UNIVERSIDAD
DE LA REPUBLICA \J

URUGUAY © (

FACULTAD DE

QUIMICA PEDECIBA

Trabajo presentado para aspirar al titulo de

Doctor en Quimica

Produccion, caracterizacion e

inmovilizacion de lacasas para uso en

biocatalisis y biorremediacion

Directoras
Dra. Carmen Dra. Maria del Pilar Dra. Karen
Manta Menéndez Ovsejevi

B.C. Larissa Gioia Fabre

Facultad de Quimica — UdelaR
Marzo 2017







“Si vale la pena, no sera facil”

A mis padres con amor






“La gratitud es la memoria de un corazén contento’

Por eso quiero expresar un enorme agradecimiento a todos los que han
participado y participaran en distintos tramos del camino que estoy

recorriendo.

A mis tutoras por su confianza, por la motivacién y la dedicacién que me

brindaron siempre.

Agradezco a quienes muy amablemente aceptaron formar parte del tribunal,

Francisco Batista-Viera, Paula Rodriguez y Laura Levin.

A Susana Rodriguez-Couto, Juan Burguefio y Diana Miguez, por ayudarme a
realizar partes muy importantes de este trabajo.

A Danilo Davyt y Ale Galetta por ayudarme con el HPLC. A Cristina Olivaro y
toda la barra del CUT de Tbd. A Patricia, Agustin y Rafael del Departamento de
aguas del LATU. A Carlitos y Pablo que me ayudaron con las lechuguitas. A
todo el LBB y la Catedra de Bioquimica, los compafieros de vigilancia y muchos
mas de Facultad de Quimica. A todos, por siempre estar mas que
generosamente dispuestos a darme una mano, un mate o un “vamo’arriba que

se puede”, gracias.

A Lina Bettucci, Carlos Mantero, Carlos Beloso, Juan Ramirez, Sandra Castro,
Raquel Piaggio, LATU y REDES-AT Uruguay, por el asesoramiento y/o
suministro de materiales, fundamentales para el desarrollo del posgrado.

Debo agradecer ademas a PEDECIBA, ANII, Comisidon Académica de Posgrado,

Fundacién Carolina y UdelaR.

Por ultimo a mis afectos. Necesitaria otro capitulo para enumerar todo lo que
agradezco a mis padres, Analia y Miguel. Gracias a toda mi familia y amigos,
a amigas del tacua y de facultad, a amigos del LBB y de Bioquimica y a Fer.
Por la amistad, el amor, los sobrinos, las risas, las lagrimas, la paciencia, los

abrazos, el aguante y por tanto mas. Gracias !







TABLA DE CONTENIDOS

ABIrAdECIMIENTOS ....coceeeeereeeeienrceeseecer et essresssssessasssesssessasssssssesssssessssesasssssseesssssessssnassssessessessessnasen |
Tabla de CONLENIAOS ......ccccerirmirriesiiiiinriniinissesstssecsressasssessresnsssssssassasssssssssssssssssssssssssssssssasssssnasss 1
TNAICE @ TADIAS. ... ucueeeeecerereercesensesesssae e s s sesessssssaessesss s sssssssssssssssssessssessessessnssnsassassssssssessensn s IX
INAICE 0@ FIGUIAS u.vueeerecricetiercense e sesssesas s sssessss s sesssssas s sssssssseses st sssssesss sesessasesss sessssasssssssanss Xl
ADBFEVIATUIAS ...ttt e ssnsisas s snssanssssnassans sessnssssssssssnssassssssns ssessnasansssassnssassssssnnsses XV
=T g 1T o N XVl
Capitulo | = INtrOdUCCION.........c.eeeeee e erccete e cee e e centease e sresaesressasssssessnssseessesnasssessenssessesnnans 1
1. Biotecnologia €N 1a INAUSLIIA ....cucceicieiie et e sre st eas 3
1.1. Enzimas en procesos iNAUSLIAIES .....ccccueerieiiiiiirice ettt s st e aerees 4
2. INMOVIliZaAcion de ProteiNaS.......cviviceeecece ettt st st et s s st eas s esesrenes 5
2.1, GENEIAlIAAUES. ... ettt ettt st st st e e sttt et ebeetesee se e benteraens 5
2.2. Inmovilizacidn covalente reversible........ e s 7
2.2.1 Obtencidn de soportes activados con grupos tiolsulfinato ........c.cccceeeeeeieieverceeceeennen. 7
2.2.2 Inmovilizacidn de proteinas en soportes tiol-reactivos ........c.ccveveeeeveniesesercesveseieineens 8
3. [ Tor= Y= L3OO OO TSROSO PT P PP PO OO 10
IR I C=T =T =1 1o Yo =TSSR 10
3.2. Sitio activo y actividad catalitica ....cc.cooceveeeeie e s 11
3.3. Sistema 1acasa-mediador (SLIM) ...ttt se et teste st s e e s aeraerans 13
3.4. Aplicaciones de la enzima lacasa y el sistema lacasa-mediador .........ccccceeeeinrinrennnee. 17
4.  Produccién de lacasa nativa por basidiomicetes de la podredumbre blanca .............. 20
R €T o V=T =Y [ o - o [OOSR 20
4.2. Fermentacion en estado sélido y semi-sdlido para la produccion de enzimas ........... 21
5. COlOrantes SINTELICOS. ..c.cciviierirtiieiirr ettt sttt e b st et eb st et st bbb senbebsssenesesaas 23
5.1 Denominacion y clasifiCacion........ccc et s r et st st s 23
5.2. Contaminacidn causada por colorantes y tratamientos de efluentes coloreados ......25
6.  Evaluacién ecotoxicoldgica del efecto de contaminantes en el ambiente ................... 28
TR R =YY=l =1 1T = Yo =SOSR 28
6.2 . Bioensayo de toxicidad aguda con semillas de Lactuca sativa ......ccccceeeeevevececceesevenenns 31
6.3. Bioensayo de toxicidad aguda con el crustdceo Daphnia magna .......ccccceoevvveeceecvevnnnnns 34
6.4. Bioensayo de toxicidad aguda con la bacteria Vibrio fischeri: Microtox® .................... 35

Capitulo Il - Produccion de lacasa por basidiomicetes de la podredumbre blanca de

T4 T T [T - TP 37
L. OB EEIVOS. ..ottt trnene s s e sescsnesssessennssessssasssasssass seesse sessnesss eesaes srnessass saee ansasennnsssneasnen 39
2. MetodOIOgia......ccevcereeeeeree e crre e erner s e sersas ssresness e sessassaesssesnasssessessnsses eenassnssseesassan e sennnsansnns 40
2.1  Determinacion de actividad enziMAtiCa ......cccccceieivieceeece ettt et 40
0 0 S Yot 1Y/ T =T I - o 1Y OO TR USRRRRRTS 40
2.1.2. Actividad lignina peroxidasa (LiP) .......ccccceieeieeere ettt ettt r b e 41
2.1.3. Actividad manganeso peroxidasa (MNP) ...t et 41




2.2 Seleccién de cepas de basidiomicetes aislados en Uruguay ........ccccceeeeeveeveeeceserceennns 41
2.3 Optimizacion de la produccion de lacasa por Trametes villosa y Pycnoporus

sanguineus en CUltivo SUMEIZITO ......c.cceceiiieie ettt sttt st e s s s sresre st nan 42
2.3. 1. TIAMELES VIllOSQ ..ottt ettt st sr et st se s s st st asses s s san st sssnsens 42
2.3.2.  PYCNOPOIUS SANGUINEUS ....c.oeveerreeerieesiesieeieeusastieseestessessesesstsssestessesssesssssssssssesssssssesssssesas 43
2.4,  Optimizacion de la produccidn de lacasa por fermentacién en estado

SEIMI=SOIIAOD (FSS).uuiiiiiiirecte ittt ettt e et cteete e sae et et e be e s e st e sae st stsessansseseessessensessense stesreons 45
2.4.1. Produccion de lacasa por Pycnoporus sanguineus por FSS ........cveveneverienenesecinnnns 45
2.4.1.1 EStUAIO @XPIOratorio. . .ciiicccectece sttt st es vt es s eaeebe st ste e sannentens 46
2.4.1.2 Disefio factorial COMPIETO 2% ...ttt ss s s s e 47
2.4.1.3 Evaluacion del efecto de inductores en la produccion de [acasa .......cccvevveeeeceeennenn 47
2.4.2. Produccion de lacasa por Trametes Villosa por FSS .......cocoevoececeeceeeeeeereeeeeee e 48
2.4.2.1 Disefio factorial @XPloratorio ........ceceeeeeeceeeie ettt s st e er s 48
2.4.2.2 Primer diseio factorial de optimizacion ..o 49
2.4.2.3 Segundo disefio factorial de optimizacion ........cccccerieeecececeeeee e e 50
3. ReSUtados Y diSCUSION. ...cc.eciccereeieceirnieceticeneecntecnnsecnnessasesnsssnesssnsssnasssessssasssessssesssessssssssesanan 51
3.1.  Seleccién de cepas de basidiomicetes aislados en Uruguay.......c.cccoeeeeeeveeceververeerenne. 51
3.2.  Optimizacion de la produccién de lacasa en cultivo sumergido por cepas de
Trametes villosa'y PYCNOPOIUS SONGUINEUS...........cccoveveeeeseeirierveseessissisessssesssssssssssssesssssssssssssesses 52
T8 B o T =4 (=X ] o XY UV 52
3.2.2  PYCNOPOIUS SANGUINEUS.....cc.eeveerierirrreserseesiesieessssassessessesssessssssssssssssessessesssssssssesssessensenssns 53
3.3.  Optimizacion de la produccion de lacasa por fermentacién en estado

semi-soélido (FSS) por cepas de Pycnoporus sanguineus y Trametes villosa............................. 55
3.3.1.  PYCNOPOIUS SANGUINCUS.....cceeivreeeecrrrtessersississssssesssessessessessssssssssssessssssessesssnsssssessessssssssses 55
3.3.1.1 Estudio exploratorio (Disefio factorial fraccionado 25).......coweveeeoeecreeeeeeeeces e 55
3.3.1.2 Experimento factorial COMPIETO 2%.......oo e eeeeee e s eeeese s eeeses e eseseseeens 57
3.3.1.3 Evaluacidn del efecto de inductores en la produccion de lacasa ......ccccccevereveereenene. 60
3.3.1.4 Produccidén de lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa ............coeceeieeens oo 62
3.3.2.  TIAMELES VIllOSQ ..ottt ettt et ee e s et st st sas s et ses e et s nnsesann s 62
3.3.2.1 Disefio factorial @XPloratorio ......c.civeeeeveeceiieie s st e e sr s 62
3.3.2.2 Primer disefio factorial de optimizacion ..........cccceeeceececeicicisce e 65
3.3.2.3 Segundo disefio factorial de optimizacion ..........cccecceeecececeecee e e 68
3.4 DISCUSION ettt sttt sttt st st ae st s et st s et a s stenes et ene et senbebenssbenenssesaseseen 70

Capitulo lll - Purificacién y caracterizacidn de lacasas producidas por Trametes villosa y

PYCNOPOIUS SANGUINE@US ......cc.ueeenereceresenreceresenesssesssnssssessssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssnssesss sensssssssenasssnssan 75
L. OBJELIVOS....eeieceeeeerce e s e reseraeesessaeseesreenasssessessas snesnnssasssessnesresssesnassass sesassreenansanssessansrennnn 77
2. MetodOIOZia.....cccivcereeeeereeseecerrr s teserne e snssessnessnss seesnssasssessnesnassseesnssassrs ssnnsssnssessans senesnnssnsnns 78
2.1 CONtrol leCtrofOrtiCo ......coovieieirirt ettt e e e e e s 78
2.2 Purificacidn de lacasa de Trametes VilloSQ ..........ccooweeeueuveceeieoesesseereiee e 78

2.2.1. Protocolo de purificacidn I: a- Precipitacion salina, b- Cromatografia de
Ta =T Yool o T oY e ['o] {o] oot ST 79
2.2.2. Protocolo de purificacién II: a- Precipitacidn salina, b- Intercambio Iénico .................80




2.2.3. Protocolo de purificacion lll: a- Precipitacién salina, b- Cromatografia de interaccién

hidrofdbica, c- Cromatografia de intercambio i0NICO .......covevecerceriniicrcecece e 80
2.3 Caracterizacién de lacasa de Trametes VillOSQ ..........coeoweveceevvvvseecseieeesiesresesisserinienn 81
2.4 Purificacién de lacasa de Pycnoporus SQNGUINEUS ............cccoecueveeeeeeeeevesesreirsississeensens 82
2.5 Caracterizacion de lacasa de Pycnoporus SQNGUINEUS ..........ccoeeececeeeunrineneeiesesesenens 83
3. ReSUItadoSs Y diSCUSION......ccccveriercereierrerssessassassassassnssassassnssnssnssnesnssnssnesnssessnessssassessnssesensenss 84
3.1. Purificacién y caracterizacion de lacasa de Trametes Villosa .............uueeveevervvvvcvcrnnne. 84
3.1.1. Protocolo | de purificacion de lacasa de T. villosa (Precipitacion salina —
Cromatografia de interaccion hidrofobiCa).......cccoeuueevericecreiee e e 84
3.1.2. Protocolo Il de purificacién de lacasa de T. villosa (Precipitacién salina —

[aYu=Tgor=Ta g1 o1 TN Te] o 1T oo ) PSS O T U ORI 85
3.1.3. Protocolo Il de purificacidn de lacasa de T. villosa (Precipitacién salina —
Cromatografia de interaccion hidrofébica — Intercambio iONICO) ....u.cvveveeeeveriereeeeeeeiinan 86
3.1.4. Caracterizacidon de lacasa de Trametes VillOSa ............uuveveceeceeveseseseececeereseeseese e 87
3.2. Purificacidn y caracterizacion de lacasa de Pycnoporus sanguineus .................c...... 90
3.2.1. Purificacidn de lacasa de Pycnoporus SANQGUINEUS ..........c.cooeeevevvevecievseirireraiesresiessrsssnns 90
3.2.2. Caracterizacion de lacasa de Pycnoporus SANQUINEUS ...........ccceeeeveeeeseesvsvecieinrvnisseasnans 91
330 DUSCUSION ceveueeeeseietee sttt st ettt et e se st ses et eaesaeses et asesteses et et et asbesenessesnn et anestesensasens 94

Capitulo IV - Inmovilizacidn de lacasas flingicas mediante el método covalente

L=V =T Y1 o L 929
1. OBJELIVOS ..eeceeeeceeceececeerrer e sresnesecsressaesessnssas enessassss snsssessessnessasssessassansrnasnass e snssas snesnnssansss 101
2. MetOOIOZIA ...cceeeeeeceeceectceeienre e cte s et eestesaesstessesseesr e se e stessessesenassssssessessesensesnassssessessesseen 102
2.1 Determinacion de actividad eNZiMALICa ....ccovveeireeeerrere st 102
2.2 Determinacion de concentracion de Proteinas ......cceceeeeeeeieceseseeceeceseiereeseesesesseeeenes 102
2.3 Sintesis de tiolsulfinato-agarosa (TSI-agarosa) .......cceeeeeuerereeereserere e e erereese s 102
2.3.1 SINtESIS A Ti0I-aBAr0Sa. . iccici e ctecieeet ettt ettt r s et sr s saeebeste e s sea e tesansans 102
2.3.2 Preparacion de tiolsulfinato-agarosa ........cceveveeeeceeeeecee st et st s s enea 103
2.3.3 Titulo de estructuras reactivas en el derivado TSI-agarosa .........cccvvveveeeeeeseveesercesnnnns 103
Estudios realizados para la lacasa de Trametes VilloSa ..............uueeeeeeceeveceseceeieceeeeeeeeeeenees 104
2.4  Metodologias para la obtencién de grupos tiol expuestos en la lacasa de
T. villosa semi-purificada (Eqp) «...ceovrveerinineeiiiienirieie et s s 104
2.4.1 Reduccion de enlaces disulfuro con ditiotreitol .......cccveeeeveeerereeeceece e 104
2.4.2 Introduccidn de grupos tiol A€ NOVO .........ceeeeeeeeeeeeeeeeee et e et et ee e 105
2.4.3 Titulo de grupos tiol .cececueieeieitce ettt sttt ene 106
2.5 Inmovilizacién de lacasa de T. villosa semi-purificada (Esp) en TSl-agarosa.............106
2.5.1. Reversibilidad de 1@ UNION .....cocueiviiinieiecenic ettt bt et s e ens 107
2.6 Inmovilizacién de lacasa de T. villosa purificada (EP) ....cccceoeveeeeeveererereerereeerieeee e 107
2.6.1 Efecto del SPDP €n 12 tiolaCion .......ccceeceeeieeeceseeerese st et er et seees s s 107
2.6.2 Efecto del pH en 1a inmoViliZacion ........ccceeiiiceeceie et st 107
2.7  Caracterizacién de la enzima inmovilizada de Trametes villosa (ESp) ......cccceveeerunnen.. 108
2.7.1 Determinacion de pH OPLIMO .....ccooveueieieieieeeece ettt ettt sttt e besaenes 108
2.7.2 Efecto del pH en la estabilidad enzimatica ......cccceceveeeeieieineseee e 108

2.7.3. Efecto de la temperatura en la estabilidad enzimatica ........ccccevvveveececece e, 108




2.7.4. Determinacidn de pardmetros CINELICOS ......ccvivirrereeeee ettt et s s 109

2.7.5. Evaluacién de la capacidad de reutilizacion del biocatalizador ........cccceeeevevverceienenns 109
Estudios realizados para la lacasa de Pycnoporus SANQUINEUS.............ceeeeeeeveeeeeeseesrsircrerennes 110
2.8 Inmovilizacién de lacasa de Pycnoporus SANQUINEUS ..............ceeeeeeeeveseseeseececrerieseesenns 110
2.8.1. Reduccidn de la enzima nativa de P. sanguineus e inmovilizaciéon en TSl-agarosa
............................................................................................................................................................ 110
2.8.2. Introduccién de grupos tiol de novo e inmovilizacion de lacasa de P. sanguineus
............................................................................................................................................................ 110
3. Resultados Y diSCUSION .......ccceecerreereiinrescesressecsresnesssesstesnsssesssessssssesssessssss senssssssessaessessnesnnns 111
3.1. Inmovilizacidn de lacasa de Trametes villosa semi-purificada (ESP) ....ccceevvreervreennne. 111
3.1.1.  Inmovilizacion de 1acasa NAtIVa ......ccueeeereeineiie et senens 111
3.1.2. Inmovilizacion de lacasa reducida CoOn DTT ....cccevevieienesrceneeieseesr e ere e s 111
3.1.3. Introduccién de grupos tiol de novo e inmMovilizacion ..........c.ccecveeveveneieceeceeeiens 111
3.1.3.1. Efecto de la carga enzimatica en el rendimiento de inmovilizacién .......................112
3.1.3.2. Reversibilidad de la unidn proteina-soporte .......ccoveceveveieinineeceeceee e 112
3.2. Inmovilizacidn de lacasa de Trametes villosa purificada (Ep) .ccccoeveevevevevreneeeennnne. 113
3.2.1. Efecto de la cantidad de SPDP utilizada en la tiolacion ........ccccocevevvveeevevciveceeenennns 113
3.2.2. Efecto del pH de inmoViliZacion ..o e 114
33 Caracterizacidn de la lacasa inmovilizada de T. villosa (Esp tiolada) y

comparacion con la correspondiente enzima en SOIUCION ........cccveeeeeeeeceeiecece e 115
3.3.1  RANGO de PH OPLIMO .oeeecieiceistiete ettt s st st s e e s s et e e ans 115
3.3.2 Efecto del pH en la estabilidad del derivado enzimatico ........cccceeeveveeeececeverrnnnnen. 115
3.3.3 Efecto de la temperatura en la estabilidad del derivado enzimatico ..................... 116
3.3.4 Determinacion de pardmetros CiNELICOS .......covvereieinrinireee et 117
3.3.5 Estudio de la estabilidad operacional (reutilizacién) del derivado .........c.............. 118
3.4, Inmovilizacidn de lacasa de Pycnoporus SGNQUINEUS .............ccceeeeeveceveeeervirvarrinannnn 118
3.41 Inmovilizacion de 1a eNzZiMa NAtiVa .....cccveiverniiniine et s 118
3.4.2  Reduccion € iNMOVIlIZACION ....c.ceeeeeeireee et s ss e st s r s 118

3.4.3 Introduccidn de grupos tiol de novo e inmovilizacion de lacasa de
P. SANQUINCUS ....eveeveeiesiesie et stateetiestesesss st stsstssaessessasass et assasssassansesssssestessessssassssasessessesses 119
3.5 DISCUSION .veeeevieetesetetereste s e tesesee e et eresseses et e ss sessesese et sessesersasesessesssasesessessnnsesenseneres 120

Capitulo V - Degradacion de colorantes sintéticos mediante lacasas fuingicas solubles e

INMOVIlIZAAAS ..ttt st s s ss s sssass sesssssas ssasssssassssssas ssassnasssnss 123
1. OBJELIVOS e rececceerrc e sescessecenessns e sessanssesenesssns sessnssanssessnassanssessnssan snesanssanssnssas s amansses 125
P |V (=1 oo [o] [0 - TSRS P 126
2.1 Cuantificacidn de la degradacidn de colorantes sintéticos ..........ccceveeevvinenriveeceene, 126
2.2 Degradacion de colorantes sintéticos con lacasa de Pycnoporus sanguineus .......... 126
2.3 Degradacién de colorantes sintéticos con lacasa de Trametes villosa........................ 127
2.3.1. Degradacién de un colorante antraquindnico con lacasa inmovilizada de
TEAMELES VIllOSA....o.eeeveeieeieeeteeee ettt ettt et st s te st st s e s ettt sasstestsstssesases s et esannsssssean 127
2.3.2 Degradacién de colorantes azoicos con lacasa de Trametes villosa ........................ 127

2.3.2.1 Seleccion del sistema lacasa-mediador para la decoloracion de AR88 y




2.3.2.2. Decoloracion de AR88 y AB172 con el derivado lacasa-TSl-agarosa.........cccccvvenee.. 128
2.3.2.3. Estabilidad operacional del derivado TSlI-lacasa de Trametes villosa en la

degradacion de ColOrantes AZOICOS ......cccucuerieirririereeieee e st et r et e et sre st see e e e s ereens 128
2.3.2.4 Estudio del efecto de la concentracién de mediador redox en la reaccion

de decoloracion con enzima inmovilizada de T. VilloSQ .......c.coecevceevevevseevecreiviieeiscescree s 129
2.3.2.5. Analisis de las reacciones de decoloracion de AR88 y AB172 por HPLC .................. 129
3. Resultados Y diSCUSION .......cceecerveereirieesecceeseesrcssessesseesaessessnessssssessasssssssassasssessesssnsseesanassnes 131

3.1. Degradacién de colorantes sintéticos con lacasa de Pycnoporus sanguineus .........131

200 0 R 1o U o Y PO OO OO T TSP 135
3.2 Degradacién de colorantes sintéticos con lacasa de Trametes villosa ..................... 137
3.2.1 Degradacion de un colorante antraquindnico con lacasa inmovilizada de

L 1 oo T USRS 137
3.2.0.0 DISCUSION...cuiite et sttt ettt et et te st ste st e e s b et et esaaease st ste e e sessassesaesarsaneaneaseasestenennes 139
3.2.2 Degradacion de colorantes azoicos con lacasa de Trametes villosa.......................... 140

3.2.2.1 Decoloracién de AB172 y AR88 con lacasa soluble de Trametes villosa y

MEAIAAOIES FEUOX ...veuvevieiee sttt st ettt sttt st sb e s st es s ee e s sesessesase seesassssanessessnsesanesee snnssrses 140
3.2.2.2 Decoloracién de AR88 y AB172 con el derivado lacasa-TSl-agarosa .........cccceeueneee. 141

3.2.2.3 Analisis de las reacciones de degradacién de AR88 y AB172 por HPLC ................... 144

3.2.2.4 DISCUSION....cuteveueeieietiecee et ettt cee st tes st eseseses s ssesesesesesaesesseseasasesessesensasesenssssseesesensasensanesensns 150

Capitulo VI — Evaluacion ecotoxicolégica del tratamiento enzimatico de colorantes

QAZOICOS CON lACASA ..uviuerrraniaisensnisessnssnesessnssnessssassressssessessassassessassssssssssssssssassasssssassssssssassasssssnssssassns 153
L. ODBJELIVOS .ueeecerceereececcetrre e ceecassecenessas e ses saeseesnesssss sessnssasssesenassnsssesssssas ssesanssanss sessesansnanen 155
PR |V (=1 oo [o] [0 - TSRS 156
2.1 Bioensayos de toxicidad aguda seleccionados .......cccceveveeveeiecieinrincnece e e 156
2.2 MUESEIras aNAliZadas ......ccecevirueeirieeniriirt et sttt st et b sttt b et et s en s 156
2.3 [{CE ool o] aT=Eo [=0e [T oo [o] o= Yol To 1 NSO 157
2.4 Ensayo de toxicidad aguda con semillas de Lactuca sativa L ............ceeevevcevevernans 157
2.4.1. Organismos d& PruEba .......cccceieiniiriiieiesie et s st s e r b e ee e e 157
2.4.2. CONLIOI NEGATIVO .ocveceeeeeee ettt st ettt e e vt s st et stesbe s e e sesaessebasssesansanes 158
2.4.3. Preparacion de las diluciones Seriadas ........ccoeeeeeeeverieneseecerieieieine e st 158
2.4.4. Procedimiento del @NSAY0 .....cceveiiecesieee ettt st st s et er s aresreeteste e ean 158
2.4.5. Medida de los puntos finales para la evaluacion de la fitotoxicidad ......................... 159
2.4.6. Calculos para la expresion de [0s resultados ........ccveeceiveeieve e 161
2.5. Ensayo de toxicidad aguda con Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) .....162
2.5.1. Organismo de Prueba ...ttt sttt et s 162
2.5.2. CONLIOl NEGALIVO .ooviceeiecec ettt sttt e et s et et sbe st e e e e s s e b et e s aneanas 163
2.5.3. Preparacion de las diluciones seriadas de las soluciones problema.........................164
2.5.4. Procedimiento d€ ENSAYO .....cccvcieieiiiiieecie ettt ste st st et r s e n e n e 164
2.5.5. Medida del punto fiNAl .......ccceeiiiiece e e et st s s 165
2.5.6. EXPresion de reSUIAdOS ........cccuccueieiieiieeeeee ettt ettt e ete st st see e e e n bbb s een s 165
2.6. Ensayo de toxicidad aguda con la bacteria luminiscente Vibrio fischeri
(IMHICTOTOX®) cavvveeveerveeveeteteteteeteete et et sttt et e e v s b e ebestsstsasssassassessessessesssnssansesessesasenssassessessens 166
2.6.1. Organismo A€ Pru@ba ...ttt st et sttt e e e ae et s 166

