecruzante. El estudio de reusabilidad
del CLEA mostré que el mismo disminuyé paulatinamente la retencién de su actividad
residual hasta el 50%, después de 11 ciclos de reuso. La actividad de la enzima
inmovilizada se mantuvo constante hasta el ciclo No. 15, mostrando una retencién del
40% de su actividad inicial (Kartal, F. et. al., 2011). Por tanto, los resultados informados

estan en correspondencia con los obtenidos en el presente trabajo.
4.3. Valoracion econGmica.

Para realizar una valoracion econdmica del trabajo realizado, debemos tener en cuenta
todos los gastos incurridos en la realizacion del mismo. Por tal motivo, al constituir esta
una investigacion basica solo se tuvieron en cuenta los gastos realizados, en el
desarrollo de esta metodologia; como se describe en la Seccion 3.10 de Materiales y

Métodos.

Todos los experimentos descritos en este trabajo se realizaron en el Laboratorio de

Tecnologia Enzimatica, de la Facultad de Agronomia, de la Universidad de Matanzas
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“Camilo Cienfuegos”; por lo que no se incluiran gastos por concepto de transportacion.
Por tal motivo, solo se incluiran los gastos asociados por concepto de salario (para un
técnico de laboratorio), gastos de energia y de reactivos quimicos empleados.

GASTOS DE SALARIO:

Para hallar estos datos se usaron las siguientes férmulas:

Para: Gastos de salario de un técnico de laboratorio de la UMCC.

Salario mensual/ Dias de trabajo del mes = costo de 1 dia de trabajo
355/ 24 =$ 14,79/ dia (MN).

Por lo que el gasto total por concepto de salario asciende a: ($14,79 MN).
GASTOS DE ENERGIA:

Para los gastos de energia se decidié tomar en cuenta el consumo de un dia, ya que es

el tiempo que se demoraron en realizar dichos experimentos.

Para su determinacién se utilizé la siguiente ecuacion:

Gasto mensual/ Dias laborables en el mes = 1 dia de trabajo /kw/dia
740 KW/ 24 = 30,83 KW/ dia. = $ 2.77 (MN).

Los precios se calcularon en cada caso sabiendo que el KW tiene un costo de ($0.09
MN).

Por lo que el consumo eléctrico en lo correspondiente a los analisis mencionados
asciende a ($2.77 MN).

A continuacion se muestra una Tabla con el desglose de todos los gastos:
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Tipo de gasto MN (CUP) usD
Gasto de salarios
Técnico de laboratorio de la UMCC 14,79/1 dia
Gastos de energia
Laboratorio de la UMCC 2,77/1 dia
Gastos en reactivos quimicos
Lacasa de Trametes versicolor 80,93
ABTS 126,97
Etanol 2.74
Citrato trisédico 15.77
Hidréxido de potasio 13.14
Acido clorhidrico 167.04
NaBH, 0.29
Metanol 5.62
Glutaraldehido 3.54
Reactivo de Bradford 17.0
Hidroxido de sodio 1.07
Fosfato monobasico de potasio 0.06
Sulfato de amonio 0.08
Tris 5.10
Glicina 2.87
Acetona 0.32
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KOH 0.29

Urea 18.32

Acetonitrilo 5.21

DMSO 9.32

Azul indigo carmin 15.85
Totales $17.56 $491.53

Por todo lo antes mencionado hemos podido concluir que los gastos por trabajadores

ascienden a: $14.79; los gastos de electricidad a: $2.77; gastos en reactivos quimicos

a: $ 491.53; para un total de: $509.09 por concepto de gastos para la obtencion del

inmovilizado de lacasa por formacion de CLEAs y los experimentos realizados.

Este trabajo fue realizado utilizando una enzima comercial. Sin embargo, la utilizacion

de microorganismos productores de esta enzima, como los hongos de la podredumbre

blanca pudiera ser utilizada para la inmovilizacion de la lacasa, disminuyendo los

costos de obtencidon de este biocatalizador.
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5. CONCLUSIONES.

1. Se determinaron las condiciones éptimas para la preparacion del biocatalizador
de lacasa de Trametes versicolor por formacion de agregados entrecruzados
(CLEAS), en cuanto a concentracion de enzima (6 mg/mL), concentracion de
sulfato de amonio (70%) y concentracion de glutaraldehido (1.2%). EI CLEA
formado retuvo el 49.2% de su actividad inicial, con una eficiencia del proceso

de inmovilizacién de 85.5%.

2. La inmovilizacién de la lacasa trajo consigo un incremento de la afinidad de la
enzima por el sustrato (disminucion del valor de Km 0.95 veces), asi como de su
estabilidad frente a agentes desnaturalizantes. La estabilidad térmica fue
superior en un intervalo de temperaturas entre 50°C-70°C, retuvo mas del 40%
de su actividad inicial en presencia de urea 8 mol/L después de 3h de incubacién
y mostr6 una mayor estabilidad frente a solventes organicos al 25%; con

respecto a su contraparte nativa.

3. Los CLEAs de lacasa preparados fueron capaces de decolorar casi en su
totalidad un colorante sintético (azul indigo), decolorando méas del 90% del
mismo después de 24h de incubacién. De igual forma, la enzima inmovilizada
mostré una retencion de su actividad residual de mas de un 90% después de 12

ciclos consecutivos.
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RECOMENDACIONES.

Ampliar el estudio de degradacion a otros colorantes sintéticos, asi como a

efluentes de la Industria Textil.

Disefiar un bioreactor con la enzima inmovilizada por formacién de CLEAs y

evaluar la degradacion continua de estos colorantes sintéticos.
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