Vi



2.6.2. Procedimiento A€ ENSAYO .....cccuciriereireeie e st sttt es e e steste st e s e e raes b ss s eneenas 166

2.6.3. Preparacion de 12 MUESLIA ...cccciieirirece et sttt et et st s et b e se e e s ane 167
2.6.4. CONLIOI POSITIVO wvvevieiicecie ettt ettt sttt s bt e ss e easebesbesae e e seabessaraesans 167
2.6.5. EXPresion de oS reSUItadOos ........cceeeeieeeieieieristee et r s e s st ste st sae e nan 167
3. Resultados Y diSCUSION .....ccccccereereerecreesnnsesnssnsssssssassssssssassnssessnssnssesssssnsssssssassnssnssnssnssssansnsns 168
3.1. Resultados para el colorante Acid BIack 172 .......coeiireneveineeeinesce e st 168
3.2. Resultados para el colorante Acid Red 88 ........cccooviiieinininece e s 172
3.3, DUSCUSION ettt sttt st et et ea et st s et sbeses b eas stesen s et erestesenseseresseensesenessenennes 174
ConClUSIONES Y PEISPECLIVAS ....cccceiereiiiiniineiiniesieseiinistsensississsessssnsassasssssnsssnssnssssssasnssssssssassssans 179
BibliOZrafia ...c.ccceeveiereeirirnieitirnrecernreaeeceesrneeesessenneeseeeseaeesnessnasssnssssnsssessrsesssne seasssessnsaesseesnesenananns 183
3= o L3N 203

ANEXO Il — 1. Disefio factorial: produccién de lacasa por P. sanguineus en cultivo

L UL (Y= 4T Lo T O U 204

ANEXO Il — 2. Disefio factorial fraccionado (estudio exploratorio): produccion de lacasa

por P. sanguineus en Cultivo SEMI-SOlIAO .....c.cueieiiviiceiceee et st naeees 205

ANEXO Il — 3 A. Disefio factorial completo 24 - produccidn de lacasa por P. sanguineus

€N CUITIVO SEMI=SOIITO c.uviivii ittt ettt ettt s et e tesesatessbaeesstbessreasstesonnesssrnnees 206

ANEXO Il — 3 B. Disefio factorial completo 24 - produccién de lacasa por P. sanguineus

€N CUITIVO SEMI=SOIITO c.uvi it ettt ettt ettt st es st s eate s saaee st aessaesssbesenneessrneees 207

ANEXO Il — 4. Disefio factorial exploratorio: produccién de lacasa por T. villosa en

Lol B 1AV TR =T 0 Y Yo o [ T RS RPTST 208
ANEXO Il - 5. Primer Disefio factorial de optimizacidn: produccién de lacasa por

T. villosa en cultivo SEMI-SOLIAO. ...ccoeeeiieiie ettt et et 209
ANEXO Il — 6. Segundo Disefo factorial de optimizacién: produccion de lacasa por

T. villosa en cultivo SEMI-SOLIAO. ...cccouviiriie ettt st et s s s 211
ANEXO VI-1. Estudio de condiciones para el ensayo de fitotoxicidad aguda con

Y=Y 0111 =X (=0 Mo ot 0 Toe IR 11 1Yo TR 212

ANEXO VI-2. Procedimiento del Bioensayo Microtox® empleado en el Laboratorio

Ambiental de DINAMA ...ttt et sttt et st sttt st et sbeses b eaesbesensesenees 215

ANEXO VI - 3. Hoja de datos de seguridad del colorante Acid Black 172 .......cccccceveveuennenn. 223

ANEXO VI—4 A. Hojas de datos de seguridad del colorante Acid Red 88. Fabricante:

SIGMA-ALDRICH (Producto NUMEIro 195227) ....ooieieeeeiirereriereereeees e eresvesvesesessessesnesesens 224

ANEXO VI -4 B. Hojas de datos de seguridad del colorante Acid Red 88.

Fabricante: MP BiomMEICAlS .....cccovuiiriiririreietee sttt st st st et st se e e e bn e 225
Trabajos publicados en base a los resultados obtenidos durante esta tesis .........cccceruuuee. 226

Vil



INDICE DE TABLAS

Tabla I-1 Protocolos estandarizados para ensayos de toxicidad aguda con Lactuca

sativa, Daphnia MaAgnQ y Vibrio fiSCRE i..........cccoveeeeeeeeieieiieieeesiestestesesieeiesevissssssissssatestessesssnans 31

Tabla II-1 - Concentraciones de componentes agregados al medio basal para el
experimento factorial en cultivo sumergido con P. SGNQUINEUS.............cccuveeveeeeeveiiesveseeercennns 44

Tabla 1I-2. Niveles de las variables independientes del disefio factorial fraccionado

257 DArQ P. SANGUINEUS (FSS)rvervveveeereeeeseeseeeseesseeeseesseesssesessesss s sesessesseesssesessesesssessesesessseessessnean 46
Tabla 1I-3. Niveles de variables independientes estudiadas en el disefo factorial

completo 2% para P. SANGUINEUS (FSS)......vuieirerereseeseeseeessesseassessssssssessssessssssssss s essssseons 47
Tabla II-4. Variables estudiadas en el disefio factorial exploratorio para T. villosa................ 49

Tabla II-5. Factores y niveles utilizados en el segundo disefio factorial de optimizacién

PAFA T. VIlIOSA BN FSS.....euiieieeie ettt ettt sbeete st et saess e b b e st e s e e b e saesbesbesteetesrsersaessensanaenn 49
Tabla lI-6. Concentraciones de glucosa y peptona utilizadas en el disefio factorial

(oo 01 o] =1 o T OO O U ST SPTOPRTR 50

Tabla lI-7. Estudio de la produccidn de lacasas por cepas nativas de basidiomicetes

QISIAAAS BN UTUBUAY...cueieieetetetit ettt sttt e et et et et st s e ete st ste e es e besaesaes et ansateste st stensennnns 51
Tabla 1I-8. ANOVA para el disefio factorial de P. sanguineus en cultivo sumergido............... 54
Tabla 11-9. Comparacion del efecto inductor de los compuestos estudiados.........cc.cceeenee... 55
Tabla 1I-10. Coeficientes de regresion del modelo al incluir solo la variable urea.................. 56
Tabla ll-11. Resultados del modelo para el nivel inferior de la variable urea......................... 56
Tabla 1I-12. Resultados del ANOVA del modelo de regresion multiple.........ccooeeeeceveverierenenne. 58
Tabla 11-13. Coeficientes de regresidon y su significancia para el modelo ajustado.................. 58
Tabla II-14. ANOVA para el disefio factorial exploratorio (T. villos@).........cccccevevveerereeecvenenene. 63

Tabla 1I-15. Comparacion de medias para los factores en las interacciones
Sustrato*Fuente de N (A) y Fuente de C*Fuente de N (B).....cccceceveeiereeseeinrce e 64

Tabla 1I-16. Andlisis de varianza del modelo ASReml para el primer disefio factorial

de optimizacidn para T. VilloSA €N FSS....... ettt st e e s ass s e e eresae e s 65
Tabla lI-17. Pruebas para cada nivel de ambos factores en la interaccion GLU*PEP.............. 68
Tabla 1I-18. ANOVA para niveles de peptona Mayores @ CEro......cummmmminreieiiesieeseeseeseseereenes 69
Tabla 11-19. Coeficientes estimados para el modelo de regresion..........ccccceceeecerveeereereeeenee. 70

Tabla lll-1. Condiciones ensayadas en la cromatografia de interaccion hidrofébica

(purificacion de 1acasa de T. VillOSQ)........ccceueirineeceie ettt ettt st st e s s e 79




Tabla 111-2. Comparacion cromatografias de interaccién hidrofébica (HIC) del Protocolo |

para la purificacion de 1acasa de T. VillOSA..........eeceeeeeeeeeieeieiesciesesese e esesseestsev e ie e sre s e s 84
Tabla Il1-3. Cuadro de purificacién de lacasa de T. villosa (Protocolo Ill) ........cccceeevvveceeneneen. 87
Tabla llI-4. Purificacion de [acasa de P. SAQNGUINEUS ..........ccccovveeececeininiineeieeis e eses e e evesseseann s 90

Tabla llI-5. Efecto del sistema tampdn en la estabilidad (24 h, 4°C) de la lacasa de

P. sanguineus @ distiNtOS PH......ccoviiieciiiieieinee ettt s st s e e e e b e e ene 93

Tabla IV-1. Inmovilizacién de lacasa de T. villosa en TSI-agarosa .......cccceceeveveeveeceeeieriereneeeneens 112

Tabla IV- 2. Inmovilizacidn de lacasa de Trametes villosa (Ep) tiolada con distintas

CANTIAAAES U8 SPDP......ci ittt sttt et et es et e st es et et st sestebesessesessesanestesensesereasesnns 113
Tabla IV- 3. Efecto del pH en la inmovilizacién de lacasa de T. villosa en TSl-agarosa............ 114
Tabla IV - 4. Pardmetros cinéticos para la enzima nativa e inmovilizada..........cccceeveeveeeeecnennee 117
Tabla IV- 5. Inmovilizacidn de lacasa reducida de P. sanguineus en TSl-agarosa.................... 119

Tabla V-1. Colorantes utilizados en los distintos ensayos realizados..........ccccoeeveceinrineneeeenenn. 130

Tabla VI -1. Analisis fisico-quimico del agua mineral envasada (natural, sin gasificar)

informado por el fabricante (Analisis N° 1390595).......c.ccvvteimerereneeeneereeeereeree e ereeesessanns 164
Tabla VI -2. Clasificacion de la muestra segun el valor de CE50 del ensayo Microtox®...........167
Tabla VI -3. Inhibicidn de la germinacion en el bioensayo de L. sativa...........ccccevevvvvevevrunen. 168

Tabla VI -4. Clasificacion de las muestras analizadas segun el valor de CE50 y un

intervalo de confianza de 95 %, obtenido en el ensayo MicrotoX®.......ccccevevevevereeierinenneeen. 171




INDICE DE FIGURAS

Figura I-1. Descripcion del método de inmovilizacién covalente reversible.........................

Figura I-2. Sintesis de un soporte activado con éxidos de disulfuro. ........cceeevveeveveennnnna,

Figura I-3. Estructura tridimensional de lacasa nativa del basidiomicete Trametes

RUPSUL Q. caveeeieeeieeete sttt sttt st s ettt s et e st ses et e e b ses et et et sen et et et sensesenestenensesareasen
Figura I-4 Modelo de sitio activo de lacasa y representacidn del ciclo catalitico................

Figura I-5. Sistema 1acasa-mediador.. ..ottt

Figura I-6. Ejemplos de mediadores sintéticos y naturales usados en el sistema

(= Tot= L= B .4 <L L= Lo [o ] GRS

Figura I-7. Oxidacién de un compuesto modelo de lignina no fendlico mediante el

sistema lacasa-mediador con mediadores tipo N-OH o fendlicos........ccocevevreecinineenrenn
Figura I-8. Ejemplo de aplicacidn sintética de 1a 1acasa.......ccoceveveceeereinincninecce e e
Figura I-9. Semilla y plantula de L. SAtiVA.....ccceveiveiceeeie ettt s e
Figura 1-10. Daphnia Magna StraUS..........ceceeeeieresienereceeerestessessssrestestesessssessesassessessasssssasens

Figura I-11. Bioensayo IMICIOTOX®.......cocucuiieiriieie ettt r et st sse st ste e e sas s sessesanen

Figura lI-1. Oxidacidn del sustrato artificial ABTS por lacasa en el ensayo de actividad.....
Figura lI-2. Estructura de los compuestos fendlicos utilizados como inductores................

Figura II-3. Cultivo en fase semi-solida de Pycnoporus sanguineus.................cceeerveeeeesnnne.

Figura ll-4. Produccidn de lacasa por T. villosa en cultivo sumergido. Actividad

registrada en cada dia del cultivo en los medios EM y EMCU.......ccccceeeeeececvecececeeceeeerenen
Figura II-5. Efecto de inductores en la produccidn de lacasa por T.villosa en medio EM. ....

Figura lI-6. Produccidn de lacasa por P. sanguinesus en cultvio sumergido............ccecueueuee.

Figura 1l-7. Efecto sobre la produccién de lacasa (In(act)) de interacciones entre

2 =1 o ] (1T

Figura II-8. Efecto de inductores en la produccion de lacasa por P. sanguineus en

o] LR AV I =T 0 01Ty o] o Lo TR

Figura 11-9. Efecto del agregado de cobre (0.5 mM) en diferentes etapas del cultivo

(18 0, B Y 7)ottt ettt e vt et st et e st s et sbe e bt abesea et et et sesbeberssaesneberaasabeseasenaaes

Figura lI-10. Efecto de los factores en las interacciones del experimento factorial

EXPlOratorio PAra T. VillOSQ.........cceeeeeeeieeeee ettt e s e et ste s srsssssaesaes e asna e

Figura ll- 11. Efecto de los factores glucosa y peptona para el sustrato Corteza de

Lo T T Lo L3 4 Yo [Tc F= OSSOSO SRSSURRN

.9

.11

Xl



Figura lI-12. Efecto de los factores glucosa y peptona para el sustrato Corteza de

E. grandis TrOCEATA. .....ccevieeeieietiet ettt st st sttt et et et eaeebe st ste st s s seabessesaetesaasabesbe st seenne saten 67
Figura lI- 13. Efecto de los factores glucosa y peptona para el sustrato Madera de

E. grandis MOLIda......c.ceieieeeeeeeet ettt ettt et er et e ete st ste e e s e e st et aetaseneatesbe st e sanrentans 67
Figura lI-14. Superficie de respuesta para el modelo del disefio factorial completo,

con variacion de concentracion de glucosa y peptona para T. villosa por FSS..........cccueeune.. 70

Figura lll-1. Electroforesis SDS-PAGE: evaluacion del Protocolo | — HIC A para la

purificacion de 1acasa de T. VillOSO........ccucueueiriniineieeiese ettt st s e e e s s 85
Figura llI-2. Perfil de elucién de cromatografia de intercambio iénico en DEAE-Sephadex®
(purificacion de lacasa de T. villosa, Protocolo H)........c.cveeereeerineeieneeeireee et 86
Figura llI-3. Electroforesis SDS-PAGE: evaluacion de Protocolo Il para la purificacién

€ 1aCASA AE T. VIllOSQ..c....eeeeeenieeiteie ettt sttt st sttt et es et ettt st s ben b ees 87
Figura lll-4. Isoelectroenfoque para la determinacion del punto isoeléctrico (p/) de

lacasa de T. Villosa PUIfiCA0a......cecuieeeeeeee ettt st e s s et ss st sae et ste e sanaaen 88
Figura llI-5. Caracterizacién de lacasa de T. villosa. A. Determinacién del rango de pH
Optimo. B. Estabilidad frente a pH (24 h, 4 °C). C. Estabilidad térmica (1 h, pH 6)

D. Determinacién de constantes cinéticas (linealizacién de Lineweaver-Burk)..................... 89
Figura lll-6. Caracterizacion de lacasa de T. villosa. Determinacion de la constante Ky,

para ABTS por el método grafico directo de Eisenthal y Cornish-Bowden...........cccceveveneneee. 89
Figura Ill-7. Perfil de elucién por aumento de fuerza idnica en Intercambio lénico............... 90
Figura I11-8. Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE. Evaluacién de la purificacion

dE 1aCASA AE P. SANGUINEUS........ccocve ettt eteste e ste e sttt e tes b st s st ase st ste st e sessensesaesassaneans 91
Figura ll1-9. Isoelectroenfoque para la determinacion del punto isoeléctrico (p/) de la

[2CASA E P. SANGUINEUS.......ceveerevireeeeeeetesie e st ceer et st st et aeatesteseesee s tesbesaesesssssansate st steseesssssnsares 91
Figura llI-10. Caracterizacién de lacasa de P. sanguineus. A. Estabilidad frente a pH

(24 h, 4 °C). B. Estabilidad térmica (1 h, pH 6). C. Determinacion del rango de pH éptimo.

D. Determinacién de constantes cinéticas (linealizacién de Lineweaver-Burk)....................... 92

Figura lll-11. Caracterizacion de lacasa de P. sanguineus. Determinacion de la constante

Kw para ABTS mediante el método grafico directo de Eisenthal y Cornish-Bowden............... 93
Figura IV-1. Tratamientos para la generacién de grupos tiol en la enzima.........ccccccueuveunene. 105
Figura IV-2. Reaccidn de intercambio tiol-disulfuro...........cccoeeieiniceicecce e 106
Figura IV-3. Efecto del pH en la actividad catalitica de la 1acasa. ......cccceevevrceirercesreinese s 115
Figura IV-4. Efecto del pH en la estabilidad de 1a 1acasa. ......ccccecveivevereiceece e 116
Figura IV- 5. Efecto de la temperatura en la estabilidad de la lacasa. ......cccoceeeveeveveveececnennnns 117

Xl



Figura IV-6. Estabilidad operacional del derivado insoluble lacasa-TSI.......c..cccceeevecererrnrenene. 118

Figura V-1. Mediadores redox utilizados en las reacciones de degradacion de

COlOTANTES. ...ttt sttt sttt ettt s bbb e e b st st bbb e b e e e saesen et neas 129
Figura V-2. Estudio de la decoloracidon de AR88 con lacasa de P. sanguineus y distintos
mediadores redoxX (1.0 Y 0.5 MM).....oiiieece e r e e e st st s e e e b b es e ene 131
Figura V-3. Efecto de la concentracion de lacasa de P. sanguineus en la decoloracion

de AR88 con MS (1.0 mMM) cOMO MEIAUON ......ccveeeeeirece sttt et r e et 132
Figura V-4. Estudio de la decoloracién de RB5 con lacasa de P. sanguineus (1000 UE/L)

y distintos mediadores redox (1.0 Y 0.5 MM )....cccreineiieeecire ettt er e st s e et 133
Figura V-5. Estudio de la decoloracién de LG con lacasa de P. sanguineus (1000 UE/L)

y distintos mediadores redox (1.0 Y 0.5 MM )....ccooieiieceieiercce ettt e es v v easeseee s 134
Figura V-6. Decoloracion de Acid Red 88, Reactive Black 5 y Lanaset Grey G con lacasa no
purificada de P. sanguineus y mediadores redox (0.5 mM) en24 hapH4.8y 22 °C............. 136
Figura V-7. Reaccidn de decoloracién de RBBR con lacasa de T. villosa parcialmente
purificada iNMovilizada €N TSI-aZar0Sa.........cccueieieiriireee e et ere et err e e ete st ste e sneseaseneas 137
Figura V-8. Cinética de decoloracion de RBBR con el derivado lacasa-TSI. Decoloracion
calculada para muestras tomadas a diferentes tiempos..........ceeeeeeeceeie e cececceecee e e 137
Figura V-9. Andlisis de la reaccién de decoloracion de RBBR por HPLC-DAD...........ccccceeueuneene 138
Figura V-10. Decoloracion de Acid Red 88 (izg.) y Acid Black 172 (der.) con lacasa

de T. villosa con Mediadores rEAOX.......o.eueeirerererireerereeint et st es e s ea e e r e s sesereer e 140
Figura V-11 . Decoloracion de Acid Red 88 y Acid Black 172 (100 ppm) con lacasa de
Trametes villosa soluble e inmovilizada (100 UE/L), sin o con mediador redox (1.0 mM),

y control de adsorcidn en el soporte utilizado para la inmovilizacion..........ccccevvevrvcerceeennnne, 141
Figura V-12. Reacciones de decoloracion de AR88 (A1) y AB172 (B1)....cccceeeerrereeesrrerrnreennnns 142
Figura V-13. Reutilizacién del derivado lacasa-TSl-agarosa en la decoloracién de

AR88 con Vai 1.0 mM (izq.) y AB172 con AVi 1.0 mM (der.). ....coeeeeeeeceierieeeeeeeceeeee e 142
Figura V-14. Decoloracion de AR88 con el derivado lacasa-TSl-agarosa y

concentraciones variables de vainillina (24 h de reaccion).......cccccoeeeeeeeeeceieieeeceeceee e e 143
Figura V-15. Decoloracion de AB172 con el derivado lacasa-TSl-agarosa y

concentraciones variables de acido violurico para 24 y 40 h de reaccion.........ccccececveuverrnee. 143
Figura V-16. Decoloracion de AB172 con el derivado lacasa-TSl-agarosa y acido

violurico (0.00 a 1.00 mM), para 24 h (a) y 40 h (b) de reaccion..........cccvveveeceeeccecececieceena, 144
Figura V-17. Cromatogramas superpuestos de AR88 (tz 14.3 min), vainillina (tg 6 min) y mezcla

de reaccion a 24 horas (tg 4-6.5 min), registrados @ 254 NM.......cccceeveveverececeiininee e e 144

X



Figura V-18. Cromatograma de los productos de degradacion de Acid Red 88 (mezcla

de reaccidn 24 h), registrado @ 254 ¥ 500 NM.....ccocveuieieieinerece et esseres s sae s esesresnns 145
Figura V-19. A Cromatogramas superpuestos de: mezcla de reaccién con los productos de
degradacion de Acid Red 88 y de vainillina (a 254 nm y 300 nm). B. Ampliacion de A entre

A Y 8 MINULOS...cueeitiee st crtertierite st eettesste et etessreesaees e saeasaessseesbeeessesses saesessensessnesssesssessesssen sreenssesnessens 146
Figura V-20. Cromatogramas superpuestos de (de abajo a arriba): la solucién de Acid
Black 172 (572 y 254 nm), mezcla de productos de reaccién (572 y 254 nm) y acido
VIOIUFICO “AVI” (254 NIM).riiiieieieiirtce ettt st e ss et e ss et sess s st s ses s st st se s s 147
Figura V-21. Espectros de absorcion de los 3 picos del cromatograma de AB172 que

absorben a 572 nm, con tg = 22.3 (A), 24.5 (B) y 25.7 (C) MIiNULOS......cecererercerrrnrirree e 148

Figura V-22. Isomeria Na/Np originada en la sintesis de complejos de cromo con

liZaNd0S AZ0ICOS ASIMETIICOS.....i ittt e et e r bt e reetesteste e sae e bessessebes et ennaneeee 149
Figura VI-1. Ensayo de toxicidad aguda con L. SAtiVQA.........cccoeeeeeseeeceierieteereeeee e ete e sieseseanns 160
Figura VI-2. Reproduccion de DAaphNiQ MAGNQ............cceeeeveeeeeeeeeceeeieiissieresreiesesessessssssisssesenes 163

Figura VI-3. Manipulacidn de neonatos de D. magna para la ejecucién del ensayo y su
observacion al finalizar 12 @XPOSICION.........cuci ettt ettt st st e nanan 163
Figura VI -4. Efecto de las muestras “AB172”, “productos de la reaccidn de degradacion

de AB172” y “Acido violurico” en el desarrollo de plantulas de L. sativa var crespa.............169
Figura VI -5. Resultado del bioensayo con D. magna (48 h) para las muestras “AB172”,
“acido violurico” y “productos de degradacion de ABL72" .........ccceeieinreveeseeie e seeseeceseienns 171
Figura VI -6. Efecto de las muestras “AR88”, “productos de la reaccién de degradacion

de AR88” y “Vainillina” en el desarrollo de plantulas de L. sativa var crespa.......cccccoeveeeenenns 173

XV



ABREVIATURAS Y SIGLAS

AB172 - Acid Black 172

ABTS - acido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfdnico)
AcS - acetosiringona

AcV - acetovainillona

AE - actividad especifica

ANOVA - andlisis de varianza

APHA - Asociacion Americana para la Salud Publica
AR88 - Acid red 88

AVi - acido violurico

BCA - acido bicinconinico

CES50 - concentracion efectiva media

CI50 - concentracion inhibitoria media

C.l. - Colour Index

CIGN - niumero genérico del Colour Index

CICN - nimero de constitucion del Colour Index
CL50 - concentracidn letal media

DAD - detector de arreglo de diodos

DEAE - dietilaminoetil (intercambiador anidnico)
DINAMA - Direccién Nacional de Medio Ambiente
DTNB - acido ditionitrobenzoico

DTT - ditiotreitol

EC - Agencia Ambiental de Canada (Environment Canada)
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Resumen

Los colorantes sintéticos son ampliamente utilizados en la industria
textil. La presencia de estos compuestos recalcitrantes en los efluentes industriales
representa un problema ambiental si no se realiza un tratamiento previo para su
eliminacidn antes de su vertido en los cursos de agua. Estos xenobidticos presentan
una elevada resistencia a la degradacion quimica y/o bioldgica, causan la disminucion
de entrada de luz en ecosistemas acuaticos retardando la fotosintesis y modifican la
solubilidad de gases en el agua afectando el desarrollo de organismos acuaticos.
Adicionalmente, muchos son téxicos, carcindgenos o mutagénicos.

La aplicacién de lacasas en el tratamiento enzimatico de colorantes utilizados
en la industria textil surge como alternativa a los tratamientos con métodos
tradicionales, los cuales no siempre son ambientalmente amigables, accesibles desde
el punto de vista econdmico, ni completamente efectivos. Estas oxidorreductasas son
muy versatiles debido a su baja especificidad, pueden oxidar diversos compuestos
fendlicos y aminas aromadticas, asi como compuestos mdas complejos utilizando

mediadores redox como co-sustrato.

En esta Tesis se trabajé con dos lacasas producidas por cepas nativas de los
basidiomicetes Trametes villosa y Pycnoporus sanguineus aislados de zonas forestadas
con Eucalyptus globulus en Uruguay. Se optimizd la produccién de ambas enzimas en
un medio de cultivo semi-sdlido utilizando como sustrato un sub-producto de la
industria forestal y las mismas fueron purificadas y caracterizadas.

Estas lacasas presentaron una alta capacidad de degradacion de distintos colorantes
sintéticos, incluso en algunos casos sin necesidad de un mediador redox. Los estudios
realizados representan una contribucién importante al area ya que no se ha reportado
previamente el tratamiento de efluentes coloreados con lacasas producidas por

hongos de colecciones locales.

Por otro lado, dadas las ventajas que ofrecen los procesos de inmovilizacion de
proteinas, las lacasas fueron inmovilizadas para la obtencién de nuevos
biocatalizadores insolubles. La inmovilizaciéon hace posible la separacién del derivado
enzimatico de los productos de reaccién asi como la disminucion de los costos globales
del proceso al permitir el re-uso del biocatalizador. Como método de inmovilizacion se

selecciond el covalente reversible. El mismo combina una unién fuerte que evita la
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Resumen

pérdida de enzima durante la aplicacién del biocatalizador insoluble y posibilita
regenerar el soporte por reversibilidad de la unién, lo cual contribuye a la reduccion
del costo global del proceso. Es importante remarcar que el desarrollo de un
biocatalizador insoluble en base a lacasa inmovilizada en el soporte tiolsulfinato-
agarosa es totalmente novedoso y de gran potencial para futuras aplicaciones
biotecnoldgicas. En particular, con el derivado obtenido por inmovilizacion de lacasa
de T. villosa se logré alcanzar altos rendimientos de degradacidon de colorantes tipo
azoico y antraquindnico, los cuales representan las principales clases de colorantes

empleados a nivel industrial.

Por ultimo, se debe tener en cuenta que si bien la disminucién del color del
efluente puede ser el principal objetivo de los tratamientos realizados en la industria
no debe ser el Unico, ya que se debe considerar asimismo la toxicidad de los productos
obtenidos. En este sentido, los estudios realizados aportan informacién significativa
acerca de la ecotoxicidad de dos colorantes azoicos (Acid Red 88 y Acid Black 172)

tratados con el sistema lacasa-mediador.

De esta forma, el trabajo realizado contribuye al desarrollo de técnicas para el
tratamiento de efluentes industriales coloreados que contemplen diferentes aspectos

relacionados a la preservacion del medio ambiente.
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1. Biotecnologia en la industria

A nivel mundial existe un creciente reconocimiento de que la gestién y el uso de los
recursos naturales deben ser mejorados, al igual que la reduccién de la contaminacién
generada por las diferentes actividades humanas. Para ello es necesario minimizar o
eliminar las modalidades de produccién y consumo no sostenibles y desarrollar
procesos industriales que busquen la reduccién del impacto ambiental y la mejora de
la calidad de vida. Es asi que el desarrollo de una bioeconomia sustentable en base a
bioprocesos ecoeficientes y recursos renovables representa uno de los retos
estratégicos mas relevantes [1].
Asi, resulta fundamental que la industria satisfaga los siguientes requisitos basicos: el
proceso correspondiente debe ser econdmicamente viable, ambientalmente
compatible y socialmente responsable, gestionando adecuadamente los diferentes
impactos generados en su produccidn. Esta sostenibilidad industrial se puede lograr a
través de la estrategia denominada “produccion mas limpia”, la cual involucra un
cambio de paradigma basado en la aplicacion de la innovacion tecnolégica para
desarrollar procesos y sistemas de producciéon que permitan la reduccién de costos,
disminuyendo el gasto innecesario de materiales y energia y con ello los residuos y
contaminantes generados. Implica ademds el uso mas eficiente de los recursos
renovables y una menor dependencia de los no renovables, con una reduccion en la
emisidn de gases del efecto invernadero [1].
La biotecnologia industrial constituye una herramienta fundamental para lograr el
desarrollo industrial sostenible. Su principal objetivo es la creacién de productos
facilmente degradables y de menor toxicidad a través de procesos de produccién que
consuman menos energia y generen menos residuos asi como mejoras en el
rendimiento respecto a los procesos quimicos convencionales [2].
Entre los ejemplos de aplicacion de la biotecnologia en la mejora de la eficiencia de
procesos industriales se pueden mencionar:

- uso de microorganismos y enzimas para la obtencién de productos quimicos,

- uso de enzimas y microorganismos para destruir contaminantes peligrosos en

el proceso de tratamiento de efluentes,

- creacién de nuevos materiales biodegradables como pldsticos y textiles,
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- desarrollo de nuevas fuentes de energia renovables, como los biocombustibles.
Los materiales de origen bioldgico constituyen un recurso renovable y ademas pueden
presentar menor toxicidad y persistencia que los derivados del petréleo [3].
Actualmente la aplicacién de la biotecnologia se da en diversos sectores tales como:
desarrollo de productos quimicos, plasticos, procesamiento de alimentos, textiles,

pulpa y papel, mineria y energia.

1.1. Enzimas en procesos industriales

El uso de biocatalizadores se remonta a tiempos remotos pues se han utilizado desde
hace varios siglos en industrias como la cervecera, lactea, de panificacién o peletera.
Desde el comienzo del siglo 20 las enzimas se usan en procesos de produccion
industrial de forma consciente a través del estudio de su estructura y funcionamiento.
Estos catalizadores bioldgicos poseen muy diversa especificidad, reactividad, asi como
propiedades fisicoquimicas, cataliticas y bioldgicas muy deseables para diversas
aplicaciones industriales en las que se pueden usar ya sea reemplazando los procesos
tradicionales o complementandolos [4].
El uso de enzimas como biocatalizadores constituye un ejemplo de aplicacién de la
guimica verde, presentando las siguientes caracteristicas [5]:

e Como catalizadores naturales, constituyen una materia prima renovable, que

ademas es no toxica y biodegradable.

e Operan en condiciones suaves de reaccion como temperatura, presidon y pH,

resultando en un menor consumo de energia.

e Pueden actuar en un medio de reaccion acuoso permitiendo un menor

consumo de solventes organicos.

e Pueden operar con alta selectividad dando productos de elevada pureza.

e Su aplicacién puede disminuir la generacion de residuos que posteriormente

requieran tratamiento y eliminacién.

e Pueden disminuir el tiempo de un proceso de sintesis organica reduciendo el

numero de pasos necesarios y evitando el uso de catalizadores inorganicos.

Es importante tener en cuenta, que si bien los procesos en los que se aplica la

biocatalisis son potencialmente mas ecoldgicos o sostenibles que sus alternativas
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quimicas, siempre serd necesario evaluar la rentabilidad y el impacto ambiental
asociado a cada procedimiento en particular [5].

En el tratamiento de efluentes industriales la aplicacién de enzimas aisladas representa
una alternativa biotecnoldgica a la biodegradacion con microorganismos y los métodos
fisicoquimicos utilizados normalmente tales como coagulacion, floculacidn y adsorcién
en carboén activado. Este tipo de tratamientos presenta algunas desventajas como el
elevado costo y la generacion de grandes cantidades de lodos y residuos que rquieren
un tratramineto adicional antes de la disposicion final [6—8].

Si bien es posible utilizar enzimas en forma de extracto crudo sin purificar, esta
tecnologia aun presenta como limitante el no ser econdmicamente viable para
utilizarse a gran escala [6]. Es asi que surge el interés en la aplicacion de métodos de
inmovilizacion de proteinas y tecnologia enzimatica que permitan reutilizar el
biocatalizador y maximizar el rendimiento del proceso, de forma -de reducir los costos

globales del mismo.

2. Inmovilizaciéon de proteinas

2.1 Generalidades

La inmovilizacién surge como una alternativa para superar los inconvenientes que
implican el empleo de enzimas en forma soluble. Mediante el uso de enzimas
inmovilizadas es posible incrementar la estabilidad de la enzima, facilitar su separacién
de los productos de reaccién evitando agregar contaminantes al efluente del proceso,
asi como disefiar procesos continuos gracias a la posibilidad de reuso del
biocatalizador. El término "enzima inmovilizada" se puede definir como "enzima
confinada fisicamente o localizada en cierta region definida del espacio con retencién
de su actividad catalitica, y que se puede utilizar repetidamente y de forma continua".
De esta forma la enzima en fase sélida es un catalizador heterogéneo aplicable en

reacciones donde el sustrato se encuentre en solucién [9].

Dependiendo de la aplicacién que se le dara al biocatalizador insoluble, para el disefio
de un protocolo de inmovilizacién se deberd definir: la enzima a inmovilizar, el soporte
sélido o matriz, el tipo de uniéon de la proteina con dicho soporte (método de

inmovilizacion), y en algunos casos también se deberd estudiar como realizar la
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proteccion de la enzima inmovilizada para prolongar la vida util del catalizador (por e;.
mediante multicapas de polielectrolitos).
En cuanto al soporte, las propiedades ideales incluyen resistencia fisica a la
compresion, hidrofilicidad, facilidad de derivatizacion, biocompatibilidad, resistencia al
ataque microbiano y disponibilidad a bajo costo.
Las matrices pueden ser de naturaleza inorgdnica u organica, las ultimas a su vez
pueden ser polimeros sintéticos o materiales de origen natural [10].
Las caracteristicas fisicas del soporte resultan criticas tanto para favorecer la
inmovilizacién del biocatalizador como para la eleccién del tipo de reactor a utilizar. En
particular, el tamafio de poro y de particula determinan el area superficial total el cual
afecta directamente la capacidad de uniéon de las proteinas. Los soportes no porosos
muestran menores limitaciones difusionales pero como contraparte presentan una
menor capacidad de unién y ademads la enzima inmovilizada resulta menos protegida
del medio en comparacion a los de tipo poroso.
Entre los soportes porosos y de naturaleza organica se encuentra la agarosa, un
polimero natural formado por unidades de galactosa. Se trata de una matriz
ampliamente utilizada que presenta: elevada porosidad la cual permite una gran
capacidad de unidn de proteina; caracter hidrofilico; facilidad de derivatizaciéon por su
alto contenido de grupos OH y ausencia de grupos cargados que evita la adsorcion no
especifica de sustratos o productos. Una limitacion importante para este soporte es el
costo elevado, por lo que es particularmente interesante su uso en los métodos
reversibles de inmovilizacion los cuales permiten su regeneracion y reuso [10].
Los diferentes métodos de inmovilizacion existentes se pueden clasificar en dos
grandes grupos de acuerdo a la capacidad de recuperar la enzima libre de la matriz,
estos son los irreversibles y los reversibles.
Métodos irreversibles:

- atrapamiento de la enzima dentro de una red formada por un polimero

organico como alginato de calcio
- entrecruzamiento, donde no se utiliza un soporte sino que se forma una red
por interaccion entre las moléculas proteicas y un agente entrecruzante como

el glutaraldehido
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- unién covalente irreversible entre grupos funcionales de la proteina
(principalmente amino) y el soporte activado, a través de enlaces isourea,

amida, amina secundaria o éter, entre otros.

Métodos reversibles:
- adsorcidén por interacciones hidrofdbicas
- adsorcidn por interacciones idnicas
- adsorcién por interacciones de Van der Waals

- unidn covalente reversible a través de enlaces disulfuro

Cada método de inmovilizacién presenta ventajas y desventajas por lo que la eleccién
del mds apropiado dependera de las caracteristicas de la enzima, del soporte a utilizar

y del proceso especifico en el que se aplicara el derivado [10].

2.2. Inmovilizacion covalente reversible

En el método covalente reversible la uniéon ocurre por formacién de puentes disulfuro
entre el soporte activado con grupos tiol-reactivos (tiolsulfinatos o tiolsulfonatos) y los
grupos tiol de la enzima (Fig. I-1). El mismo presenta algunas ventajas sobre las
técnicas mas usuales de inmovilizacion ya que al estar basado en una unidn covalente
implica la formacién de un enlace fuerte que alarga la vida util del biocatalizador
inmovilizado, y al mismo tiempo permite la reutilizacién del soporte por Ia
reversibilidad de la unién. Dicha reversibilidad permite la liberacién de la enzima
cuando pierde su actividad luego de varios ciclos de uso y la recuperacién del soporte
para reactivarlo y cargarlo nuevamente con enzima, contribuyendo a la disminucién de
costos del proceso en el que se aplica el biocatalizador [11]. La ruptura de los enlaces
disulfuro que unen la enzima a la matriz se logra utilizando un agente reductor de bajo
peso molecular como el ditiotreitol o mercaptoetanol en condiciones suaves de
reaccion (Fig. I-1 b).

Por lo anteriormente expuesto éste es el método de inmovilizacién de eleccion para la

presente Tesis.
2.2.1 Obtencidén de soportes activados con grupos tiolsulfinato

Los geles tiol-reactivos activados con estructuras de Oxido de disulfuro del tipo

tiolsulfinato (R-S-SO-R) pueden ser sintetizados siguiendo protocolos relativamente
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sencillos. En primer lugar se debe introducir en el soporte grupos —SH mediante un
proceso de tiolacién en tres etapas (fig.l-2 a-c). La primera involucra la reaccién del
soporte con epiclorhidrina en medio alcalino para introducir grupos oxirano en el gel,
los que luego son derivatizados a grupos S-alquil-tiosulfato por reaccién con tiosulfato
de sodio obteniéndose el derivado denominado Bunte Salt (fig. -2 b). Finalmente la
reduccion de estos grupos S-alquil-tiosulfato con ditiotreitol (DTT) genera los grupos
tiol en el soporte.

Para la obtencién de los grupos tiolsulfinato se debe realizar un proceso en dos etapas
comenzando con una oxidacidn suave de los grupos tiol con ferricianuro de potasio a
pH 7.0 para generar las estructuras disulfuro que en la segunda etapa son convertidas
en tiolsulfinato por oxidacién controlada con monoperoxiftalato de magnesio (MMPP)
a pH 5.0 - 7.0 (Fig. 1-2 d). Este agente oxidante permite la introduccidon de un solo
atomo de oxigeno por grupo disulfuro alifatico inmovilizado para formar un grupo

tiolsulfinato [9].

s”O ~~S-OH
a. ‘ | + “-SH —>! Enzima
WS WS —5‘ { inmovilizada

w~S-OH \~SH
b. N + RSH — +“-SH + RS-S-R + H,0
S-S (exceso) VV>SH

Figura I-1. Descripcion del método de inmovilizacidn covalente reversible.
a. Inmovilizacion de tiol-enzimas en soportes tiolsulfinato (TSI). b. Liberacién de la
enzima con un exceso de tiol de bajo peso molecular para la recuperacién del soporte
y posterior regeneracion de grupos TSI.

2.2.2 Inmovilizacion de proteinas en soportes tiol-reactivos

Los grupos tiolsulfinato inmovilizados son muy estables en un rango de pH de 3.0 a 8.0
permitiendo que los soportes activados con los mismos puedan ser almacenados como
suspensiones a pH 5.0 y 4 °C por periodos prolongados [11]. La inmovilizacion en este
tipo de soporte se realiza en condiciones moderadas de temperatura y pH. En dicho

proceso las moléculas de péptidos o proteinas que contienen grupos tiol expuestos
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reaccionan con el atomo de azufre no oxidado, es decir el mas electrofilico, resultando
inmovilizadas por enlaces disulfuro a la fase sélida. Ademas se genera un grupo
cargado, acido sulfénico, que permanece unido al soporte (fig. I-1 a). Este grupo es
facilmente reducido a tiol durante la recuperacion del soporte (fig. I-1 b) para luego
seguir con la correspondiente oxidacion (fig. I-2 d).

De esta forma los geles tiolsulfinato pueden ser regenerados un gran nimero de veces
sin perder grupos reactivos [9]. Los grupos -SH necesarios en la enzima deben
encontrarse expuestos en la superficie de la misma. Estos pueden ser nativos o
generados por distintos tratamientos. Una posibilidad es la reduccién de enlaces
disulfuro presentes en la proteina, utilizando ya sea un agente reductor soluble como
el DTT o un reductor en fase sélida. Otro tratamiento consiste en la introduccién de los
grupos de novo mediante una reaccion de tiolacién, como se explicara en el Capitulo IV

[12-14].
- OH
a. ‘—OH + Cl-CH,-CH-CH, —> ‘—O—CHZ—CH—CHZ
7 OH N N
o) 0
b -0-CH,-CH -CH, + Na,5,0; —> -0-CH,-CH-CH,-5505°
: N/
OH
C. "O_CHz'CIH‘ CH2'5503- + R‘SH —_> "O'CHz'CIH'CHz'SH

OH (exceso) OH

Soportetiolado
Fe(CN)2 NS MMPP
— g —>

Figura 1-2. Sintesis de un soporte activado con oxidos de disulfuro.

\/\/\-S//O
|

W~ S

Soporte tiolsulfinato (TSI)

a. Epoxi-activacion de la fase sdlida con epiclorhidrina. b. Reaccidn con tiosulfato de
sodio para obtener el derivado Bunte salt. c. Reduccién de los grupos S-alquil-
tiosulfato con exceso de un tiol de bajo peso molecular, como ditiotreitol (R-SH).
d. Preparacion del soporte tiolsulfinato por oxidaciéon controlada del soporte
previamente tiolado.
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3. Lacasas

3.1. Generalidades

Las lacasas o “bencenodiol: oxigeno oxidorreductasas” se identifican por el nimero
sistematico EC 1.10.3.2 de acuerdo a la clasificacion de enzimas del Comité de
nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia molecular (IUBMB).
Las mismas pertenecen al grupo de Oxidorreductasas (EC 1), que actuan sobre
difenoles y compuestos dadores de electrones relacionados (EC 1.10) y utilizan oxigeno
como aceptor (EC 1.10.3). El dltimo numero corresponde al nombre comun de la
enzima en particular, en este caso lacasa [15]. Dicho nombre responde a que la misma
fue aislada por primera vez de la savia del “arbol japonés de la laca”, Rhus verniciflua,
por el japonés Hikorokuro Yoshida en 1883 [16].

Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en Ila naturaleza,
encontrandose en plantas, hongos (basidiomicetes y ascomicetes), bacterias, insectos
y crustaceos, desempenando distintas funciones. En plantas, se asocian a procesos de
formacién de lignina, en hongos a la degradacion de la lignina, produccién de
pigmentos y patogénesis de plantas, en bacterias participan en la homeostasis del
cobre, pigmentacién de esporas y resistencia a factores de estrés, mientras que en
insectos interviene en el proceso de esclerotizacion de la cuticula [17-19].
La mayoria de las lacasas estudiadas son producidas por hongos, especialmente por
basidiomicetes de la podredumbre blanca de la madera. Estos son los unicos
microorganismos capaces de degradar la lignina de forma eficiente (solubilizacién y
mineralizacion) metabolizandola a CO, y H,0. Este proceso es posible gracias a las
enzimas extracelulares con actividad ligninolitica que sintetizan, entre las que se
encuentra la lacasa. El sistema enzimatico incluye ademas enzimas como la lignina
peroxidasa (LiP, EC 1.11.1.14) y manganeso peroxidasa (MnP, EC 1.11.1.13) entre otras
[17,19].

La produccion extracelular de la enzima por estos hongos representa una gran ventaja
frente a otros organismos desde el punto de vista biotecnoldgico, ya que se simplifica
la etapa de recuperacion de la proteina del medio de cultivo.

De acuerdo a su estructura molecular las lacasas pertenecen a la familia de Oxidasas

10
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multicobre por presentar atomos de cobre en su sitio activo, siendo estructuralmente
homdlogas a proteinas como la ceruloplasmina o la ascorbato oxidasa.
Son glicoproteinas N-glicosiladas (los carbohidratos se unen al grupo amino de la
cadena lateral del aminodacido asparagina), con 3 a 10 sitios de glicosilacién, en la
mayoria de los casos con manosa y N-acetilglucosamina [20]. Generalmente, el
contenido de carbohidratos constituye ente el 10 y 25 % del peso molecular de la
proteina. Esta fraccién glucidica tiene un importante rol en la secrecidn de la proteina,
en la retencion del cobre, en la estabilidad térmica asi como en la proteccion frente a
protedlisis e inactivacién por radicales libres [21-23].

Su forma enzimaticamente activa puede ser un mondmero, dimero, trimero o
tetramero [24-26], aunque la estructura encontrada con mas frecuencia en lacasas
provenientes de hongos consiste en un mondmero de entre 55 y 85 KDa, organizado
en tres dominios tipo cupredoxin (fig. 1-3) [20,23,27]. El punto isoeléctrico de estas
enzimas se encuentra proximo a pH 4.0, en un rango entre 3.0y 7.0. El pH éptimo para
la actividad catalitica varia entre 3.0 y 5.0, mientras que la temperatura éptima se

encuentra entre 50 y 70 °C [20-23].

Figura 1-3. Estructura tridimensional de lacasa nativa del basidiomicete Trametes
hirsuta. Se indica con diferentes colores los tres dominios, los cuatro atomos de cobre
en el centro, y los carbohidratos en el exterior [26].

3.2.  Sitio activo y actividad catalitica

A diferencia de la mayoria de las enzimas las lacasas actian sobre un amplio rango de
sustratos, catalizando la oxidacidn de varios compuestos ricos en electrones como para
y orto-difenoles, aminofenoles, metoxifenoles, polifenoles, poliaminas y aminas
aromaticas. La reaccién de oxidacion ocurre a través de un mecanismo radicalario con

la reduccién de oxigeno molecular a agua, sin liberacion de perdxidos organicos

11
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intermediarios y sin la introduccidon de atomos de oxigeno en la molécula de sustrato
[20]. Al igual que otras oxidasas de cobre, no requieren para su actividad de cofactores
tales como NADPH o NADH, por lo que son especialmente adecuadas para su
aplicacion in vitro, de forma independiente del metabolismo celular y sin necesidad de
agregar estos compuestos al medio de reaccién [28].

En el sitio activo del mondmero los cuatro atomos de cobre se distribuyen en tres
sitios redox, dispuestos de forma clave para la actividad catalitica: un atomo de Cu en
T1, otro en T2 y dos en T3 (fig. I-4). Los tres tipos de iones se clasifican de acuerdo a
sus propiedades de espectroscopia UV-Vis y de resonancia de spin electrénico.
El cobre Tipo 1 otorga el tipico color a las proteinas llamadas “azules de cobre”, es el
de mayor potencial redox y de mds facil acceso para una molécula de sustrato, por lo
qgue es el sitio donde se produce la oxidacion. Durante un ciclo catalitico este cobre
debe ser oxidado y reducido cuatro veces [20]. Este cobre se encuentra coordinado a
un residuo de cisteina y a dos de histidina con un tercer ligando axial que puede variar
(metionina en bacterias, leucina o fenilalanina en hongos). Las lacasas son capaces de
oxidar directamente sélo los compuestos cuyos potenciales de ionizacién no excedan
significativamente el potencial redox del i6n de cobre T1, como es el caso de los
sustratos tipicos fendlicos. Se ha determinado el potencial redox del cobre en T1 para
una gran cantidad de lacasas mediante titulaciones potenciométricas y se ha
observado una considerable variacién del mismo entre 420 y 790 mV [29].
Algunas lacasas son consideradas atipicas por carecer de la absorcién a 600 nm en el
espectro visible, caracteristica del centro redox T1, por lo que se las denomina lacasas
amarillas o blancas. Si bien algunos autores no aceptan la clasificacién de estas
enzimas como lacasas, las mismas no se pueden diferenciar si se considera la actividad
catalitica y los sustratos sobre los que actuan [23,29].

Los atomos de cobre T2 y T3 se encuentran coordinados a residuos de histidina y
forman un cluster trinuclear donde ocurre la reduccién del oxigeno molecular y la
liberacion de agua [17].

De forma simplificada, el resultado de un ciclo catalitico de una lacasa con 4 dtomos de
cobre es la reduccion de una molécula de oxigeno en dos moléculas de agua y la
oxidacion de cuatro moléculas de sustrato para producir cuatro radicales (fig. 1-4 b)

[17,30]. Dada la inestabilidad de los radicales fenoxilos formados, el mismo sustrato
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puede ser reoxidado por la enzima o bien participar en una reaccién no enzimatica.
Como consecuencia, estos compuestos reactivos pueden polimerizar formandose
dimeros u oligdmeros a través de enlaces C-C, C-O y C-N; pueden dar lugar a la
formacién de quinonas mediante rearreglos, asi como también puede ocurrir la

ruptura de la unién arilo-alquilo o la ruptura del anillo aromatico [22,29].

a.
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Figura 1-4 Modelo de sitio activo de lacasa y representacion del ciclo catalitico.
a. Sitio activo de la lacasa del basidiomicete Trametes versicolor [30]. b. Ciclo catalitico
representado en el sitio activo de la lacasa de Melanocarpus albomyces.
Adaptado de [31].

3.3. Sistema lacasa-mediador (SLM)

Se ha comprobado que las lacasas pueden oxidar compuestos de mayor complejidad
de forma indirecta a través de moléculas que actian como mediadores en la
transferencia de electrones en la reaccion redox. Dichos mediadores son de bajo peso
molecular y con un potencial redox tal que permite su oxidacién mono-electrénica

directa por accion de la enzima. Los intermediarios generados en esta oxidacion
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pueden difundir desde el sitio activo para oxidar al compuesto “no sustrato” mediante
una reaccion no enzimatica (fig. 1-5).

El sistema lacasa-mediador permite la oxidacién de algunos compuestos de elevado
peso molecular que no tienen acceso al sitio activo, asi como de otros que presentan
un potencial redox mayor al de la enzima. De esta forma se expande aun mas el rango
de sustratos sobre los que pueden actuar las lacasas y con ello sus posibles

aplicaciones [21,30,32—-34].

Figura I-5. Sistema lacasa-mediador. Se representa la actividad catalitica directa de la
enzima sobre el sustrato y la oxidacién indirecta (del sustrato o de otro compuesto
“no-sustrato”) en presencia del mediador redox. Abreviaturas: enzima (E); enzima
oxidada (E*); sustrato (S); radical sustrato (S°); no-sustrato (NS); radical no-sustrato
(NS®); productos (P); oxigeno (0,); oxigeno reducido (0%); mediador (M); mediador
oxidado (M*) [34].

Entre las condiciones que deberia reunir un mediador redox se puede mencionar
[29,35,36]:
- debe ser un buen sustrato para la lacasa
- no debe inhibir la actividad enzimatica
- debe existir un equilibrio entre la estabilidad y la reactividad del radical formado
- la forma oxidada debe tener una vida media tal que permita su difusién hacia el
compuesto a oxidar y en algunos casos, debe poseer un potencial redox elevado
para efectivamente lograr esta oxidacidn
- su conversion redox deberia ser ciclica, en un proceso en el cual el mediador
oxidado por la enzima a continuacion es reducido en la oxidacion del compuesto
“no-sustrato”, retornando a la forma inicial y cerrando asi el ciclo
- en relacién a su aplicacion industrial los mediadores deberian ser inocuos para el

medio ambiente y estar disponibles a un bajo costo
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Idealmente, si no ocurren reacciones secundarias un mediador redox puede participar
en muchos ciclos cataliticos regenerandose sin degradarse. Sin embargo, en la mayoria
de los casos se ha descrito que esto no sucede, sino que se observa una disminucién
de la concentracion de mediador en el medio de reaccién. Mientras que muchos
autores se refieren a estos compuestos como “mediadores” sin tener en cuenta el
cumplimiento del requisito de ser reconvertidos ciclicamente, otros optan por usar el
término “potenciador”, no existiendo un consenso en este punto. De forma estricta,
solo los complejos de metales de transicién serian auténticos mediadores redox [37-
39]. En esta Tesis se hara referencia a los mismos utilizando el término “mediador”.
Los primeros mediadores estudiados fueron de naturaleza sintética, como el
ABTS, TEMPO, HBT, 4cido violurico, entre otros (fig. 1-6), sin embargo, debido a su
elevado costo y potencial toxicidad se comenzd a investigar la aplicacion de
compuestos fendlicos derivados de la despolimerizaciéon de la lignina. Los mismos
pueden ser considerados como mediadores naturales no solo por su origen, sino
también por cumplir con la misma funcién en la naturaleza, ya que las lacasas de los
hongos de la podredumbre blanca los utilizan para la biodegradacién de este polimero
vegetal, en el cual un 80 % de su estructura corresponde a unidades no fendlicas.

Se ha descrito que algunos hongos productores de lacasa que no expresan otras
enzimas ligninoliticas son capaces de degradar la lignina y por otro lado, se ha
comprobado que la enzima es incapaz de actuar sobre el polimero sin la presencia de
mediadores. Estas observaciones comprueban el rol central de la lacasa fungica y los
compuestos fendlicos en este proceso descrito como “combustion enzimatica” y fue
por ello que surgié el interés de su aplicacidén biotecnoldgica en la deslignificacion de la
pulpa de celulosa inicialmente y luego en otros procesos como por ejemplo la
degradacion de compuestos recalcitrantes [17,29,36,39].

Teniendo en cuenta que los mediadores no se recuperan del medio de reaccion e
incluso es de esperar que se transformen debido a reacciones secundarias, la principal
ventaja de la utilizacién de compuestos fendlicos de origen natural respecto a los
mediadores sintéticos reside en el bajo costo de los mismos ya que se obtienen a partir
de una fuente renovable [40]. Los mismos derivan de unidades fenilpropano oxidadas
de la lignina y se pueden obtener a partir de material vegetal o como producto

secundario en la producciéon de pulpa de celulosa [41]. Con respecto a la eficacia de
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estos compuestos en muchos casos es comparable a la de los de origen sintético,
mientras que en algunos trabajos se ha descrito ventajas adicionales relacionadas con
la posibilidad de utilizar una menor concentracion de los mismos y la observacion de
un menor efecto inhibitorio sobre la actividad enzimatica [35,36,42].

El mecanismo de reaccion para el sistema lacasa-mediador depende de la estructura
del mediador redox utilizado y en ocasiones determina la obtencidon de distintos

productos a partir del mismo sustrato.
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Figura I-6. Ejemplos de mediadores sintéticos y naturales usados en el sistema
lacasa-mediador. Sintéticos: acido 2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
(ABTS), 2,2,6,6-tetrametilpiperidinil-1-oxi (TEMPO), N-hidroxibenzotriazol (HBT)
y acido violurico. Naturales: acetosiringona, siringaldehido, vainillina,
acetovainillona y metilsiringato [30].

Se han propuesto tres mecanismos de reaccion posibles [43,44]: 1- mecanismo de
transferencia de electrones o ET, describe la reaccién mediada por el compuesto de
origen sintético ABTS; 2- mecanismo de oxidacidn idnica, como su nombre lo indica no
se da por interaccidon radicalaria sino por una de tipo iénica y es particular para el
mediador TEMPO; 3- mecanismo de transferencia de radical hidrogeno o HAT,
representa la reaccién para los mediadores tipo N-OH sintéticos, como el HBT o acido
violurico, asi como también para los compuestos fendélicos o mediadores “naturales”.
Los mediadores redox utilizados en esta Tesis pertenecen a este tercer grupo. En la
figura I-7 se representa el mecanismo HAT para la oxidacion de un alcohol bencilico. El
mediador (N-OH o fendlico) es oxidado por la lacasa que sustrae un atomo de

hidrégeno generando un radical nitroxilo o fenoxilo (Med-0O°). De igual forma, dicho
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radical sustrae un protdn del alcohol, que en el ejemplo por tratarse de un alcohol

primario sera convertido en aldehido.
Med-oH _13¢@2 _ medoH+ _H' . Medo*

CHOH  pegor  medon  CHOH CHO

N @

OMe OMe

Figura I-7. Oxidacidon de un compuesto modelo de lignina no fendlico mediante el
sistema lacasa-mediador con mediadores tipo N-OH o fendlicos. Mecanismo de
transferencia de radical hidrégeno o “HAT” [36,43].

A diferencia del mecanismo ET, donde el factor determinante de la reactividad es el
potencial redox y requiere que los sustratos presenten un bajo potencial, en este caso
la fuerza motriz es el equilibrio de entalpia entre el enlace disociado C-H en el sustrato
y el enlace O-H formado en el mediador [45,46]. En alcoholes bencilicos primarios la
fuerza del enlace C4-H, geminal al C,-O del hidroxilo, es de energia comparable a la del
enlace O-H de compuestos N-OH o de fenoles (82-85 kcal/mol). Esto determina que la
ruptura resulte favorable desde el punto de vista termodindmico [45-48].

Dado que son numerosos los factores que inciden en la eficiencia del sistema lacasa-
mediador resulta compleja la seleccion de un mediador adecuado, por lo que la
decisiéon puede resultar en muchas ocasiones de observaciones empiricas. Dichos
factores estan relacionados con la enzima y su procedencia, el mediador y su

mecanismo de accidn asi como con el sustrato y su estructura [37].

3.4. Aplicaciones de la enzima lacasa y el sistema lacasa-mediador

La versatilidad respecto al sustrato asi como la posibilidad de potenciar esta
caracteristica mediante el sistema lacasa-mediador hace a estas enzimas atractivas
para numerosas aplicaciones donde la catdlisis enzimatica puede representar una
alternativa ambientalmente mas benigna y/o de menor costo que los procesos
quimicos usados normalmente [33,49,50]. A continuacidn se mencionan algunos

ejemplos.
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- En la industria alimentaria: para la estabilizacién del vino, cerveza y jugos de frutas
por remocion selectiva de compuestos fendlicos [19,51-54]. En estos casos la enzima
debe ser inmovilizada debido a que no han sido aprobadas como aditivo alimentario

[30].

- Produccion de Bioetanol a partir de material lignoceluldsico: debido a su capacidad
para actuar directamente sobre los compuestos fendlicos presentes en la lignina

permitiendo el acceso a los azlcares fermentables [19,55,56].

- Deslignificacion de pulpa de celulosa y bio-blanqueo para la produccion industrial de
papel: este proceso requiere la separacién y degradacion de la lignina de la madera
para obtener la pulpa de celulosa. Los aspectos ambientales han determinado que se
reemplacen los procedimientos convencionales de deslignificacién y blanqueo a base
de cloro por otros menos contaminantes como el tratamiento con oxigeno. Sin
embargo, los pre-tratamientos de la pulpa con enzimas ligninoliticas proporcionan una
estrategia mds suave y limpia de deslignificacién que ademas permite preservar la
estructura de la celulosa [33]. Se ha patentado un proceso basado en el sistema lacasa-
mediador denominado “Lignozym®-process”, en el que se combina lacasa de Trametes
versicolor con mediadores que presentan los grupos N-OH, N-Oxido, oxima o acido

hidroxamico [57].

- Desarrollo de biosensores: el progreso de la bioelectroquimica ha sido integrado en
aplicaciones analiticas en biosensores trabajando como detectores en analisis clinicos y
medioambientales. Dado que las lacasas son capaces de catalizar reacciones de
transferencia de electrones sin la necesidad de cofactores, su uso ha sido estudiado en
biosensores para detectar varios compuestos fendlicos, oxigeno, azidas, morfina,

codeina, catecolaminas, flavonoides, asi como para electroinmunoensayos [58,59].

- Biocatdlisis (quimica sintética): los radicales generados por la oxidacion de fenoles
sufren reacciones de acoplamiento, llevando a la formacién de compuestos de
relevancia en sintesis organica (dimeros, oligdmeros, polimeros). Estos radicales
pueden ademas reaccionar con moléculas distintas dando lugar a nuevos compuestos,
lo que se ha empleado en varios tipos de reacciones, como por ejemplo en el

acoplamiento de p-hidroquinonas y aminas aromaticas o en la reaccion del acido
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dihidrocafeico con &acido 4-aminobenzoico que se muestra en la figura 1-8 [28-

30,41,60-67].
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Figura 1-8. Ejemplo de aplicacidon sintética de la lacasa. Acoplamiento de acido
dihidrocafeico (i) con acido 4-aminobenzoico (ii) para formar acido 3-[6-(4-carboxifenil)
amino-3,4-dihidroxifenil]-propiénico como producto principal [30].

- Modificacion de fibras en la industria textil: se aplica el sistema lacasa-mediador en el
aclarado oxidativo de las prendas de tela denim o mezclilla, como alternativa al
método quimico en el que se aplican agentes oxidantes fuertes como hipoclorito,
permanganato u ozono. En esta reaccién el cromoéforo del colorante azul indigo o aiil
(C.I. Vat blue 1) se escinde para producir dos moléculas de isatina incoloras. Uno de los
sistemas enzimaticos utilizados comprende una formulacién granular de lacasa de
Myceliophthora thermophila expresada en Aspergilus orizae con éster de metilo de

acido siringico como mediador redox [68].

- Procesos de biorremediacion y de tratamiento de efluentes: se ha aplicado a la
degradacion de compuestos recalcitrantes como los PAHs (hidrocarburos aromaticos
policiclicos) o los metabolitos producidos por la reducciéon del 2,4,6-trinitrotolueno
(TNT) los cuales son una importante fuente de contaminacién del suelo.

Asimismo, se ha estudiado la oxidacién directa de derivados fendlicos por las lacasas
para la descontaminacién de efluentes industriales. Se plantea que los polimeros
polifenélicos resultantes de la actividad enzimatica son usualmente insolubles vy
pueden ser separados facilmente por filtracion o sedimentacién [30]. De igual forma,
se propone la degradacion de colorantes sintéticos para el tratamiento de efluentes de
la industria textil y del cuero, los cuales pueden presentar elevados niveles de
toxicidad y mutagenicidad. Se ha comprobado que con la lacasa se puede lograr tanto
la eliminacién del color como la detoxificacidon, aunque no existe correlacion entre los

niveles de estas dos actividades [19,29,33].
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4. Produccion de lacasa nativa por basidiomicetes de Ia
podredumbre blanca de la madera

4.1. Generalidades

Para utilizar las lacasas en todas las aplicaciones mencionadas es esencial la
produccién de grandes cantidades de la enzima a un bajo costo. La produccién de
enzimas es un area importante y creciente de la biotecnologia. Si bien existen cepas
muy eficientes adaptadas mediante ingenieria genética que se encuentran disponibles
para produccién enzimatica a escala industrial, otra posible estrategia biotecnoldgica
consiste en la optimizacién del proceso con cepas nativas [69,70]. La produccién de
lacasa por hongos ligninoliticos es dependiente del género, especie y cepa del hongo,
por lo que la seleccion de una cepa que muestre un alto nivel de expresién de la
enzima serd el primer paso a seguir [27,71,72]. Por otro lado, distintas variables de
fermentacion que afectan la produccidén enzimatica y que son cepa-dependientes
deben ser tenidas en cuenta en la optimizacidon del sistema de cultivo, para obtener el
maximo rendimiento [73].

Entre los factores estudiados habitualmente se encuentran la fuente de nitrégeno, la
fuente de carbono y la concentracién de estos nutrientes, asi como condiciones del
cultivo como pH, temperatura y aireacién. La suplementacién del medio con
inductores como compuestos fendlicos u otros aromaticos, o con metales como el
cobre es uno de los métodos mas eficaces para maximizar la produccidon enzimatica.
La regulacion de la expresidn a nivel transcripcional ha sido comprobada para el cobre,
asi como para el nitrégeno y los compuestos aromaticos [73,70]. En base a estos
resultados se ha recurrido al uso de residuos agroindustriales como una fuente
econdmica de nutrientes e inductores aromaticos [70].

Por ultimo, un factor fundamental a considerar es el tipo de cultivo o tipo de
fermentacion seleccionado, pudiendo ser cultivo en medio liquido (sumergido), cultivo
en fase sélida, 6 cultivo en fase semi-sélida, resultando estos dos ultimos los mas
adecuados para el crecimiento de los hongos ligninoliticos, como se describe a

continuacion [71,72,74].
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4.2 Fermentacion en estado sélido y semi-sélido para la produccién de enzimas

Aproximadamente 90 % de las enzimas comercializadas son producidas mediante el
sistema de fermentacién en cultivo sumergido, en el cual los microorganismos
utilizados crecen en una fase liquida homogénea [69]. Sin embargo, la fermentacién
en estado sélido ha mostrado ser una metodologia especialmente apropiada para la
produccién de enzimas por hongos filamentosos, ya que reproduce las condiciones
naturales del medio que éstos habitan [75].

Esta tecnologia es aplicada en distintos procesos desde la antigliedad en paises
asidticos y posteriormente también en occidente, con ejemplos tipicos como la
fermentacion tradicional japonesa “koji”, la produccion de “tempeh” de Indonesia o la
fabricacion del queso azul en Francia [76]. Ejemplos mas actuales son los procesos de
compostaje y ensilado asi como la produccién de hongos. Para su aplicacién en la
produccién de enzimas y metabolitos secundarios a escala industrial se debe
considerar aspectos ingenieriles relacionados al escalado y el disefio de los
biorreactores, los cuales aun se encuentran desarrollo. Sin embargo, se han producido
avances significativos para procesos que antes se consideraban factibles sélo en cultivo
sumergido [69,75,77,78].

Este sistema se puede definir como un cultivo en el cual los microorganismos crecen
sobre un material sélido humedecido e insoluble en agua, en ausencia de liquido libre
en el medio [79].

En condiciones de fermentacidon en estado semi-sdlido (FSS) el sistema es modificado
incorporando una pequefa cantidad de liquido de modo de facilitar el control de la
fermentacion y aumentar la disponibilidad de nutrientes [80,81]. Este cultivo puede
ser utilizado de manera controlada para obtener el producto deseado presentando
algunas ventajas frente a la fermentacidn en cultivo sumergido. Una de las principales
ventajas que se le atribuye es que permite alcanzar un mayor nivel de produccion de
enzima para la misma cepa y composicién del medio de cultivo. Se describe como un
sistema que trabaja como batch alimentado con oxigenacion rapida y suministro lento
de azucar. Por otro lado, es un proceso estatico que no implica gastos de energia
mecanica para su funcionamiento [82]. Otras ventajas biotecnoldgicas de este sistema
de cultivo, a escala de laboratorio son: mayor estabilidad de productos, menor

represion catabdlica, menor volumen de liquido residual, permite el cultivo mixto de
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distintos hongos y una menor demanda de esterilidad debido a la baja actividad de
agua utilizada [83]. El bajo contenido de liquido es un factor importante ya que
maximiza el contacto del microorganismo con el aire estimulando la actividad vy la
produccién enzimatica, ademds de simplificar la etapa de recuperacién de la misma.
En cuanto al escalado, la naturaleza soélida del soporte ocasiona algunos
inconvenientes como la dificultad para el monitoreo de los parametros del proceso
como pH, humedad, temperatura, oxigeno y cantidad de biomasa. Por otro lado, el
menor requerimiento espacial es un aspecto positivo para el disefio de los
biorreactores [84].

La seleccién de un soporte adecuado para el cultivo en fase solida de hongos
filamentosos es esencial para el éxito del proceso. La composicién quimica, la
porosidad, asi como la disponibilidad y el costo son caracteristicas importantes a tener
en cuenta en su eleccién.

Los materiales utilizados pueden ser de tipo inerte o no inerte. El uso de un medio
liqguido definido y un soporte inerte con una estructura fisica homogénea (por ejemplo
de espuma de poliuretano), mejora el control y monitoreo del proceso asi como la
reproducibilidad de las fermentaciones y facilita la recuperacion del producto
obtenido. Sin embargo, estos materiales presentan un costo elevado. Los materiales
no inertes cumplen un doble rol ya que ademds de funcionar como soporte donde se
fija el microorganismo, pueden suministrar nutrientes al medio como carbono,
nitrégeno y minerales, entre otros. La morfologia de los hongos filamentosos les
permite colonizar y penetrar en el soporte en busca de dichos nutrientes [84].

Por otro lado, el empleo de residuos agro-industriales de bajo costo como soporte-
sustrato contribuye a solucionar los problemas econdmicos y medioambientales
causados por su disposicion como desechos, ofreciendo una alternativa de uso para
estos materiales. En particular, en Uruguay la industria forestal genera una importante
cantidad de residuos, alcanzando 1.3 millones de toneladas en el afio 2010 [85].

La composicién quimica del soporte-sustrato se debe seleccionar dependiendo de la
enzima que se desea producir y del microorganismo utilizado para ello. Cuando se
degrada el material en el cultivo se liberan distintas sustancias, algunas de las cuales
pueden actuar como inductores que estimulen la produccidon de determinada enzima.

Los sustratos utilizados habitualmente contienen lignina, celulosa y hemicelulosa, estas

22



Capitulo | - Introduccién

sustancias en particular actian como inductores de la produccién de enzimas
extracelulares de los hongos ligninoliticos. En el caso de la lacasa, se ha comprobado
gue su produccion por los basidiomicetes de la podredumbre blanca es estimulada
cuando se utilizan residuos lignocelulésicos como soporte-sustrato en el medio de
cultivo [76].

Para determinar la viabilidad de este cultivo para un propésito especifico es necesario
realizar una evaluacion econdmica de todo el proceso. Por ejemplo, para la obtencidn
de productos farmacéuticos el nivel de pureza requerido es el mas elevado por lo que
seria de preferencia utilizar un soporte inerte que simplifica la etapa de purificaciéon y
recuperacién del producto. Para otras aplicaciones el grado de pureza no es de mayor
relevancia, sino que lo que se busca es obtener el producto final lo mds concentrado
posible. En este caso es conveniente el uso de un sustrato orgdnico biodegradable
como soporte no inerte de menor costo, donde el producto se obtiene junto a
impurezas provenientes del material y de la metabolizacién por el microorganismo.
La produccién de enzimas como celulasas para bioconversidon de biomasa, proteasas
para la industria del cuero o lacasas para distintas aplicaciones, son algunos ejemplos
donde se utiliza el extracto de enzima crudo [75]. Para estos procesos industriales a
gran escala resulta muy conveniente la utilizacion de un sistema eficiente de
produccién de bajo costo.

La fermentaciéon en estado semi-sélido fue el tipo de cultivo seleccionado para la

produccién de lacasa por las cepas de basidiomicetes utilizadas en esta Tesis.

5. Colorantes sintéticos

5.1. Denominacidn y clasificacion

La industria quimica ha desarrollado una amplia gama de colorantes sintéticos que
permiten acceder a una gran diversidad de tonalidades. Para nombrar esta variedad de
productos se utilizan nombres comerciales informales debido entre otras cosas a la
complejidad de sus estructuras, sin embargo, para cada colorante se pueden encontrar
multiples nombres comerciales dependiendo de los fabricantes. Por lo tanto, es
importante la disponibilidad de un sistema de clasificacidon Unico que sea utilizado por

todos los fabricantes asi como por los consumidores, el cual asigne un cédigo a cada

23



Capitulo | - Introduccién

colorante.

Colour Index™ es una base de datos de referencia publicada desde el afio 1924 por
Society of Dyers and Colourists (SDC) y American Association of Textile Chemists and
Colourists (AATCC) que actualmente contiene 27000 colorantes registrados, y se
publica en la pagina web http://colour-index.com. Esta guia utiliza un sistema de
clasificacién dual con un descriptor llamado nombre genérico C.I. 6 CIGN (Colour
Index™ Generic Name) y otro llamado nimero de constituciéon 6 CICN (Colour Index™
Constitution Number). De esta forma, cada colorante se describe segln una clase de
aplicacion (por la asignacion de un CIGN) y una clase quimica (a través del CICN).
Las preparaciones comerciales contienen otras sustancias distintas al colorante
denominadas aditivos, los cuales no son considerados en esta clasificacion [86].

El nombre genérico C.I. (CIGN) es el principal identificador utilizado. Describe un
producto por la clase de uso o aplicacién, su matiz y un nimero serial que refleja
simplemente el orden cronoldgico de registro, por ejemplo C.I. Acid Blue 52 o C.I.
Direct Red 122. Entre las categorias de aplicacién del C.I. se encuentran por ejemplo
las de colorantes reactivos y directos, utilizados para teiiir fibras de celulosa como el
algoddn o el lino; asi como los colorantes dispersos, basicos, acidos y mordientes que
se usan en el tefiido de lana y fibras sintéticas como el poliéster [87].

El numero de constitucion (CICN) consta de 5 o 6 cifras precedido de “Cl”. Este nUmero
es asignado al colorante cuando un fabricante registra un nuevo compuesto, y esta
relacionado a la estructura quimica del mismo. De acuerdo a su estructura, las diversas
clases se diferencian en base al principal croméforo responsable del color. Entre dichas
clases se encuentran por ejemplo la de colorantes azoicos, antraquindnicos,
indigoides, ftalocianinas, sulfurosos, nitro y nitrosos.

De esta forma, para el caso por ejemplo del colorante Remazol Brilliant Blue R (nombre
comercial) el CIGN es Reactive Blue 19 y el CICN es Cl 61200, este nUmero se encuentra
en el rango que corresponde a los colorantes antraquinénicos: 58000—72999 [86].
Dentro de una misma clase quimica se encuentran variantes dadas por ejemplo, por el
tipo y nimero de grupos auxécromos. Estos son sustituyentes como el OH, NH,,
halégenos, etc, que modifican la longitud de onda y la intensidad de absorcién maxima
del sistema conjugado, influyendo por lo tanto en el color resultante. Los grupos

distintos al cromdforo se introducen en la molécula de colorante no solo para que
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contribuyan a la obtencién de determinada tonalidad sino también porque les
confieren buenas propiedades relacionadas a su aplicacidn. En el caso de la industria
textil, el colorante debe fijarse sobre el tejido a tefiir ya sea por adsorcidén o unién
covalente, por interaccién idnica, o por coordinacién. Por otro lado, dichos colorantes
deben presentar resistencia al efecto del lavado y de la exposicion a la luz y una
solubilidad adecuada es otra propiedad que puede ser necesaria en el compuesto [88].
Entre las distintas clases quimicas existentes, los colorantes azoicos - compuestos
aromaticos con uno o mas grupos azo (-N=N-) asociados con grupos auxécromos (—OH
o —NH-) - constituyen la mas grande e importante de colorantes sintéticos usados en
aplicaciones comerciales [89]. La misma incluye a los complejos azo-metalicos y se
subdivide segln el nimero de grupos azo que presente la molécula, con la mayor
parte comprendida en la clase de monoazos. Casi dos tercios de todos los colorantes
organicos del Colour Index pertenecen a esta clase, la siguiente clase quimica mas
importante es la de colorantes antraquindnicos, representando el 15 % del total,
mientras que ninguna de las demds clases supera el 5% del total de colorantes

indexados [87].

5.2. Contaminacidn causada por colorantes y tratamientos de efluentes
coloreados

Los problemas ambientales tipicos asociados con la industria textil son aquellos
relacionados a la contaminacion del agua causada por la descarga de efluentes no
tratados [88]. Se ha estimado que aproximadamente del 10 al 15% de los colorantes
utilizados en procesos de teiiido no se une a la fibra textil y 280000 toneladas de
colorantes textiles se descargan en efluentes industriales por afio a nivel mundial. La
introduccion de estos compuestos en el ambiente genera diversos impactos, el
principal se debe a la absorcion y reflejo de la luz solar en el agua, que afecta la
actividad fotosintética de algas y otros organismos acuaticos e influye seriamente en la
cadena alimentaria. Por otra parte, la percepcidon publica de la calidad del agua estd
muy influenciada por el color de la misma y dado que la presencia de colorantes es
visiblemente notoria aun a concentraciones muy bajas (menor a 1 mg/L), la
eliminacion del color de aguas residuales es con frecuencia tanto o mas importante
que la eliminacion de las sustancias orgdanicas incoloras [87,88].

Dependiendo del tiempo de exposicion y de la concentracion de los colorantes, estos
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pueden tener efectos tdxicos agudos y/o cronicos sobre los organismos expuestos.
Ademas, muchos colorantes y sus productos de descomposicion pueden ser
cancerigenos y/o mutagénicos, existiendo una amplia evidencia de sus efectos nocivos
incluso para el ser humano [88].

Los colorantes sintéticos estan disefados para ser recalcitrantes en las condiciones de
uso tales como la exposicién a la luz solar, el lavado, los productos quimicos y el
ataque microbiano, para mejorar la calidad de los textiles. Sin embargo, estas
propiedades contribuyen a su persistencia en el ambiente durante un periodo de
tiempo prolongado. Asimismo, se puede producir su acumulacién en los sedimentos,
en peces u otras formas de vida acuatica y pueden aumentar la demanda de oxigeno
disuelto de las aguas receptoras [88,90]. En el caso de los colorantes azoicos, la
resistencia a la degradacién se atribuye a la deficiencia electrdnica originada por
grupos atrayentes de electrones en la molécula [89]. En la industria textil son utilizados
cerca del 80 % de los colorantes azoicos producidos. La presencia de estos compuestos
en particular en el ecosistema acudtico es la causa de serios problemas
medioambientales, ya que los mismos presentan toxicidad aguda y crénica y pueden
ser carcindgenos y/o mutagénicos [88,89].

Es asi que el tratamiento de los efluentes coloreados previo al vertido es esencial.
Por otra parte, la posibilidad de reciclar el agua tratada representa una gran ventaja ya
gue en la industria textil se utiliza un gran volumen en la etapa de acabado [91].
Como es de esperar, las propiedades de los colorantes que determinan que sean
adecuados para el uso (estabilidad frente a luz, temperatura, etc) también determinan
gue su tratamiento sea dificultoso [88,90].

En la industria textil se han utilizado varios métodos para el tratamiento de efluentes
incluyendo métodos fisicoquimicos como filtracion por membrana, carbén activado,
coagulacion y floculacidn quimica. Aunque los mismos proporcionan una eficiente
decoloracién y reduccidon de la demanda quimica de oxigeno (DQO), presentan un
elevado costo y conllevan la formacion del lodo concentrado que crea un problema
secundario de disposicion de residuos.

Mas recientemente, el uso de tecnologia basada en la biorremediacién como
alternativa ha atraido interés debido a su rentabilidad, capacidad para producir menos

lodos y por ser de naturaleza ecolédgica [89]. Los diferentes tipos de biorremediacién
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de efluentes coloreados pueden utilizar organismos aislados, cultivos mixtos asi como
enzimas aisladas [91]. Se ha reportado que la mayoria de los colorantes sintéticos son
recalcitrantes frente a la biodegradacion aerobia convencional y la mayoria de los
colorantes azoicos no son modificados en el proceso de lodo activado, mientras que
algunos se adsorben en los sélidos del lodo y solo una minoria es degradada [90-92].
Estos colorantes son considerados compuestos xenobidticos muy recalcitrantes en
procesos biodegradativos. A pesar de ello, se ha demostrado que varios
microorganismos son capaces de transformarlos a productos incoloros e incluso
mineralizarlos completamente, como es el caso de varios hongos ligninoliticos con sus

enzimas oxidasas [93].

La utilizacidon de reactores con enzimas aisladas presenta ciertas ventajas sobre los
sistemas de células enteras. La produccion de la enzima se puede llevar a cabo por
tecnologias de fermentacién especializadas, por ejemplo, optimizando la expresion
enzimatica en un organismo adecuado mediante ingenieria genética y optimizando las
condiciones del cultivo. Ademds, es posible llevar a cabo procesos como los de
inmovilizacion y de estabilizacion de la enzima. El uso de enzimas inmovilizadas
permite el reciclado de los efluentes decolorados en el proceso de tenido. De esta
forma, los procesos de obtencion y preparacién del biocatalizador se separan del sitio
de su aplicacion [91]. Un aspecto negativo del tratamiento de efluentes con
microorganismos es la necesidad de agregado de componentes adicionales para el
crecimiento de los mismos, ademas de que secretan diversos compuestos al medio
[91].

Muchas enzimas con actividad redox como peroxidasas, lacasas o azoreductasas
muestran un gran potencial para la degradacién de colorantes textiles, con una
especificidad de sustrato relativamente amplia [89,91]. Entre estas, las lacasas parecen
muy prometedoras, demostrando ser eficientes para decolorar un amplio rango de
colorantes industriales sin requerir cofactores para su actividad, si bien en algunos
casos el agregado de mediadores redox puede servir para extender aun mas dicho
rango [91].

En el caso de enzimas como reductasas u oxidasas, no es factible su aplicacién de
forma aislada dado el elevado costo de cofactores que necesitan como NAD(H),

NADP(H) o FAD(H), resultando mds adecuado el uso de sistemas de células enteras
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[91]. El principal inconveniente de los procesos enzimaticos es la gama limitada de
colorantes que se puede decolorar con una sola enzima, lo cual se podria solucionar
mediante el uso de cdcteles de enzimas.

Algunos aspectos que deben abordarse para aplicar el enfoque de decoloracion
enzimatica son el desarrollo de fuentes de enzimas de bajo costo y alto rendimiento, la
eficiencia de las enzimas en condiciones de aplicacion, la caracterizacion de los
productos de reaccién y el impacto en procesos downstream y en el ambiente en el

gue se liberan los residuos tratados [94].

6. Evaluacion ecotoxicoldgica del efecto de contaminantes en
el ambiente

6.1 Generalidades

La Ecotoxicologia es la rama de la ciencia que se ocupa del estudio de los efectos
téxicos causados por contaminantes a los componentes de los ecosistemas en un
contexto integrado [95]. Se basa en el principio de que los organismos vivos son
herramientas esenciales para la evaluacién de la calidad ambiental, puesto que ellos
son los que estan expuestos a los efectos combinados de la ecotoxicidad.

La ecotoxicologia aplicada tiene como objetivo el desarrollo de protocolos de ensayos
bioldgicos estandarizados (bioensayos de toxicidad) para ser utilizados como
herramientas de prediccién tempranas que permitan definir umbrales permisibles, con
niveles de incertidumbre aceptables, y sirvan de guia a las entidades reguladores para
la toma de decisiones [96].

Desde el punto de vista regulatorio las pruebas bioldgicas pueden utilizarse para
establecer criterios de calidad ambiental, para controlar descargas de aguas residuales
municipales e industriales, para regular el uso y produccién de sustancias quimicas y
para enjuiciar y defender actividades relacionadas con los contaminantes en casos de
litigio ambiental. Por ultimo, las industrias pueden incorporar las pruebas bioldgicas a
su proceso de toma de decisiones con respecto al desarrollo, manufactura y

comercializacién de sus productos [97].

Las alteraciones que los compuestos contaminantes generan en los ecosistemas

acuaticos son el resultado de los efectos letales y subletales sobre organismos de
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diferente nivel tréfico y distinto nivel de organizacién. La presencia de los
contaminantes no solo afecta a los componentes bidticos de los sistemas acudticos,
sino que limita ademadas el uso del recurso hidrico (consumo humano, recreativo,
agricola, industrial) poniendo incluso en riesgo a la salud humana.

Los efectos nocivos de los contaminantes en los organismos vivos pueden manifestarse
a diferentes niveles, pueden provocar la muerte del individuo -efecto letal- asi como
producir una diversidad de respuestas que implican alteraciones bioquimicas vy
celulares -efectos subletales-. Estos ultimos incluyen genotoxicidad, disrupciones
enddcrinas, alteraciones a nivel morfolégico vy fisioldgico, efectos en el crecimiento y
desarrollo, ademas de alteraciones en parametros poblacionales [98].

La toxicidad serd la capacidad de una sustancia para ejercer el efecto nocivo y
dependerd tanto de las propiedades quimicas del compuesto como de su
concentracién. Segun sea la duracién y frecuencia de la exposicidon al téxico, y su
relacion con el ciclo de vida del organismo, las pruebas podran ser de tipo agudo,
subcrénico o crénico. Al efecto seleccionado como parametro a cuantificar en un
bioensayo se lo denomina punto final de evaluacién de la toxicidad [96,98].
Conjuntamente con la estandarizacion de bioensayos de toxicidad se ha buscado
seleccionar pruebas que utilicen distintas especies para integrar lo que se conoce
como “baterias de bioensayos”. Con esta metodologia se busca identificar los efectos
de los contaminantes sobre un grupo de organismos de prueba que representen
distintos grupos taxonémicos de importancia ecoldgica y cuyas sensibilidades sean
complementarias. De esta forma se hace posible detectar un efecto en el caso de
muestras en las que se desconoce el origen de su toxicidad [96]. Es el caso de los
efluentes sobre los que se emplean ensayos de toxicidad como estrategia regulatoria,
con el fin de detectar la presencia de compuestos téxicos no analizados quimicamente;
evaluando el efecto conjunto de todas las sustancias detectando efectos sinérgicos,
aditivos o de potenciacion [99].

La magnitud del parametro “toxicidad” del efluente que se considera aceptable para el
vertido a un cuerpo receptor va a depender de los caudales del efluente y del rio al
gue se vuelque: la dilucion del mismo en el cuerpo receptor debera ser tal que no
cause toxicidad aguda ni crénica, contemplando situaciones de bajo caudal [99].

Entre los distintos organismos a considerar para formar la bateria de bioensayos es
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importante incluir especies animales asi como plantas vasculares, microalgas vy
microorganismos.

En Uruguay las instituciones que tienen como cometido la regulacién y control del
cumplimiento de la normativa ambiental y mas especificamente en lo referido al
recurso hidrico son el Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y Medio
Ambiente (MVOTMA) a través de la Direccion Nacional de Medio Ambiente (DINAMA);
los gobiernos departamentales y el organismo estatal Obras Sanitarias del Estado (OSE)
[100]. En los ultimos anos se ha incorporado algunos bioensayos en documentos
utilizados por dichos organismos estatales como instrumento de evaluacién de
ecotoxicidad en el control de la calidad ambiental. En los mismos se definen
estandares de calidad para cursos y cuerpos de agua, estandares de vertido a los que
deben ajustarse los efluentes industriales, asi como metodologia de referencia para la
realizacion de los ensayos. Es asi que por ejemplo, entre los pardmetros de control de
calidad de agua que evalla la Intendencia de Montevideo, se encuentran los
bioensayos con el crustaceo Daphnia magna y el celenterado Hydra atenuatta [101].
Por otro lado, en el documento elaborado por GESTA-Agua' donde se presenta una
propuesta de modificacion del Decreto 253/79 —el cual establece las pautas para
control de contaminacién de aguas-, asi como en el “Compendio de metodologias
analiticas” definido y actualizado por la DINAMA se incluyen bioensayos de toxicidad
aguda con Daphnia magna y la bacteria Vibrio fischeri [102,103].

Los antecedentes bibliograficos evidencian tanto aumento como disminucion de la
toxicidad como consecuencia del tratamiento de distintos colorantes sintéticos con
distintas metodologias. Se ha expuesto en trabajos previos que no existe una
correlacién precisa entre decoloracidon y detoxificacion [104-106]. Por lo tanto, se
considerd de gran importancia realizar una evaluacion ecotoxicolégica del tratamiento
enzimatico propuesto en esta tesis, de potencial aplicacion tanto para efluentes de la
industria textil asi como de la del cuero. Asimismo, se utilizé mas de un bioensayo para
tener una idea mas integral del impacto que produciria al ser introducido el producto
de este tratamiento en un ecosistema determinado. Se utilizaron tres bioensayos para
la evaluacion de toxicidad aguda de colorantes azoicos y de los productos obtenidos en

la reaccién de degradacién de dichos compuestos con la enzima lacasa. En este caso, la

! Grupo de Estandarizacién Ambiental en tema AGUA creado por la Comisién Técnica Asesora para
la Proteccion del Medio Ambiente (COTAMA) que trabaja bajo la érbita del MVOTMA.
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aplicacion de los bioensayos se enfoca principalmente en la comparacién de la
toxicidad de la solucion de colorante previa y posterior al tratamiento enzimatico,
aungue también se analiza la viabilidad de su potencial aplicacién teniendo en cuenta
la normativa vigente. El grupo de pruebas utilizadas incluye una especie vegetal
(Lactuca sativa), un microcrustaceo de agua dulce representante del zooplancton
(Daphnia magna Straus) y una bacteria bioluminiscente (Vibrio fischeri).

Los tres ensayos son de amplia aplicacidon en la determinacién de toxicidad a nivel
global y recomendados por distintos organismos de proteccién del medio ambiente
como la Organizacién para el Desarrollo y Cooperacién Econdémica (OECD), la
Asociacion Americana para la Salud Publica (APHA), la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (US EPA) y la Agencia Ambiental de Canadd
(Environment Canada), asi como por el Organismo Internacional de normalizacidn
(ISO), con publicaciones donde se pueden encontrar los protocolos de ensayo

estandarizados correspondientes (tabla I-1).

6.2 Bioensayo de toxicidad aguda con semillas de Lactuca sativa

Entre los ensayos con plantas vasculares recomendados para la evaluacién de
efectos fitotdxicos se encuentran los que utilizan semillas de plantas terrestres,
evaluando principalmente el efecto de los contaminantes en el proceso de
germinacién y en el desarrollo y establecimiento de las plantulas en los primeros

dias de crecimiento [98].

Tabla I-1 Protocolos estandarizados para ensayos de toxicidad aguda con
Lactuca sativa, Daphnia magna y Vibrio fischeri.

Lactuca OECD TG 208 (2006) Terrestrial Plant Test: Seedling Emergence and
sativa Seedling Growth Test.

ISO 11269-1 (2012) Soil quality -- Determination of the effects of
pollutants on soil flora — Part 1: Method for the measurement of
inhibition of root growth,

US EPA (1989) Protocols for Short Term Toxicity Screening of
Hazardous Waste Sites, US Environmental Protection Agency,
600/3-88/029, Corvallis.
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Tabla I-1. Continuacion

Daphnia OECD 202 (2004) Daphnia sp. Acute Immobilisation Test.

magna
ISO 6341 (1996 / 1998) Water quality -- Determination of the

inhibition of the mobility of Daphnia magna Straus (Cladocera,
Crustacea) - Acute toxicity test.

Environment Canada (2000b) Reference Method for Determining
Acute Lethality of Effluents to Daphnia magna, EPS 1/RM/14,
2nd ed. Environment Canada, Ottawa, Ontario.

APHA-AWWA-WEF (2011) Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater, 8711 Daphnia. Standard Methods online.
(www.standardmethods.org/Store/index.cfm)

US EPA (1991) Methods for Measuring the Acute Toxicity of Effluent
and Receiving Waters to Freshwater and Marine Organisms, EPA-
600/4-90-027. 4th ed, US Environmental Protection Agency Weber.

Vibrio Environment Canada (1992c) Toxicity Test using Luminescent
fischeri  Bacteria, EPS 1/RM/24. Environment Canada, Ottawa, Ontario.

ISO 11348 (2007) Water quality -- Determination of the inhibitory
effect of water samples on the light emission of Vibrio fischeri
(Luminescent bacteria test).

APHA-AWWA-WEF (2011) Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater, 8050 Bacterial Bioluminescence. Standard
Methods online (www.standardmethods.org/Store/index.cfm)

Estas pruebas de fitotoxicidad consisten en ensayos estaticos, presentando como
ventaja que pueden ser usadas con muestras coloreadas o turbias, con una
metodologia simple y con un minimo costo ya que no requieren equipamiento
sofisticado [107].

La especie L. sativa esta ampliamente difundida para su aplicacién en los diferentes
protocolos para evaluar la toxicidad con semillas (fig. 1-9), tanto por su sensibilidad a
diferentes tipos de contaminantes (metales, pesticidas y otros compuestos orgdanicos),
como por la simplicidad en la ejecucion del bioensayo ya que es de facil y rapida

germinacién haciendo posible desarrollar la prueba en pocos dias [98].
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Figura 1-9. Semilla y plantula de L. sativa. (Fuente: Ensayos
toxicoldgicos y métodos de evaluacion de calidad de aguas [96])

Se trata de una prueba estatica de toxicidad aguda - 120 horas de exposicidon- en la
gue se pueden evaluar los efectos fitotdxicos de compuestos puros o de mezclas
complejas en el proceso de germinacién de las semillas y en el desarrollo de las
plantulas durante los primeros dias de crecimiento.

Es importante destacar que durante el periodo de germinacién y los primeros dias de
desarrollo de la plantula ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los que la
presencia de una sustancia téxica puede interferir alterando la supervivencia y el
desarrollo normal de la planta, siendo por lo tanto una etapa de gran sensibilidad
frente a factores externos.

Por otra parte, muchas de las reacciones y procesos involucrados son generales para la
gran mayoria de las semillas, por lo que la respuesta de esta especie y los datos
obtenidos a partir de la aplicacion de esta prueba son en gran medida representativos
de los efectos en otras semillas o plantulas.

La inhibicién en la elongaciéon de la radicula e hipocétilo constituyen indicadores
subletales muy sensibles para la evaluacién de efectos bioldgicos en vegetales,
aportando informacién complementaria a la proporcionada al estudiar el efecto en la
germinacién. La evaluacion de dichos efectos permite ponderar el efecto toxico de
compuestos solubles presentes en niveles de concentracién tan bajos que no son
suficientes para inhibir la germinacién.

Este bioensayo puede ser aplicado para la evaluacion de la toxicidad de compuestos
puros solubles, de aguas superficiales -lagos, rios-, aguas subterraneas, aguas para
consumo humano, aguas residuales domésticas e industriales, ademas de lixiviados de
suelos, sedimentos o lodos [97].

Si bien L. sativa no es una especie representativa de ecosistemas acuaticos, la
informacién generada a partir de esta prueba de toxicidad proporciona datos acerca

del posible efecto de los contaminantes en las comunidades vegetales cercanas a las
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margenes de cuerpos de agua contaminados, siendo también una especie interesante

de considerar por su importancia desde el punto de vista horticola.

6.3. Bioensayo de toxicidad aguda con el crustaceo Daphnia magna

El género Daphnia se ubica dentro del orden claddcera de la clase crustacea, y especies
como Daphnia magna (fig. 1-10), Daphnia pulex y Daphnia similis, son utilizadas
extensivamente en pruebas de toxicidad, por lo cual existe una extensa informacién
sobre las técnicas de cultivo, los requisitos de temperatura, luz y nutrientes, asi como
su respuesta a muchos téxicos [96].

Los ensayos de toxicidad con Daphnia magna permiten determinar la letalidad
potencial de sustancias quimicas puras, aguas residuales domésticas e industriales,
lixiviados, aguas superficiales o subterrdneas, agua potable y agua de poro de

sedimentos, entre otros.

Figura 1-10. Daphnia magna Straus. Fuente: Haney J.F. et al
[108].

Esta especie es llamada comunmente pulga de agua, debido a su desplazamiento por
saltos originados por las contracciones de sus antenas. Es el crustdceo claddcero mas
comunmente utilizado como organismo de prueba o de referencia en ensayos
ecotoxicoldgicos, ya que presenta algunas caracteristicas que lo hacen muy apropiado
para este fin. Su tamafio es pequeno, no superando los 5 milimetros de largo, por lo
gue no se requiere un gran espacio para su cultivo, siendo este de facil
implementacién en el laboratorio. Con respecto al ciclo de vida, alcanzan temprano la
madurez produciendo neonatos en su primera semana de vida. Luego de esta primera
camada, los adultos dan lugar a nuevas crias cada dos o tres dias por el resto de su
vida, que dura aproximadamente 2 meses en un cultivo a 20 °C. En cada camada se
obtienen aproximadamente 20 neonatos por hembra, y estos son los individuos
utilizados como organismos de prueba en el ensayo de ecotoxicidad. Cada hembra
puede dar cuatrocientos hijos o mas en todo el ciclo de vida.

Cuando las condiciones son favorables, la poblacidon estd formada solo por hembras

34



Capitulo | - Introduccién

debido a que se reproducen por partenogénesis, dando nuevas hembras
genéticamente idénticas a sus madres sin fecundacion. La reproduccion sexual se da
Unicamente en condiciones de estrés. Esta caracteristica representa una ventaja
importante para el ensayo ya que asegura que la respuesta sea homogénea en todos
los individuos utilizados. Por otro lado, son organismos de amplia distribucidon
geografica y representativos de la comunidad zooplancténica de agua dulce que sirve
de alimento a muchos peces [109].

Entre los protocolos estandarizados desarrollados para la aplicacion de este bioensayo
se encuentran los de la norma de referencia para el andlisis de sustancias quimicas,
publicada por la organizacion internacional OECD “Guidelines for the Testing of
Chemicals”. El test OECD 202 (Prueba aguda de inmovilizacién con Daphnia sp.)
seleccionado para este trabajo, describe el andlisis de toxicidad aguda de 48 horas de
exposicion, donde los neonatos menores de 24 h de edad se exponen a distintas
concentraciones de la sustancia a estudiar, y se cuantifica el nimero de organismos
muertos para calcular la concentracién letal media (CL50) o concentracién de la

sustancia que se estima letal para el 50 % de los organismos de ensayo [110].

6.4 Bioensayo de toxicidad aguda con la bacteria Vibrio fischeri: Microtox®

Se trata de un ensayo microbioldgico donde se utiliza un organismo procariota para
evaluar toxicidad aguda de la muestra en estudio.

El microorganismo utilizado en el ensayo Microtox®, V. fischeri (fig. I-11 a y b), es una
bacteria marina saprofita gram negativa, que presenta la bioluminiscencia como
caracteristica mas representativa, emitiendo una luz verde-azulada. Este fenédmeno se
debe a la reaccidn catalizada por la enzima luciferasa y esta ligado al sistema de
transporte de electrones en la respiracion celular. Es asi que una disminucion de la
bioluminiscencia es indicativa de disrupcidon de este proceso metabdlico, que puede
ser causada por agentes fisicos, quimicos o biolégicos en el medio [97].

Microtox® es un ensayo rdpido, facil de realizar y que requiere poco volumen de
muestra asi como un espacio minimo de laboratorio. Se destaca la estabilidad en la
emisién de luz asi como la gran sensibilidad que presenta a una amplia variedad de
sustancias toxicas.

Es ampliamente usado en la determinacion de toxicidad en tratamiento de efluentes

asi como una herramienta de evaluacién de toxicidad relativa como parte de una
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bateria de bioensayos para el monitoreo de cursos de agua y fuentes de agua
destinada al consumo humano para detectar contaminacién debida a fuentes
puntuales o difusas; anadlisis de suelo y sedimentos; monitoreo de procesos de
remediacion; etc. El sistema puede detectar contaminantes no conocidos asi como
efectos sinérgicos de mezclas de compuestos. Por otro lado, el reactivo liofilizado que
contiene la cepa de V. fischeri proviene de un cultivo clonal, lo que minimiza las

diferencias genéticas entre los individuos asegurando la precisidn en el ensayo.

Figura I-11. Bioensayo Microtox® a. Microscopia de fluorescencia de células de Vibrio
fischeri [111] b. Microscopia electrénica de barrido [112] c. Analizador Microtox®
ModernWater modelo 500 [113].

La emisién de luz se puede detectar inmediatamente luego de la activaciéon por
resuspension del liofilizado en la solucién de reconstitucion, sin necesidad de realizar
un pre-cultivo del microorganismo. Por otro lado, no es necesario trabajar en
condiciones asépticas dado el breve periodo de incubacién requerido, obteniéndose
las lecturas correspondientes en un tiempo menor a 30 minutos.

La determinacion del punto final se basa en la cantidad de luz remanente de la
suspension homogénea de bacterias luego del periodo de exposicion a alicuotas de
distinta concentracion de la muestra, con lo que se calcula la toxicidad relativa a un
control. Con el fin de realizar este ensayo bajo condiciones estandarizadas se han
desarrollado analizadores especializados. Estos analizadores funcionan controlando las
condiciones del ensayo y como lumindmetro, midiendo la luz emitida y cuantificando
el efecto téxico de la muestra (fig. I-11 c). Para la expresién del resultado se utiliza un
software con un modelo log-lineal con el que se determina la concentracién de
muestra que causa 50 % de disminucién de luz, es decir el valor de concentracidn

efectiva media CE50 [114,115].
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OBJETIVOS

Seleccion de cepas de basidiomicetes de la podredumbre blanca de la madera
para la produccién de lacasa.
Estudio de condiciones de cultivo para maximizar la produccion de lacasa por

las cepas seleccionadas.
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2. METODOLOGIA

2.1 Determinacion de actividad enzimatica

2.1.1. Actividad lacasa

La actividad lacasa se determiné por oxidacién del sustrato artificial ABTS (2,2'azinobis-
(3-etilbenzotiazolin 6- acido sulfénico)) [116]. Se registré el aumento de absorbancia
por minuto a 436 nm empleando el coeficiente de extincidn del cation radical formado
(ABTS"*, 29300 M cm™ [117]) para el calculo de actividad enzimatica (fig. 1I-1).

La mezcla de reaccion consistid en 1.0 mL de ABTS 5.5 mM (concentracion final
50 mM en acetato de sodio 0.1 M, pH 4.8) y 0.1 mL de muestra.
La unidad de enzima (UE) fue definida como la cantidad de enzima necesaria para
oxidar 1 umol del sustrato por minuto a pH 4.8 y temperatura ambiente (22 °C). La

actividad se expresé en UE/L.

lacasa
ABTS —— —»  ABTS™
0;

ABTS

-e +e
OQ /OH N
/7 S ,N# 2
. N S S

ABTS™

Figura II-1. Oxidacion del sustrato artificial ABTS por
lacasa en el ensayo de actividad [116,118].
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Se encontro reportado casos en que Pycnoporus sanguineus no expresa las actividades
lignina y manganeso peroxidasa, principales enzimas del sistema ligninolitico
extracelular junto a la lacasa [119-122]. Ya que en las reacciones de decoloraciéon se
utilizé el sobrenadante del cultivo con actividad lacasa de este basidiomicete (Capitulo
V-2.2), para descartar la accién superpuesta de las peroxidasas y la lacasa se

determinaron dichas actividades con los ensayos que se describen a continuacion.

2.1.2. Actividad lignina peroxidasa (LiP)

La actividad LiP se determind por oxidacién del sustrato alcohol veratrilico 2.0 mM en
tartrato 50.0 mM, pH 3.0, en presencia de H,0, 0.4 mM. Se registré la pendiente
midiendo absorbancia a 310 nm durante 3 minutos luego de agregar el perdxido de
hidrégeno [123].

La unidad de enzima (UE) fue definida como la cantidad de enzima necesaria para
oxidar 1 umol de alcohol veratrilico por minuto a pH 3.0 y temperatura ambiente

(22 °C).

2.1.3. Actividad manganeso peroxidasa (MnP)

La actividad MnP se determiné por oxidacion del sustrato 2,6-dimetoxifenol 1.0 mM en
malonato 50.0 mM, pH 4.5, en presencia de H,0, 0.4 mM. Se registré la pendiente
midiendo absorbancia a 468 nm durante 3 minutos luego de agregar el perdxido de
hidrégeno [124].

La unidad de enzima (UE) fue definida como la cantidad de enzima necesaria para
oxidar 1 umol de 2,6-dimetoxifenol por minuto a pH 4.5 y temperatura ambiente

(22 °C).

2.2 Seleccion de cepas de basidiomicetes aislados en Uruguay

Se estudié la produccion de lacasa por cepas nativas de basidiomicetes aislados en
zonas forestadas con Eucalyptus globulus en Uruguay.

Se utilizaron las cepas Pycnoporus sanguineus 5050, Peniophora lycii 7267,
Phanaerochaete crassa 7227, Inocutis jamaicensis 1467, Porostereum crassum 1436,

Trametes versicolor 1487 y Trametes villosa 1449. Las mismas pertenecen a la
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colecciéon del Departamento de Micologia de Facultad de Ciencias, UdelaR. Se
conservaron refrigeradas a 4 °C y fueron sub-cultivadas en Agar Malta (7 dias, 28 °C)
cada 3 meses.

Se realizd el cultivo mediante fermentaciéon en medio liquido o “cultivo sumergido”.
Para ello se colocé 50 mL de medio liquido en matraces de 250 mL y luego de la
esterilizacién (121 °C, 15 min) se inoculé cada uno con un disco de 7 mm de diametro
de agar con micelio (7 dias de crecimiento en Agar Malta, 28 °C).

La incubacion se realizé a 28 °C con agitacion (150 rpm) y aireaciéon pasiva (tapones de
algodon) durante 25 dias.

Como medio de cultivo se utilizd extracto de malta 5.0 % en agua destilada (EM) y EM
suplementado con sulfato de cobre 1.0 mM (EMCu). Los experimentos fueron
realizados por duplicado.

Se cuantificd actividad lacasa en alicuotas de medio liquido extraidas en condiciones

estériles.

2.3 Optimizacién de la produccion de lacasa por Trametes villosa y Pycnoporus

sanguineus en cultivo sumergido

Utilizando el cultivo sumergido se inicid el estudio de algunas variables para las dos
cepas de basidiomicetes seleccionadas en el experimento anterior.
Para T. villosa se analizaron variables de forma individual mientras que para

P. sanguineus se realizé un disefio factorial.
2.3.1. Trametes villosa

Se estudiaron las variables que se describen a continuacién.

- Tiempo de cultivo: se estudiod la produccion de lacasa durante 25 dias en medio EM y
EMCu. El inéculo consistid en 1 disco de agar con micelio de 7 mm de diametro (cultivo

de 7 dias, 28 °C).

- Tamafio de indculo: se probaron dos tamafios de indculo colocando 1y 3 discos de

agar con micelio en el medio EM. Los cultivos se incubaron durante 16 dias.
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- Efecto de inductores: Se estudié el efecto inductor del sulfato de cobre (1.0 mM vy
0.5 mM), de los compuestos fendlicos acido galico (30.0 mM) y 4cido tanico (1.0 mM)
asi como de material lignocelulésico de un arbol de Eucalyptus grandis (20.0 g/L).De
este se utilizé por separado corteza, madera (tejido lefioso interior del tronco) y nudos
(zona resultante del rastro dejado por el desarrollo de una rama).

Las concentraciones utilizadas para ambos compuestos fendlicos fueron distintas
debido a la diferencia en sus estructuras (fig. 1I-2), ya que el acido tadnico es un
polimero comprendido por 10 o mas unidades de acido gdlico. Los distintos tipos de
material proveniente de E. grandis fueron utilizados debido a la diferencia en su
composicion respecto al contenido de compuestos fendlicos [125]. Los experimentos
fueron realizados con agitacidon a 150 rpm durante 16 dias en EM. El inéculo fue 1

disco de agar con micelio (7 dias, 28 °C).

Figura 1I-2. Estructura de los compuestos fendlicos utilizados como inductores.
a: acido tanico, b: acido galico.

2.3.2. Pycnoporus sanguineus

Con la finallidad de realizar un estudio mas exhaustivo de distintas variables que
afectan la produccién de lacasa, incluyendo componentes del medio como la fuente
de carbono o nitrégeno, se utilizé un medio basal en lugar del medio nutriente EM.

La composicidon del medio liquido basal utilizado fue: KH,PO4 0.8 g/L, K,HPO,4 0.2 g/L,

43



Capitulo Il - Produccién de lacasa por basidiomicetes de
la podredumbre blanca de la madera

MgS0,4:7H,0 0.5 g/L, CaCl,-2H,0 0.1 g/L, tiamina 2.0 g/L, extracto de levadura 2.0 g/L.
De esta forma, se disefid un experimento factorial para estudiar de forma simultdnea
el efecto de distintas variables en la produccién de lacasa por P. sanguineus en cultivo
sumergido. El mismo fue realizado en 2 bloques idénticos con 20 unidades
experimentales cada uno. Una unidad experimental corresponde a cada matraz donde
el cultivo fue realizado, con los niveles de las variables seleccionadas de acuerdo al
disefio (ANEXO Il - 1).

Se estudiaron 3 variables, agregando al medio basal la fuente de carbono (glucosa
6 glicerol), la de nitrégeno (sulfato de amonio 6 urea) y el inductor (nudos de
Eucalyptus dunii, sulfato de cobre 6 acido galico) correspondiente a cada tratamiento,

en las concentraciones indicadas en |a tabla lI-1.

Tabla lI-1 - Concentraciones de componentes agregados al medio basal para
el experimento factorial en cultivo sumergido con P. sanguineus.

Factores Concentracion *
Fuente de C Glucosa 10.0 g/L
Glicerol 10.0g/L
Fuente de N (NH4),504 1.0g/L
Urea 1.0g/L
Nudos de Eucalyptus dunii 20.0g/L
Inductor CuS0,-5H,0 1.0 mM
Acido Gélico 2.0g/L

* Concentracion final en el medio liquido.

El cultivo se realizé en matraces de 250 mL con 50 mL de medio liquido, con agitacién
(150 rpm) a 28 °C. El indéculo consistié en un disco de 7 mm de didmetro de agar con
micelio del hongo con 7 dias de crecimiento sobre Agar Malta a 28 °C.

Se midié actividad lacasa en el sobrenadante dia por medio desde el dia 6 al 14.

Para este experimento y los restantes descritos en el capitulo tanto el disefio
experimental como el andlisis estadistico de los resultados fueron llevados a cabo con
la colaboracion del Dr. Juan Burgueno de la Unidad de Biometria y Estadistica de

CIMMYT (México). Se utilizdé el software SAS 9.3 (SAS Institute Inc.).
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2.4. Optimizacion de la produccion de lacasa por fermentacion en estado semi-
sélido (FSS)
El inicio de este trabajo se realizé6 como parte de una pasantia en el Instituto CEIT de

San Sebastidn en Espafia, bajo la supervision de la Dra. Susana Rodriguez-Couto.

2.4.1. Produccion de lacasa por Pycnoporus sanguineus por FSS

La optimizacién de la produccion de lacasa por FSS para este hongo se realizd en dos
etapas empleando la metodologia de disefio de experimentos: se seleccioné primero
las variables con efecto significativo mediante un experimento factorial fraccionado y
luego se utilizd un experimento factorial completo para buscar los niveles éptimos de
las mismas.

Por ultimo, se agregd un experimento para estudiar el efecto de inductores, los cuales
no fueron incluidos en los disefios mencionados anteriormente .

Como soporte-sustrato se utilizd corteza de Eucalyptus grandis y como medio liquido
basal la mezcla: KH,PO4 2.0 g/L; MgS0,4-7H,0 0.5 g/L; CaCl,-2H,0 0.1 g/L y tiamina

5.0 mg/L en Citrato-Fosfato 0.1 M, de pH variable segun el tratamiento.

Tanto en estos experimentos como en los realizados para T. villosa descritos mas
adelante, el cultivo en fase semi-sélida se realizd en matraces de 250 mL conteniendo
el sustrato solido y 20.0 mL de medio liquido de composicidon variable segun cada
tratamiento.

Los matraces esterilizados (121 °C, 20 min) fueron inoculados con 3 discos de agar de
7 mm de diametro del cultivo del hongo de 7 dias en Agar Malta e incubados a 28 °C de
forma estatica y con aireacién pasiva (fig. 11-3).

El andlisis de actividad enzimatica se realiz6 tomando alicuotas de medio liquido en
condiciones estériles y centrifugando a 8000 x g durante 10 minutos para utilizar el

sobrenadante en el ensayo correspondiente.
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Figura II-3. Cultivo en fase semi-sélida de

Pycnoporus sanguineus.

2.4.1.1 Estudio exploratorio

Se utilizé un Disefio factorial fraccionado 2%*. Se estudiaron 8 variables en 2 niveles
cada una (tabla 1I-2) resultando en 16 tratamientos. Se realizaron 2 repeticiones de
cada tratamiento mas 4 repeticiones del punto central (36 unidades experimentales)
(ANEXO Il - 2). Los factores o variables y los rangos en los que se utilizaron se eligieron
en base a literatura [72,126,127] y a experimentos preliminares.

En este experimento se incluyd peptona y extracto de levadura para analizar el efecto

de fuentes de nitrégeno organico ademas de la de urea ya estudiada en cultivo liquido.

Tabla 1I-2. Niveles de las variables independientes del disefio
factorial fraccionado 2% para P. sanguineus (FSS)

Variables Nivel bajo (-1) Nivel alto (+1)
Glucosa (g/L) 5.0 20.0
Glicerol (g/L) 5.0 20.0
Peptona de caseina (g/L) 5.0 20.0
Urea (g/L) 5.0 20.0
Extracto de levadura (g/L) 5.0 20.0
Corteza de E. grandis (g) 0.72 2.00

pH 3.0 6.0
Tiempo de incubacidn (dias) 7 14
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2.4.1.2 Disefo factorial completo 2¢

A partir del experimento anterior se seleccionaron como variables para este disefo:
glucosa, extracto de levadura, pH y corteza de Eucalyptus grandis.

Se evaluaron 3 niveles de estas variables (tabla 1I-3) utilizando un disefio factorial
completo 2* con dos repeticiones y cuatro puntos centrales resultando en 16
tratamientos y 36 unidades experimentales (ANEXO Il -3 A).

Como se vera en la seccion de resultados, la corteza no fue un factor con efecto
significativo en el experimento exploratorio anterior, no obstante, la misma fue
seleccionada para el presente disefio dada la funcién fundamental que cumple el

sustrato sélido en este tipo de cultivo. El tiempo de incubacién se fijo en 14 dias.

Tabla 1I-3. Niveles de variables independientes estudiadas en el disefio
factorial completo 2* para P. sanguineus (FSS)

Variables Niveles

-1 0 +1
Glucosa (g/L) 5.0 7.5 10.0
Extracto de levadura (g/L) 10.0 15.0 20.0
Corteza E. grandis (g) 1.0 2.0 3.0
pH 3.0 4.0 5.0

2.4.1.3 Evaluacion del efecto de inductores en la produccidon de lacasa

Con la composicion del medio de cultivo seleccionada a partir de los disefios factoriales
se evalud el efecto de 3 posibles inductores de la produccion de lacasa: sulfato de
cobre (0.5, 1.0 y 2.0 mM), sulfato de manganeso (0.5, 1.0 y 2.0 mM) y lignina alcali (0.1
%). Se realizaron 3 repeticiones para cada tratamiento y se incluyd un control donde

no se agregd ninguno de estos compuestos.

Se estudio el efecto de la adicidn de cobre en distintos momentos del cultivo. Para ello
se agregd sulfato de cobre 0.5 mM los dias 0, 3 y 7 del cultivo. Se realizaron 3
repeticiones de los 3 tratamientos. Se midid actividad lacasa en sobrenadante dia por

medio a partir del dia 5 en los 3 cultivos.
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2.4.2. Produccion de lacasa por Trametes villosa por FSS

Siguiendo la misma estrategia empleada para la cepa de P. sanguineus, se realizé un
estudio exploratorio inicial de variables y luego disefios de optimizacién para encontrar
los niveles de las variables seleccionadas que permitan obtener la mayor produccion
de actividad enzimatica con la cepa de T. villosa en el cultivo semi-sélido.

En este caso, el sulfato de cobre se agregd como parte del medio basal en lugar de
estudiarlo como variable en los distintos disefios debido a que su efecto inductor fue
probado previamente en el cultivo sumergido. Ademas, se observé el mismo efecto
para la cepa de P. sanguineus tanto en cultivo sumergido como en fase semi-sélida.
Asimismo, el efecto inductor del cobre ha sido reportado extensamente para distintos
basidiomicetes [27,128,129] e incluso para una cepa de T. villosa se comprobd el
aumento de ARN mensajero codificante para la enzima producido por el cobre [130].
La concentracion 1.0 mM se selecciond de acuerdo a estudios preliminares y a la
bibliografia relacionada. Se descarté la opcidn de probar concentraciones mayores ya
gue las mismas podrian inhibir el crecimiento del hongo [73,131,132].

Composicién del medio liquido basal: sulfato de cobre 1.0 mM, tampdn Citrato-Fosfato
0.1 M, KH,PO4 2.0 g/L, MgS04-7H,0 0.5 g/L, CaCl,-2H,0 0.1 g/L, extracto de levadura
0.1 g/L, tiamina 5.0 mg/L.

Los matraces con el sustrato sélido y el medio liquido correspondiente al tratamiento
(20 mL) fueron esterilizados en autoclave e inoculados con 3 discos de 7 mm de
diametro del cultivo del hongo de 7 dias en Agar Malta a 28°C. La incubacién se realizd

durante 14 dias, a 28 °C.

2.4.2.1 Diseno factorial exploratorio

Para este disefio se seleccionaron como variables la fuente de nitrégeno, la de
carbono, el pH, el sustrato y se incluyeron compuestos fendlicos como inductores,
dado el efecto observado previamente en medio liquido para 4cido galico (tabla 11-4).
Se realizé un disefio factorial fraccionario (2°x 3 x 4) con 32 tratamientos (ANEXO II - 4)
gue permite estimar efectos principales e interacciones de los factores involucrados.

En este experimento se evaludé ademas el efecto del volumen final del sobrenadante
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como covariable. Para ello la respuesta (actividad lacasa medida) fue expresada como

concentracién (UE/L) y como actividad total (unidades totales, UEt).

Tabla II-4. Variables estudiadas en el disefio factorial exploratorio para T. villosa

Fuente de Fuente de

Sustrato ° ) o, b Inductores * pH ¢
Carbono Nitrogeno

Madera de E. dunii Glucosa Urea Acido gélico 3.0

Madera de E. grandis Glicerol Peptona Pirogalol 4.5

Pirocatecol 6.0

4- metil pirocatecol

a Se agregd 4.0 g de sustrato sdlido. b La concentracion utilizada fue 10 g/L.
¢ Compuestos fendlicos en concentracion 1.0 mM. d Tampdn citrato-fosfato 0.1 M.

2.4.2.2 Primer disefio factorial de optimizacién

A partir del disefio exploratorio realizado se definieron las variables a considerar en
este experimento. El pH se mantuvo en un valor bajo (2.5) y no se agregd compuesto
fendlico. Se agregé el uso de corteza de E. grandis ademas de la madera como sustrato
y se estudié el efecto del método de procesamiento del material, ya que al ser la
corteza mas fina puede ser fragmentada en pequefos trozos sin necesidad de ser
procesada en molino. Se utilizd madera molida, corteza molida y corteza troceada de
forma manual (tabla 1I-5). El disefio consisti6 en 27 tratamientos realizados por

duplicado en dos blogues (ANEXO Il - 5).

Tabla II-5. Factores y niveles utilizados en el primer disefio factorial de
optimizacion para T. villosa en FSS.

Sustrato (3.0 g, E. grandis) Glucosa (g/L) Peptona (g/L)
2.0 2.0
Corteza molida 4.7 4.7
Corteza troceada 7.3 7.3
Madera molida 10.0 10.0
12.7 12.7
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2.4.2.3 Segundo disefio factorial de optimizacion

En este disefio de optimizacidon final se estudié el efecto del contenido de glucosa y
peptona utilizando corteza molida de E. grandis como sustrato (3 g) y tampon Citrato-
Fosfato pH 2.5. Los niveles utilizados se muestran en la tabla 1I-6. Para peptona se
incluyé uno adicional (22.5 g/L) debido a que previamente se observé que la respuesta
era mayor a mayor concentracion de esta fuente de nitrégeno.

Se utilizé un disefo factorial completo, con 12 tratamientos y 3 repeticiones de cada

uno (36 unidades experimentales) (ANEXO Il - 6).

Tabla II-6. Concentraciones de glucosa y peptona utilizadas en el
diseo factorial completo.

Glucosa (g/L) Peptona (g/L)
0.0 0.0
7.5 7.5
15.0 15.0
22.5
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3. RESULTADOS y DISCUSION

3.1. Seleccion de cepas de basidiomicetes aislados en Uruguay

Se observé que las cepas de P. crassa, P. lycii e I. jamaicensis no fueron buenas
productoras de actividad lacasa en las condiciones de cultivo utilizadas, mientras que

para P. crassum no se detectd actividad (tabla 1I-7).

Tabla II-7. Estudio de la produccién de lacasas por cepas nativas de basidiomicetes
aisladas en Uruguay

Cepa EM ° EMCu®
N° Nombre Act. maxima Dia Act. maxima Dia
(UE/L) cultivo (UE/L) cultivo

5050 Pycnoporus sanguineus 236.0 10 2410.0 16
7267 Peniophora lycii 46.0 10 186.0 6
7227 Phanaerochaete crassa 4.0 6 3.0 6
1467 Inocutis jamaicensis 11.6 16 30.2 13
1436 Porostereum crassum 0.0 - 0.0 -
1487 Trametes versicolor 130.1 12 521.2 16
1449 Trametes villosa 189.0 25 4150.0 16

a. EM: medio extracto de malta 5.0 %. b. EMCu: medio extracto de malta 5.0 % suplementado con
sulfato de cobre 1.0 mM.

Con las cepas de Trametes villosa, Pycnoporus sanguineus y Trametes versicolor se
observé buena produccién de actividad lacasa. Por otro lado, la actividad aumentd en
el medio suplementado con sulfato de cobre 1.0 mM, obteniéndose la mayor actividad

con T. villosa.

» Pycnoporus sanguineus y Trametes villosa fueron las cepas seleccionadas para
continuar con los siguientes estudios. Se descarté T. versicolor por tratarse de un

basidiomicete cuya lacasa se encontraba ampliamente estudiada.
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3.2. Optimizacion de la produccion de lacasa en cultivo sumergido por cepas de

Trametes villosa y Pycnoporus sanguineus

3.2.1 Trametes villosa

- Tiempo de cultivo. Se alcanzé la maxima actividad el dia 16 en el medio suplementado

con cobre (fig. 11-4).

- Efecto del indculo: No se observo diferencia en la actividad lacasa maxima obtenida

para los cultivos inoculados con uno (151.7 UE/L) o tres discos de agar (112.8 UE/L).

- Efecto de inductores: La maxima actividad alcanzada se obtuvo con sulfato de cobre
en concentracion 1.0 mM (fig. 1I-5). Entre los compuestos distintos al cobre, el dcido
galico fue el de mayor efecto inductor, alcanzando una cuarta parte de la actividad
maxima obtenida con cobre 1.0 mM. La corteza fue el material lignocelulésico que

mostré mayor efecto inductor.

4500 7 —u— EMCu
4000 - —¢— EM

3500 -
3000 -~
2500 -
2000 -

1500 -

Actividad (UE/L)

1000 -
500 H

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Tiempo (dias)

Figura 1l-4. Produccién de lacasa por T. villosa en cultivo sumergido.
Actividad registrada en cada dia del cultivo en los medios EM y EMCu.
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4000

3500 -+ +

3000 -
2500 - _{_
2000
1500 -

1000 -+

Actividad maxima (UE/L)

500 -
ol [ 1
Sin  Corteza Madera Nudos Acido Acido Cobre Cobre
inductor Tanico Galico 1.0mM 0.5 mM

Figura 1I-5. Efecto de inductores en la produccién de lacasa por T.villosa en
medio EM. Se representa la actividad mdaxima registrada.

3.2.2 Pycnoporus sanguineus

La fuente de nitrégeno tuvo un efecto significativo: de las dos fuentes utilizadas urea
fue la que permitio alcanzar mayor actividad. El efecto de la fuente de carbono no fue
significativo, siendo equivalente el resultado observado para glucosa o glicerol (tabla
11-8, fig. 11-6 a).

Por otro lado, acorde a lo esperado de acuerdo a la bibliografia disponible y a los
resultados obtenidos para T. villosa, tanto el cobre como el compuesto fendlico acido
galico y el material lignocelulésico rico en compuestos aromaticos y fendlicos
mostraron un efecto inductor en la produccion de lacasa (tabla 11-8, fig. 11-6 b). En base
a este resultado no es posible seleccionar alguno de los tres inductores ya que la
diferencia en la actividad obtenida no fue significativa (tabla 11-9).

En este experimento las maximas actividades fueron registradas ente los dias 12 y 14

de la incubacién en la mayoria de las unidades experimentales (ANEXO Il - 1).
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Tabla 1I-8. ANOVA para el disefio factorial de P. sanguineus en
cultivo sumergido

Factor p-valor
Inductor <.0001
FdeC 0,8000
Inductor * FdeC 0,5849
FdeN 0,0381
Inductor * FdeN 0,3950
FdeC * FdeN 0,0561
Inductor * FdeC*FdeN 0,1351
Varianza residual 1,904
Media 3,6

Notas: El asterisco representa interaccidn entre los factores. FdeC: fuente de
carbono. FdeN: fuente de nitrégeno.

300.0 -+
. @ (NH,),50,
S 2500 7 O Urea
=)
= 200.0
=
3 150.0 -
£ 1000 -
50.0 4
0.0 T )
Glicerol Glucosa
a.
300.0 1 @ (NH,),50,
“E 250.0 - - ] O Urea
= 20001
=]
3
= 150.0 -
£ 100.0 -
50.0 ’7
0.0 T |7 T T '_l—‘ 1
Cobre Ac.Gélico Nudos Control
E. dunii
b.

Figura 1I-6. Produccion de lacasa por P. sanguineus en cultvio sumergido.
a. Efecto de la fuente de nitrégeno y de carbono. b. Efecto de inductores. Se
representa la media de “actividad maxima” de los tratamientos para cada caso.
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Tabla 11-9. Comparacién del efecto inductor de los compuestos

estudiados.
Actividad maxima
Media Error estandar
CuS0,4-5H,0 135.3 (a) 39.78
Acido gélico 127.2 (a) 39.78
Nudos E. dunii 212.7 (a) 28.13
Control 18.4 (b) 39.78

Notas: las medias que comparten la letra entre paréntesis son
estadisticamente iguales.

3.3. Optimizacion de la produccion de lacasa por fermentacion en estado

semi-sélido (FSS) por cepas de Pycnoporus sanguineus y Trametes villosa

3.3.1. Pycnoporus sanguineus
3.3.1.1 Estudio exploratorio (Disefio factorial fraccionado 28'4)

Debido a que no se detectd actividad lacasa en mas del 50 % de las unidades
experimentales (ANEXO Il = 2), se utilizé un modelo logistico con respuesta binomial
(0 = sin actividad lacasa; 1= con actividad) para analizar los resultados del experimento.
Para identificar los factores estadisticamente significativos sobre la actividad lacasa se
empled un modelo de regresidn estandar y se transformd la variable actividad con la

funcién logaritmica.

El modelo logistico mostré que la variable urea tuvo un efecto negativo significativo en
la produccion de lacasa (a = 0.05, tabla 1I-10). El Modelo de regresidon obtenido fue
In(p/(1-p))=1.37(0.623)-0.17(0.054)*Urea; donde p representa el porcentaje de
resultados con actividad lacasa.

Dado que no se detectd actividad para el nivel alto de urea (20.0 g/L) se estudiaron los

efectos principales de las demds variables para el nivel menor de urea (5.0 g/L).
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Los efectos de extracto de levadura, glucosa, pH y tiempo de incubacién fueron
significativos. La actividad aumenta en el nivel alto de estas variables a excepcién
del pH donde la mayor actividad se observd para el pH mas bajo, lo que se

encuentra representado por un coeficiente de regresién estimado de signo

negativo (tabla lI-11).

» Para este disefio la actividad maxima alcanzada fue 1618 UE/L (ANEXO Il - 2).

Tabla 1I-10. Coeficientes de regresién del modelo al incluir solo la variable urea

Efecto Estimado Error estandar GL Valor t Pr> |t]
Interseccion 1.3661 0.6233 34 2.19 0.0354
Urea -0.1728 0.0539 34 -3.21 0.0029

Notas: Se realizé la transformacién de actividad a logaritmo natural. Nivel de significancia a = 0.05.
GL: grados de libertad.

Tabla lI-11. Resultados del modelo para el nivel inferior de la variable urea

Efecto Estimado Error estandar GL Valort Pr> |t|
Interseccion 1.2164 1.0607 8 0.76 0.4708
Ext. Levadura 0.1085 0.0315 8 3.44 0.0088

Corteza 0.8203 0.4435 8 1.85 0.1016
Tiempo incubacidn 0.4050 0.0811 8 4.99 0.0011
Peptona - 0.0456 0.0315 8 -1.45 0.1861
Glicerol -0.0358 0.0379 8 -0.95 0.3716
Glucosa 0.1113 0.0379 8 2.94 0.0187

pH -1.1037 0.1892 8 -5.83 0.0004

Notas: Los valores estimados corresponden a los coeficientes de regresion del modelo. Se realizé la
transformacion de la actividad a logaritmo natural. Nivel de significancia a = 0.05 (valores de Pr > |t]|
menores a 0.05 indican un efecto significativo de la variable). GL: grados de libertad.
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3.3.1.2 Experimento factorial completo 2*

La actividad lacasa fue modelada con el siguiente modelo estandar:

4
In(Act), = B, + Zﬁlixki + ZZﬁZ[j‘xkixkj +h+¢

i=1 i<j
donde In(Act)i es la respuesta predicha, Bo la interseccion, Bi; y Baij son los coeficientes
de regresion para el término lineal y el de interaccion de dos factores,
respectivamente. B3 es un contraste de curvatura de un grado de libertad entre el
punto central y los puntos experimentales factoriales; xi; y xi; son las concentraciones
de los distintos factores y & es el error residual.
El error residual se descompuso en un término de error puro y en uno de falta de
ajuste, el error puro se obtuvo de las repeticiones de los tratamientos.
Se utilizé una transformacién logaritmica debido a que la variable actividad mostré una
distribucién sesgada a la derecha. El anadlisis de los residuos mostré que se ajustan a
una distribucion normal sin ninglin valor atipico. Un efecto fue considerado
estadisticamente significativo si presenté un p-valor inferior a 0.05.
Se realizd un analisis candnico para obtener la composicién de medio de cultivo que
produce la mayor actividad lacasa.
En este modelo todas las variables analizadas (extracto de levadura, corteza, pH y
glucosa) mostraron tener un efecto significativo en la actividad lacasa expresada. Los
resultados del andlisis de varianza (ANOVA) se pueden observar en la tabla 11-12.
El test F de Fisher mostré una significancia elevada (p<0.0001) para el modelo con un
coeficiente de determinacion (R cuadrado) de 74.52, lo que indica un buen ajuste del
mismo. Sin embargo, dado que la falta de ajuste fue estadisticamente significativa fue
necesario agregar otros términos, por lo que se incluyeron las interacciones entre 3
factores, resultando el siguiente modelo ajustado:

4
In(Act), = f, + Zﬁlixki + ZZﬁZi/xkixkj +55+ ZZZﬂmgkaxkixk/ T &
i1

i<j m<i i<j

donde los coeficientes de regresion Bamjj corresponden a los efectos de la interaccion
de tres factores y los demdas términos tienen el mismo significado indicado antes.

Se estimaron los valores predichos con este modelo (ANEXO Il - 3 B).
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Tabla 1I-12. Resultados del ANOVA del modelo de regresién multiple.

Fuente de

Suma de

Media

variabilidad cuadrados cuadratica Valor F Pr>F R-Cuadrado
Lineal 4 32.917 8.229 31.05 0.0000 50.32
Cuadratico 1 1.359 1.359 5.13 0.0354 2.08
Interacciones 6 14.466 2.411 9.10 0.0001 22.12
Total del modelo 11 48.742 4,431 16.72 0.0000 74.52
pH 4 7.622 1.905 7.19 0.0011
Corteza 4 37.229 9.307 35.12 0.0000
Glucosa 4 6.401 1.600 6.04 0.0026
Extracto levadura 4 10.597 2.649 10.00 0.0002
Falta de ajuste 5 11.633 2.327 8.78 0.0002
Error puro 19 5.036 0.265
Error total 24 16.668 0.695
Total corregido 35 65.411

En cuanto a las interacciones, la Unica interaccién triple no significativa fue

pH*ext.lev.*glucosa (tabla 11-13). Se debe recordar que cuando las interacciones triples

son significativas el analisis de las interacciones dobles y el efecto principal del factor

involucrado en la interaccidn pierde validez. El efecto de las interacciones triples se

puede visualizar en la figura II-7.

Tabla 1I-13. Coeficientes de regresidn y su significancia para el modelo ajustado.

Parametro Estimado Error estandar Pr> |t]
Interseccion -3.501 6.983 0.6216

pH 5.405 2.613 0.0518

Extracto de levadura 0.438 0.315 0.1806
pH*ext. lev. -0.128 0.071 0.0875
Glucosa -2.713 0.631 0.0003
pH*glucosa 0.456 0.143 0.0045

Ext. lev.*glucosa 0.086 0.035 0.0231
pH*ext. lev.*glucosa -0.011 0.008 0.1718
Corteza 3.702 1.915 0.0675
pH*corteza -0.925 0.415 0.0376

Ext. lev.*corteza -0.347 0.097 0.0019
pH*ext. lev.*corteza 0.094 0.019 <.0001
Glucosa*corteza 0.699 0.194 0.0018
pH*glucosa*corteza -0.091 0.038 0.0264
Ext. lev.*glucosa*corteza -0.018 0.008 0.0293
pH*pH -0.618 0.286 0.0428
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A In(act)

1 2 3
Corteza (g)

B In(act)

1 2 3
Corteza (g)

pH=5

1 2 3
Corteza (g)

Figura 1I-7. Efecto sobre la produccién de lacasa (In(act)) de interacciones entre 3
factores: glucosa, 5.0 g/L (m), 7.5 g/L (A) y 10.0 g/L (e); extracto de levadura, 10.0 g/L
(—)y 20.0 g/L(---)y contenido de corteza (eje x), a tres pH, 3.0 (A), 4.0 (B) y 5.0 (C).
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Observaciones

Al aumentar el pH el efecto de los otros factores es menor: a pH 3.0 el logaritmo de la
actividad lacasa varia de 2.28 a 8.15, mientras que a pH 5.0 este rango va de 5.77 a
7.84. Por otro lado, a pH 3.0, con 10.0 g/L de extracto de levadura la actividad lacasa
aumenta en respuesta al aumento del contenido de corteza (fig. 1I-7 A). Sin embargo,
para 20.0 g/L de extracto de levadura practicamente no hay respuesta a dicho
aumento.

A pH 3.0 para cualquier combinacién de corteza y extracto de levadura se observa una

respuesta negativa al aumento de contenido de glucosa.

» En base a dichas observaciones y dado que no fue posible encontrar un punto
Optimo para las distintas variables, se selecciond el tratamiento con el que se
obtuvo mayor actividad para continuar con los siguientes estudios:

Se eligi6 el menor valor de pH (3.0), la menor concentracién de extracto de
levadura (10.0 g/L) y de glucosa (5.0 g/L) y la mayor cantidad de corteza de
E. grandis (3.0 g).

La actividad lacasa obtenida para esta combinacién fue 2840 UE/L y la predicha por

el modelo 3429 UE/L (ANEXO 3 - B).

3.3.1.3 Evaluacidn del efecto de inductores en la produccién de lacasa

Los inductores no fueron incluidos en los disefios de optimizacion de la produccién de
lacasa por P. sanguineus en fase semi-sélida debido a que en este sistema el sustrato
sélido constituye una fuente de compuestos fendlicos que podrian actuar como
inductores sin necesidad de agregar otros compuestos al medio. Sin embargo el nivel
de actividad alcanzado no fue suficiente y en este experimento se observd un mayor
nivel de actividad lacasa en los cultivos suplementados con sulfato de cobre. Para este
compuesto las tres concentraciones ensayadas fueron equivalentes, mientras que para

lignina y sulfato de manganeso no se observé diferencias respecto al control (fig. 11-8).

Por otro lado, el agregado de cobre en distintas etapas del cultivo no mostré un efecto
en la produccion de lacasa considerando el dia de maxima deteccion de actividad

(fig. 11-9) como se habia reportado para otras cepas, donde se obtuvo mayor actividad
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por ejemplo agregando el inductor en tropofase [133,134]. Por practicidad y para
evitar una posible contaminacion del cultivo se prefiere el agregado del inductor al

inicio, previo a la esterilizacion del medio.

» La actividad maxima obtenida con el medio optimizado y con sulfato de cobre

como inductor fue 16000 UE/L.

18000 |
16000 |

= [ s
14000 |
12000 -
10000

8000

Actividad (UE/L)

6000

4000

“al il aing

Lignina Cu0.5 Cul.0 Cu2.0 Mn0.5 Mn1l.0 Mn2.0 Control
0.1% mM mM mM mM mM mM

Figura 1I-8. Efecto de inductores en la produccién de lacasa
por P. sanguineus en cultivo semisélido.

18000 -
16000 *
14000 + Dia de adicion
‘_3 12000 - de cobre:
2 10000 | =)
.=
£ 8000 | a3
-
E 6000 - m7
2000 | O Control
2000 r '
0 Lrlime— [Tl r-—l
5 7 9 11 13 15

Tiempo de cultivo (dias)

Figura 1I-9. Efecto del agregado de cobre (0.5 mM) en diferentes etapas del
cultivo (dias 0, 3 y 7). Las barras verticales corresponden al error estandar
calculado.
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3.3.1.4 Produccién de lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa

LiP y MnP junto a la lacasa constituyen las principales enzimas del complejo
extracelular ligninolitico de los basidiomicetes de Ila podredumbre blanca
encontrandose habitualmente en el cultivo de la mayoria de estos hongos. Sin
embargo, se han encontrado distintas cepas de P. sanguineus que no producen LiP y
MnP [119-122], asi como otras que si lo hacen aunque en un numero menor
[135,136]. Se ha propuesto que una misma cepa puede variar la expresion de estas
enzimas dependiendo de las condiciones de cultivo [137]. Por ejemplo, una cantidad
elevada de nitrédgeno en el medio suprime la expresién de ambas peroxidasas [120].
Debido a esta variabilidad se consideré relevante estudiar la presencia de ambas
peroxidasas en el cultivo en estudio para la cepa 5050 de P. sanguineus pero no se
detectd actividad de ninguna de las dos enzimas en las condiciones optimizadas para la

produccién de lacasa en el cultivo en fase semi-sélida.

3.3.2. Trametes villosa

3.3.2.1 Disefio factorial exploratorio

A través del andlisis estadistico se concluyd que la variacion observada en el volumen
de sobrenadante final de cultivo no fue significativa como covariable, por lo que se
utilizd la actividad expresada como concentracién para estudiar la respuesta.
El analisis ANOVA mostrd interacciones dobles con efecto significativo: pH*Sustrato;
Sustrato*Fuente de N; pH*Fuente de N y Fuente de C*Fuente de N (tabla 1I-14).
El efecto principal del factor “inductor” no fue significativo, al igual que las
interacciones de los otros factores con este. Si bien se observo el efecto inductor de
acido galico en medio liquido previamente, es posible que en este caso el efecto de los
compuestos fendlicos utilizados sea anulado por la presencia de cobre en el medio
basal y por la liberacidén de este tipo de compuestos desde el material lignoceluldsico
utilizado como sustrato.

Dadas las interacciones observadas, se analizd el efecto de cada factor vinculado a la

variacion del otro con el cual interacciona (fig. 11-10, tabla 1I-15).
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Tabla lI-14. ANOVA para el disefio factorial exploratorio (T. villosa).

Efecto GL SC CM F Pr>F

Sus 1 0.8449 0.8449 35.16 0.0010
pH 1 0.4472 0.4472 18.61 0.0050
pH*Sus 1 0.1786 0.1786 7.43 0.0344
FdeC 1 0.0561 0.0561 2.33 0.1776
Sus*FdeC 1 0.0154 0.0154 0.64 0.4539
pH*FdeC 1 0.0202 0.0202 0.84 0.3945
FdeN 1 1.2791 1.2791 53.22 0.0003
Sus*FdeN 1 0.1873 0.1873 7.79 0.0315
pH*FdeN 1 0.5583 0.5583 23.23 0.0029
FdeC*FdeN 1 0.3631 0.3631 15.11 0.0081
Inductor 3 0.1510 0.0503 2.09 0.2024
Sus*Inductor 3 0.0225 0.0075 0.31 0.8168
pH*Inductor 3 0.1811 0.0604 2.51 0.1553
FdeC*Inductor 3 0.0854 0.0285 1.18 0.3917
FdeN*Inductor 3 0.0440 0.0147 0.61 0.6328

Sus: sustrato. FdeC: fuente de carbono. FdeN: fuente de nitrégeno. GL: grados de libertad.
SC: Suma de cuadrados. CM: Cuadrado medios. F: estadistico del test. Nivel de significancia:
a = 0.05, Pr>F menor a 0.05 indica un efecto significativo.

a b
9.0 - W Peptona 2,0 - [ mE. dunii
8,8 - OUrea 88 - OE. grandis
T 85 - =85 -
1+ (5]
=4 £
8,3 - <383 |
3,0 4,5 6,0 3,0 4,5 6,0
pH pH

Figura 11-10. Efecto de los factores en las interacciones del experimento factorial
exploratorio para T. villosa. a. Interaccion “pH*Fuente de N”, b. Interaccidn
“pH*sustrato”. Respuesta expresada como logaritmo natural de la actividad (UE/L).
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Tabla 1I-15. Comparacién de medias para los factores en las
interacciones Sustrato*Fuente de N (A) y Fuente de C*Fuente de N (B)

A. Sustrato * Fuentede N

E. dunii E. grandis p-valor
Peptona 8.32 9.13 <0.0001
Urea 7.95 8.45 0.0008
p-valor 0.0046 0.0001

B. Fuente de C * Fuente de N

Glicerol Glucosa p-valor
Peptona 8.55 8.90 0.0045
Urea 8.25 8.16 0.2870
p-valor 0.0097 <0.0001

Notas: Se muestran las medias de In(Act) para cada combinacion de factores de la
interaccion correspondiente. Nivel de significancia a = 0.05 (dos medias son
estadisticamente diferentes si p-valor < 0.05).

Observaciones:

La diferencia en las actividades obtenidas con los dos sustratos fue significativa,
resultando mejor el de E. grandis para las dos fuentes de N (tabla 1l-15). Este
resultado podria responder a la diferencia en la estructura quimica encontrada en
el analisis realizado por el grupo de investigacion del Lab. de Biocatalisis y
Biotransformaciones: menor contenido de lignina y mayor de xilanos en la madera

de Eucalyptus dunii.

La diferencia en el efecto de las dos fuentes de nitrégeno también fue
significativa, obteniéndose actividades mas altas con peptona para ambos

sustratos, las dos fuentes de C (tabla 11-15) y los tres valores de pH (fig. 1l- 10 a).

La diferencia entre las fuentes de carbono es significativa solo cuando se usa
peptona como fuente de N, siendo mayor el efecto obtenido con glucosa

(tabla 1I-15).

El efecto del pH fue significativo en presencia de peptona (fig. llI- 10a). La actividad
lacasa producida fue mayor para el pH mas bajo, 3.0. Con urea no se observd

influencia del pH, y los valores de actividad observados fueron bajos.

Se puede observar un aumento de actividad con la disminucion del pH para el

sustrato de Eucalyptus dunii. Sin embargo el efecto es mucho mds notorio para
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Eucalyptus grandis, donde ademds las actividades alcanzadas son mads altas

(fig. I1- 10 b).
En este experimento entonces se puede concluir:

» La maxima actividad alcanzada fue 16800 UE/L (ANEXO II-4). La misma se obtuvo
con peptona como fuente de N, pH acido (3.0), madera de E. grandis como sustrato

y glucosa como fuente de C cuando la de nitrégeno es peptona.

3.3.2.2 Primer disefo factorial de optimizacion

Se realizd el andlisis de varianza del modelo (ASReml para varianzas heterogéneas) y
dado que en el mismo se observd interaccién de glucosa y peptona con el sustrato

(tabla 11-16), se analizd cada sustrato por separado (fig. II- 11 a 13).

Tabla 1I-16. Analisis de varianza del modelo ASReml| para el
primer disefio factorial de optimizacidn para T. villosa en FSS.

Suma de Estadistico

GL cuadrados de Wald Pr(x?)
Interseccion 1 40501.811 40501.811 0.00000
Sustrato 2 8.822 8.822 0.01214
Peptona 1 74.179 74.179 0.00000
Glucosa 1 7.875 7.875 0.00501
Sust*Pep 2 11.498 11.498 0.00319
Sust*Glu 2 8.785 8.785 0.01237
Pep*Glu 1 0.002 0.002 0.96794

GL: grados de libertad. Significancia a = 0.05.

Observaciones:

- Para corteza de E. grandis molida se obtiene mayor actividad con los niveles mas
altos de peptona, mientras que para la glucosa se observa el mismo efecto a nivel
alto o bajo y una menor actividad a nivel intermedio. Por otro lado, se observa que
para niveles altos de glucosa la respuesta al aumento de peptona es

mayor (fig. 1I-11).
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Peptona (g/L)

Figura lI- 11. Efecto de los factores glucosa y peptona para el sustrato Corteza de
E. grandis molida. In(Act): logaritmo natural de la actividad (UE/L).

Para corteza de E. grandis troceada soélo hay efecto de la concentracién de
peptona (fig. Il- 12). Dicho efecto es cuadratico obteniéndose un maximo de

actividad con la concentracién 11.8 g/L de la fuente de nitrégeno.

Para madera de E. grandis molida se observd un efecto lineal con peptona: dentro
del rango utilizado se obtiene mayor actividad con la mayor concentracidn
(12.7 g/L). Ademas, se observa el mismo comportamiento lineal para todo el rango

de concentracién de glucosa (fig. Il- 13).

El residual error estandar para corteza troceada fue mucho mayor (2.33) que para
corteza molida (0.29) o madera molida (0.26). Esto sugiere que la molienda
homogeniza el sustrato e influye en la variabilidad de la respuesta

disminuyéndola.
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Peptona (g/L)

Figura lI-12. Efecto de los factores glucosa y peptona para el sustrato Corteza de E.
grandis troceada. In(Act): logaritmo natural de la actividad (UE/L).

In(Act)

100

9.0

8.5

8.0
=

0 2 4 6 8 10 12 14

Peptona (g/L)

Figura lI- 13. Efecto de los factores glucosa y peptona para el sustrato Madera de E.
grandis molida. In(Act): logaritmo natural de la actividad (UE/L).
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» Si bien se observaron efectos significativos para los factores analizados, no fue

posible encontrar un modelo con un maximo de respuesta.

» Fue necesario plantear otro experimento para definir el efecto de la glucosa como
fuente de carbono y de la peptona como fuente de nitrégeno para el sustrato
corteza molida de E. grandis, con el que se obtuvo menor variabilidad y la mayor

actividad registrada (34700 UE/L, In(Act)=10.45 ANEXO II-5).

3.3.2.3 Segundo disefio factorial de optimizacion

Se realizd un andlisis de varianza global, en el cual se observé que la varianza residual
diferia entre los tratamientos sin peptona y los que contienen peptona, lo que
corresponde a un modelo lineal mixto con varianzas heterogéneas. La varianza con
peptona cero es 1.807 y para los tratamientos con peptona es 0.061. Por este motivo,
se realizé posteriormente un ANOVA para los tratamientos con peptona, y se estimé
los coeficientes de regresion del modelo para obtener los valores de concentracién de
glucosa y peptona correspondientes al maximo de actividad lacasa alcanzable para
este sistema de cultivo.

Segun el andlisis ANOVA el efecto de la interaccion de glucosa con peptona fue
significativo, con un efecto de la glucosa para los niveles intermedios de peptona y un

efecto de la peptona para todos los niveles de glucosa (tabla 11-17).

Tabla lI-17. Pruebas para cada nivel de ambos factores en la interaccion GLU*PEP

Efecto GLU PEP GL num GL den Valor F Pr>F
GLU*PEP - 0 2 24 0.05 0.9500
GLU*PEP - 7.5 2 24 24.21 <.0001
GLU*PEP - 15 2 24 18.14 <.0001
GLU*PEP - 22.5 2 24 0.81 0.4585
GLU*PEP 0 - 3 24 27.19 <.0001
GLU*PEP 7.5 - 3 24 45.70 <.0001
GLU*PEP 15 - 3 24 38.10 <.0001

GL num: grados de libertad del numerador. GL den: grados de libertad del denominador. Nivel
de significancia a = 0.05.
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En el analisis de varianza realizado para los tratamientos con peptona, se observd
efecto significativo de glucosa, de peptona y de la interaccidn entre ambos. Ademas se
observaron efectos lineales, cuadraticos, e interacciones con efecto significativo (tabla

11-18).

Tabla 11-18. ANOVA para niveles de peptona mayores a cero.

Parametros de covarianza

Parametro Estimado Error estandar Valor Z Pr>7

Residual 0.06085 0.02028 3 0.0013

Prueba de efectos fijos

Efecto GL num GLden Valor F Pr>F
PEP 2 18 9.62 0.0014
GLU 2 18 32.98 <.0001
GLU*PEP 4 18 5.09 0.0064

Contrastes de regresion

GL num GL den Valor F Pr>F
LinGLU 1 18 29.46 <.0001
CuaGLU 1 18 36.49 <.0001
LinPEP 1 18 14.19 0.0014
CuaPEP 1 18 5.05 0.0375
LinGLU*LinPEP 1 18 3.64 0.0724
LinGLU*CuaPEP 1 18 2.81 0.1110
CuaGLU*LinPEP 1 18 135 0.0017
CuaPEP*CuaPEP 1 18 0.39 0.5383

GL num: grados de libertad del numerador. GL den: grados de libertad del denominador.
Nivel de significancia a = 0.05.

» Se obtuvieron los coeficientes para el modelo de regresidén y a partir del mismo el

punto de maxima respuesta (tabla 11-19, fig. 11-14).
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Tabla 11-19. Coeficientes estimados para el modelo de regresion

Parametro Interseccidn PEP GLU GLU*GLU  PEP*PEP PEP*GLU*GLU

Estimado 1.678 1.116 0.151 -0.009 -0.037 0.0001
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Figura II-14. Superficie de respuesta para el modelo del disefio factorial completo,
con variacion de concentracion de glucosa y peptona para T. villosa por FSS.

» El maximo de actividad predicho obtenido fue 51174 UE/L (In(Act)= 10.84), para

los niveles 9.5 g/L de glucosa y 15.3 g/L de peptona.

3.4 Discusion

Con los experimentos realizados se buscd encontrar una metodologia para producir
lacasa con cepas nativas de basidiomicetes aislados en nuestro pais, de forma de
obtener un nivel de actividad adecuado para trabajar en etapas posteriores en su

caracterizacion, inmovilizacion y aplicacién en la degradacién de colorantes sintéticos.
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Las basidiomicetes de la podredumbre blanca producen lacasas en un bajo nivel de
forma constitutiva [138] lo que fue comprobado en este trabajo en los experimentos
realizados en medio liquido sin inductor. La produccién de lacasa por los
basidiomicetes estd sujeta a una regulacion compleja por las condiciones del cultivo y
se podra comprobar que las condiciones dptimas para su expresidon no coinciden
necesariamente con las mas favorables para la produccién de biomasa [73].

Entre los factores estudiados mdas habitualmente para potenciar la produccién de
lacasa por basidiomicetes se encuentran factores fisicoquimicos relacionados al cultivo
como temperatura, pH, aireacion y agitacion; contenido de nutrientes como fuente de
nitrégeno y de carbono, asi como el efecto inductor de compuestos fendlicos y de
metales, especialmente el cobre. Se ha descrito que la regulacién de la expresion por
estos compuestos inductores ocurre a nivel transcripcional [73,139-142].

Asimismo, el nivel de expresidn es especie y cepa dependiente, por lo cual la seleccién
de la cepa con la cual trabajar fue el primer aspecto considerado en la estrategia
empleada en este trabajo [74,138].

Las dos cepas que fueron seleccionadas corresponden a especies reportadas
productoras de lacasa: Trametes villosa (la cual se puede encontrar en algunas
publicaciones como Polyporus pinsitus) y Pycnoporus sanguineus (también llamado
Trametes sanguinea). En el caso de Pycnoporus sanguineus es posible encontrar
numerosos trabajos publicados que estudian la produccion de la enzima, asi como de
diversas aplicaciones de la misma. Los trabajos en los que se emplea la lacasa de
Trametes villosa sin embargo, se enfocan mayoritariamente en aplicaciones de la
enzima, por lo general de origen comercial, siendo considerablemente menor el
numero de estudios relacionados a la produccién de la misma a partir de cepas nativas
[130,131,143,144]. Podria ser significativo para explicar este hecho que la produccién
heterdloga de lacasa de Trametes villosa en Aspergillus fue patentada en el afio 1995
por Yaver et al. [145] y fue comercializada por Novozymes aunque actualmente se
encuentra discontinuada.

Inicialmente se utilizd el cultivo sumergido con agitacién, sin embargo pese a la mayor
facilidad que este ofrece para el control de los parametros del medio liquido, al
emplear el cultivo en estado semisdlido se pudo comprobar algunas ventajas del

mismo. En primer lugar permitido obtener mayor actividad en un menor volumen de
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medio liquido facilitando la etapa de recuperacién de la enzima producida. Por otro
lado, hizo posible prescindir del uso de equipos para agitacién, permitiendo disefar
ensayos con mayor numero de unidades experimentales y una mayor fiabilidad de los
resultados, ademds de reducir costos por consumo de energia. Por otra parte, la
posibilidad de utilizar material lignoceluldsico y en particular corteza de Eucalyptus
como soporte-sustrato del cultivo contribuye a la valorizacién de un subproducto de la
industria forestal de gran importancia actualmente en nuestro pais y evita el uso de
costosos soportes inertes. Dicho material actia como soporte para el crecimiento del
hongo y ademads aporta nutrientes e inductores al medio, siendo ideal para el
crecimiento de los basidiomicetes de la podredumbre blanca de la madera. La
fermentacion en fase semisdélida entonces fue el sistema de cultivo seleccionado para
estudiar otras variables en los disefios experimentales realizados para ambos
basidiomicetes.

Para la secuencia de experimentos se aplicé la estrategia usual en la cual primero se
realizan estudios preliminares para seleccionar variables con efecto significativo, para
luego mediante disefios de optimizacién encontrar las concentraciones o niveles de
estas variables que permitan obtener la maxima repuesta.

Los experimentos exploratorios se efectian generalmente con disefios estadisticos
como el Placket Burman o como en este caso, un disefio factorial fraccionado. Los
mismos permiten abarcar numerosas variables con una cantidad de unidades
experimentales menor que la requerida por disefios del tipo factorial completo o
central compuesto, utilizados en la optimizacidn posterior.

El nivel de actividad lacasa (medido con ABTS como sustrato) alcanzado con la cepa de
P. sanguineus en cultivo semisélido en la optimizacién previa al agregado de cobre se
encontrd en el orden de los valores obtenidos con otras cepas en cultivo liquido con
medios de distintas composiciones [119,121,146-150]. La actividad obtenida con el
agregado de cobre fue superior a dichos valores (16000 UE/L) aunque fue inferior a los
resultados reportados para cepas como la aislada en México (CS43) cultivada en un
medio con jugo de tomate, sulfato de cobre y aceite de soja [151]; la cepa china
BRFM®6 utilizando etanol como inductor [152] o la cepa G05.10 en un medio con 2,5-
xilidina, Tween 80 y salvado de maiz [122]. Por otro lado, se reportd la produccién de

lacasa de P. sanguineus en fase sélida para otra cepa (RP15) con buenos rendimientos,
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utilizando salvado de trigo como sustrato del medio y suplementado con mazorca de
maiz molida como fuente de carbono [153].

En este trabajo se encontré un medio de cultivo adecuado para la produccién de
lacasas con las cepas de los dos basidiomicetes empleados, permitiendo el uso de un
subproducto de una de las principales industrias de nuestro pais. El resultado obtenido
es de particular importancia en el caso de Trametes villosa, ya que en los estudios

publicados encontrados se utiliza Unicamente el sistema de cultivo liquido.
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OBJETIVOS

Purificacién de lacasas producidas por cepas nativas de Trametes villosa y
Pycnoporus sanguineus.

Caracterizacién bioquimica de las enzimas aisladas.
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2. METODOLOGIA

Se desarrollaron protocolos para la purificacion de las lacasas producidas por Trametes
villosa y Pycnoporus sanguineus para luego llevar a cabo la caracterizacién de las
enzimas purificadas.

El grado de pureza alcanzado se evalué mediante la determinacion de actividad
especifica y por electroforesis desnaturalizante de las fracciones aisladas en cada etapa

del proceso.
2.1 Control electroforético

Se realizaron electroforesis desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS)
con el sistema automatizado PhastSystem (GE Healthcare Bio-sciences). Debido a la
baja concentracién proteica de las muestras, se debieron concentrar mediante
centrifugacién en concentradores de corte 3000 Da (Centricon®).

Se utilizaron geles con gradiente 8 - 25 (PhastGel Gradient) y el revelado fue realizado
por el método de tincidn con nitrato de plata. Para la estimacién del peso molecular se
utilizdé un marcador de Amersham-Pharmacia Biotech con las proteinas: alfa-
lactoalbumina, 14.4 kDa; inhibidor de tripsina, 20.1 kDa; anhidrasa carbdnica, 30 kDa;
ovoalbumina, 43 kDa; albumina, 67 kDa y fosforilasa b, 94 kDa. Se realizé una curva de

calibracion con los Rf obtenidos para dichas proteinas.
2.2 Purificacion de lacasa de Trametes villosa

Se utilizdé como muestra de partida el sobrenadante del cultivo sumergido
(Cap.ll-2.3.1) el cual contiene carbohidratos, sales y residuos lignocelulésicos ademas
de los compuestos producidos por el hongo en el medio.

Se ensayaron diferentes protocolos de purificacién combinando las técnicas de
precipitacion salina con sulfato de amonio; didlisis; cromatografia de interaccién
hidrofdbica (HIC) en Phenyl Sepharose® y cromatografia de intercambio id6nico en
DEAE-Sephadex®. Para el monitoreo de las cromatografias se estimé la concentracion

de proteinas por absorbancia a 280 nm. Para el calculo de actividad especifica se
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determiné la actividad lacasa con el sustrato ABTS como se describié en Capitulo 11-2.1

y la concentracién proteica mediante el método del 4cido bicinconinico (BCA).

2.2.1. Protocolo de purificacién I: a- Precipitacidn salina, b- Cromatografia de

interaccion hidrofdbica

a - Precipitacion salina (salting out) - Se realizd la precipitacién cuantitativa de las
proteinas del sobrenadante con (NH4),SO4 al 80 % para su concentracién, permitiendo
su almacenamiento en un volumen reducido y preservando la actividad catalitica hasta
su uso en la siguiente etapa del proceso. Previamente se centrifugd el sobrenadante
para eliminar particulas en suspension procedentes del medio de cultivo.

La elevada fuerza idnica de la solucién que resulta al disolver el precipitado favorece la

interaccion hidrofdbica en la siguiente etapa del protocolo.

b - Cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC) - El precipitado obtenido fue
disuelto en fosfato de sodio 0.1 M pH 6.0.

La adsorcidon hidrofdbica se realizd6 en batch empleando como adsorbente Phenyl
Sepharose® bajo agitacién suave en rototorque durante 16 h. Se estudio la influencia
de la fuerza idnica y la temperatura en este proceso realizandose tres protocolos (HIC
A, HIC B, HIC C). La HIC C se realizé sin suplementar con sulfato de amonio
considerando que la cantidad remanente de la precipitacidon podria ser suficiente para

la adsorcidn. La elucion fue realizada en columna (tabla lll - 1).

Tabla llI-1. Condiciones ensayadas en la cromatografia de interaccion hidrofdbica
(purificacién de lacasa de T. villosa)

Condiciones de adsorcion Condiciones de elucién ®
Temperatura Solucion tampadn
HIC A 4°c Fosfato de sodio 0.1 M pH 6.0 Isocratica (fosfato de
suplementado con (NH,4),SO, 1.0 M sodio 0.1 M pH 6.0)
HICB 22 °c Fosfato de sodio 0.1 M pH 6.0 Gradiente (1.0a0.0M
suplementado con (NH,4),S0,1.0 M de (NH,4),S0,)
HICC 4°C Fosfato de sodio0.1MpH6.0 —mmmee- b

a. Elucion realizada a 22 °C. b. En HIC C no se produjo adsorcion (ver resultados). Para la elucién por
gradiente en HIC B el tampdn utilizado en HIC A se suplementd con (NH,),SO,.
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2.2.2. Protocolo de purificacién Il: a- Precipitacion salina, b- Intercambio I6nico

a - La precipitacion salina con sulfato de amonio se realizdé segun lo indicado en el
Protocolo I.

b - Cromatografia de Intercambio Idnico - El precipitado disuelto en fosfato de sodio
0.01 M pH 6.0 y dializado en el mismo tampdn (membranas Spectrum™ Spectra/Por™
4 RC, PM de corte 12-14 kDa) fue aplicado al intercambiador anidnico DEAE-

Sephadex®.

El intercambio idnico se realizdé en batch a temperatura ambiente (22 °C) durante 1 h
con agitacion en rototorque. La elucidn se hizo en columna por aumento de fuerza

idnica con el siguiente gradiente:

1. fosfato de sodio 0.1 M pH 6.0
2. fosfato de sodio 0.2 M pH 6.0
3. fosfato de sodio 0.05 M pH 6.0 + NaCl 0.5 M
4. fosfato de sodio 0.02 M pH 6.0 + NaCl 1.0 M

Se monitored la elucién con electroforesis en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE
y con electroforesis nativa. Esta ultima se realizd en gel de poliacrilamida 12.5 %
(PhastGel, GE Healthcare) con revelado especifico con ABTS. La aparicién del color
verde azulado correspondiente al radical del ABTS oxidado permitié identificar la

banda correspondiente a la enzima en la corrida electroforética.

2.2.3. Protocolo de purificacién lll: a- Precipitacidon salina, b- Cromatografia de

interaccion hidrofdbica, c- Cromatografia de intercambio idnico

a y b - La precipitacion salina con sulfato de amonio asi como la cromatografia de
interaccidon hidrofébica se realizaron como se describié en 2.2.1, utilizdndose para la
cromatografia las condiciones de HIC A.

¢ - Cromatografia de intercambio idnico - El pico de maxima actividad obtenido en la
HIC, previamente gel-filtrado para disminuir la fuerza idnica, fue aplicado al
intercambiador anidnico DEAE—Sephadex®. La gel-filtracidn se realizé en la columna
pre-empaquetada PD-10 con Sephadex G-25 (GE Healthcare Life Sciences) empleando

como fase movil fosfato de sodio 0.01 M pH 6.0.
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El intercambio se realizé en batch durante 1 h con agitacién en rototorque, a 22 °C. La

elucién se llevé a cabo en columna por aumento de fuerza idnica:

1. fosfato de sodio 0.1M pH 6.0
2. fosfato de sodio 0.2 M pH 6.0
3. fosfato de sodio 0.05 M pH 6.0 + NaCl 0.5 M

2.3 Caracterizacion de lacasa de Trametes villosa

Se utilizdé la lacasa purificada segun el Protocolo lll, se realizaron estudios para la
determinacion de su punto isoeléctrico, rango de pH dptimo, efecto de la temperatura

y del pH en la estabilidad enzimdtica y de pardmetros cinéticos.

- El punto isoeléctrico se estimé mediante isoelectroenfoque (IEF) utilizando un gel con
gradiente de pH 3 — 9 (PhastGel, GE healthcare) y una mezcla de proteinas de puntos
isoeléctricos conocidos [Broad pl kit, GE Health Care, Biosciences: amiloglucosidasa (p/
3.50); inhibidor de tripsina (p/ 4.55); B-lactoglobulina A (p/ 5.20); anhidrasa carbénica B
bovina (p/ 5.85); anhidrasa carbdénica B humana (p/ 6.55); mioglobina, banda acida (p/
6.85); mioglobina, banda bdsica (p/ 7.35); lentil lectina, acida (p/ 8.15); lentil lectina,
media (p/ 8.45); lentil lectina, basica (p/ 8.65) y tripsindgeno (p/ 9.30)].

El IEF se llevd a cabo por duplicado: un gel fue revelado por tincién con plata y con el

otro se realizd revelado especifico sumergiéndolo en una solucién del sustrato ABTS.

- Para determinar el rango de pH optimo se realizd el ensayo de actividad (segun
Cap.llI-2.1) con soluciones del sustrato ABTS (5 mM) en tampones de distinto pH:
acetato de sodio 0.1 M pH 3.0, 3.3, 4.0, 4.5, 4.8, 5.0, 5.5 y fosfato de sodio 0.1 M
pH 6.0.

- Para el estudio del efecto del pH en la estabilidad de la enzima se incubd una alicuota
de la misma a cada pH en el rango de 3.3 a 8.0 (acetato de sodio pH 3.3, 4.0y 4.8,
fosfato de sodio pH 6.0, 6.9 y 8.0) durante 24 h a 4 °C, midiéndose la actividad

remanente a pH 4.8 (ver Capitulo II-2.1).

- Para el estudio de estabilidad térmica se incubd una alicuota de la enzima durante 1 h

(a pH 6.0) a las temperaturas 4, 21, 37, 50, 60 y 70 °C. La actividad remanente fue
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cuantificada luego de termostatizar las muestras a la temperatura de referencia

(22 °C).

- Para la determinacion de pardmetros cinéticos se realizé el ensayo de actividad con
concentraciones finales de ABTS en la mezcla reactiva comprendidas entre 0.2 y
70 mM (0.2, 0.5, 1.0, 20, 3.0, 50 y 7.0 mM) en acetato de sodio
0.1 M pH 4.8. Para calcular los parametros velocidad maxima (V) Y constante de
Michaelis-Menten (Ky) a partir de los datos de velocidad de reaccién obtenidos se
utilizé el método de linealizacién de Lineweaver-Burk [154] y el método grafico directo

de Eisenthal y Cornish-Bowden [155].
2.4 Purificacion de lacasa de Pycnoporus sanguineus

Se utiliz6 como muestra de partida el sobrenadante del cultivo en fase semisélida
(Cap. 11-2.4.1). El mismo contiene carbohidratos, sales y residuos lignoceluldsicos

ademas de los compuestos producidos por el hongo en el medio.

El procedimiento realizado consisti6 en dos etapas: a- Precipitaciéon salina vy

b- Intercambio idnico.

a - Precipitacion salina (salting out) - Se realizd la precipitacién cuantitativa de las

proteinas del sobrenadante del cultivo como se describié en 2.2.1.a.

b - Cromatografia de Intercambio Ionico - El precipitado obtenido fue disuelto en
fosfato de sodio 0.02 M pH 6.0 y dializado contra el mismo tampdn 24 h a 4 °C para
remover el sulfato de amonio de la solucion.

La solucién resultante fue aplicada al intercambiador aniénico DEAE—sepharose®. El
intercambio se realizé en batch a 22 °C con agitacién en rototorque durante 90
minutos. La elucidon se llevé a cabo en columna por aumento de fuerza idnica
utilizando primero fosfato de sodio 0.2 M pH 6.0 y luego fosfato de sodio 0.02 M
pH 6.0 + NaCl 0.5 M.
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2.5 Caracterizacion de lacasa de Pycnoporus sanguineus

Se utilizé la lacasa purificada para realizar los estudios de punto isoeléctrico, pH
optimo, efecto del pH y la temperatura en la estabilidad enzimdtica asi como la

determinacion de parametros cinéticos.

- Se realizé un isoelectroenfoque (IEF) como se describié en 2.3, llevando a cabo el

revelado especifico con el sustrato ABTS.

- Para determinar el rango de pH éptimo de catdlisis se realizé el ensayo de actividad
con soluciones del sustrato ABTS (5 mM) en tampones de distinto pH: citrato-fosfato

pH 1.0, 1.5, 2.2 y 3.0; acetato de sodio pH 4.0 y 4.8 y fosfato de sodio pH 6.0.

- Para el estudio de estabilidad de la enzima con el pH, se realizé la incubacién a cada
pH en el rango de 1.0 a 10.0 (citrato-fosfato pH 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 4.8, fosfato de sodio
pH 6.0, 7.0 y 8.0 y carbonato-bicarbonato pH 10.0) durante 24 h a 4 °C y se midid su
actividad remanente con el ensayo de referencia (ver Cap.ll-2.1).

El mismo estudio de estabilidad fue realizado con otras soluciones tampdn (acetato de
sodio pH 4.0 y 4.8 y glicina-HCI pH 2.0) para estudiar el efecto de los iones presentes

en las soluciones.

- Para el estudio de estabilidad térmica las temperaturas ensayadas fueron 4, 24, 37,
50, 55, 60, 70 y 80 °C. La actividad remanente fue medida al finalizar la incubacién de

una hora (a pH 6.0), termostatizando previamente las muestras a 22° C.

- Para la determinacidn de pardmetros cinéticos se realizé el ensayo de actividad con
concentraciones finales de ABTS en la mezcla reactiva comprendidas entre 0.2 vy
7.0 mM (0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0 y 7.0 mM) en acetato de sodio 0.1 M
pH 4.8. Para calcular los pardmetros velocidad maxima (Vni) Yy constante de
Michaelis-Menten (Ky) a partir de los datos de velocidad de reaccidon obtenidos se
utilizdé el método de linealizacién de Lineweaver-Burk [154] y el método grafico directo

de Eisenthal y Cornish-Bowden [155].
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3. RESULTADOS y DISCUSION

3.1. Purificacidn y caracterizacion de lacasa de Trametes villosa

3.1.1. Protocolo | de purificacion de lacasa de T. villosa (Precipitaciéon salina —

Cromatografia de interaccion hidrofébica)

Para la HIC resulté evidente la necesidad de suplementar la muestra con sulfato de
amonio ya que en HIC C se recuperd el 100 % de la actividad aplicada en el percolado y
lavados. En el caso de HIC A y HIC B la actividad recuperada fue menor al 5 % en
percolado y lavados, por lo que el proceso de adsorciéon fue independiente de la
temperatura utilizada. La actividad retenida en la columna fue recuperada
posteriormente en la elucion por disminucién de Ila fuerza idnica.
En HIC A la recuperacién de actividad en fracciones eluidas fue mayor que en HICB y
préxima al 100 % de la actividad aplicada. La menor actividad recuperada en HIC B
podria deberse a la inactivaciéon de la enzima durante el proceso de adsorcién con
agitacion durante 16 h a temperatura ambiente. Ademas, es importante destacar que
la energia de las uniones hidrofébicas aumenta con el aumento de temperatura lo que
podria justificar la menor recuperacion de proteinas observada en HIC B. La elucidn en
HIC A se hizo en forma isocrdtica lograndose un factor de purificacién muy bajo (1.4),

por ello en la HIC B se realizd una elucién por saltos de fuerza idnica (tabla Il -2).

Tabla 1ll -2. Comparacion cromatografias de interacciéon hidrofébica (HIC) del
Protocolo | para la purificacion de lacasa de T. villosa

Actividad total Proteinas AE
Muestra
(UE) % (mg) %  (UE/mg)

Aplicado a HIC 2.67 100 0.90 100 3.0

HIC  Pico de elucién 0.80 30 0.19 21 4.3
A Total recuperado en elucién 2.47 92 0.86 96 -
HIC  Pico de elucién 0.47 17 - - -
B  Total recuperado en elucién 1.99 75 0.31 34 -

Nota: Para HIC B no se pudo determinar concentracion de proteinas por el método BCA en el pico
de maxima actividad. AE: actividad especifica.
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En la electroforesis SDS-PAGE se observa en el pico de elucién de HIC A una banda que
no aparece en el percolado y puede corresponder a la lacasa o a un mondémero de
ésta, con un peso molecular estimado de 77 kDa (fig. Ill -1). Se puede observar para
dicho pico otras bandas intensas lo cual concuerda con el pequefio aumento de la
actividad especifica (tabla 1ll -2) e indica que no se alcanza un alto grado de pureza

con este protocolo.

®
— 14.4
20.1 1. Muestra aplicada a HICA
30 2. Percolado
- 43 . .
- v 3. Pico de elucién
@ " 6
94 4. Estdndar de peso molecular
PM (LMW-SDS).
O = - (kDa)
1 2 3 4

Figura Ill -1. Electroforesis SDS-PAGE: evaluacidn del Protocolo | — HIC A para la
purificacion de lacasa de T. villosa. Se indica la banda que podria corresponder
a la enzima o un monémero de PM 77 kDa.

3.1.2. Protocolo Il de purificacion de lacasa de T. villosa (Precipitacion salina —

Intercambio iénico)

En este procedimiento se aplicéd directamente el precipitado disuelto y dializado al
intercambiador ionico DEAE-Sephadex®. En el percolado no se detectd actividad
lacasa. La mayor parte de la enzima eluyd con fuerza iénica 0.1 M (35 % de la actividad
aplicada). De forma similar a lo observado para la HIC, en este caso, la actividad
especifica aumentd sélo 1.4 veces respecto a la muestra aplicada.
Por lo tanto se desarrolld un protocolo de purificacion con mdas etapas, el cual se

describe a continuacion.

85



Capitulo lll - Purificacién y caracterizacion de lacasas producidas
por Trametes villosa y Pycnoporus sanguineus

3.1.3. Protocolo Il de purificacion de lacasa de T. villosa (Precipitaciéon salina —

Cromatografia de interaccién hidrofdébica — Intercambio idnico)

En este protocolo se combinaron ambas cromatografias. En la HIC se recuperd el 100 %
de la actividad aplicada a Phenyl Sepharose® igual que en HIC A del protocolo I. En el
intercambio iénico al igual que en el protocolo Il la lacasa eluyé a fuerza idnica 0.1 M,
logrando la separacion de otras proteinas que eluyeron a fuerzas iénicas mayores (fig.

111-2). Se eluyd el 70 % de la actividad aplicada con fuerza iénica 0.1 M.

10.00 - - 0.50
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9.00 -| . ry [ 045
H --+-- Proteinas totales i .
8.00 - i {1040 <«
n i =
’ ] —
o 7.00 i 7ot boss
3 :l' I' :\ <
— 600 - i : o0 030 o
3 P ad v %

S 5.00 i A - 0.25
o i ’,' B
o 4.00 - P ] 020 ¢
S it 0.5M / ©
= 4 [ { L 8
= 3.00 :. to2m / 015 o
< T — ! w
2.00 | R - - 010 =
0.1 M :, \‘.‘_._‘.'r‘-‘\"-i"\‘-‘r— ‘ >

1.00 - ..f"'\‘\,..—-\_il - 0.05
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1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69
N° fraccion

Figura lllI- 2. Perfil de elucién de cromatografia de intercambio iénico en DEAE
Sephadex (purificacion de lacasa de T. villosa, Protocolo lll). Se indica el
gradiente escalonado de incremento de fuerza idnica.

Este protocolo resultd el mas efectivo con un factor de purificacion total de 24 (tabla
llI-3). El rendimiento gobal del proceso fue 32 %.
La electroforesis confirma el alto grado de pureza alcanzado y el PM estimado de la

banda de la proteina purificada concuerda con el observado en las electroforesis

anteriores (fig. 111-3).
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Tabla lI-3. Cuadro de purificacién de lacasa de T. villosa (Protocolo Il1)

Rendimiento (%)* AE (UE/mg) Fp
Pool de sobrenadantes de cultivo - 2.7 -
Precipitacién salina 50 5 2
Cromatografia de interaccion
hidrofdbica 47 26.4 10
Cromatografia de Intercambio Iénico 32 64.4 24

* Actividad recuperada en cada etapa. AE: actividad especifica. Fp: factor de purificacion.

— 144 1. Muestra aplicada a HIC

20.1 2. Pico de maxima actividad de HIC,
% aplicado a Intercambio idnico
:3 3. Pico de maxima actividad del
94 Intercambio iénico

_ (';I';/;) 4. Estindar de peso molecular

©) (LMW-SDS).
1 2 3 4
Figura I1lI-3. Electroforesis SDS-PAGE: evaluaciéon de Protocolo Il para la

purificacién de lacasa de T. villosa.

3.1.4. Caracterizacion de lacasa de Trametes villosa

En el revelado con nitrato de plata del isoelectroenfoque se observa una uUnica banday
la misma coincide con la que muestra actividad frente al sustrato ABTS en el revelado
especifico (de color verde), confirmando su identidad como lacasa (fig. lli-4).

El punto isoeléctrico resultd ser inferior a 3.5.
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®
- —_— 1. Estandares de p/
e 2. Llacasa purificada - Revelado con
nitrato de plata
3. Llacasa purificada - Revelado
o especifico con ABTS
© 3z
1 2 3
Figura Ill - 4. Isoelectroenfoque para la determinacidon del punto

isoeléctrico (p/) de lacasa de T. villosa purificada.

La mayor actividad fue registrada para el limite inferior del rango de pH del ensayo: pH
3.0 (fig. II-5 A). El porcentaje de actividad remanente después de 24 h de incubacién
(4 °C) fue aproximadamente 80 % para pHs mayores a 5.0, mientras que a valores de
pH préximos al de mdaxima actividad registrada la enzima mostré una importante

pérdida de actividad (fig. IlI-5 B).

Respecto a su estabilidad térmica, la enzima conservé 100 % de actividad luego de 1 h
de incubacion a temperaturas en el rango de 4 a 50 °C (a pH 6.0). A 70 °C perdid toda
la actividad al cabo de 1 h (fig. llI-5 C).

La enzima se ajusté al modelo de Michaelis-Menten obteniéndose los siguientes

valores para los parametros cinéticos (fig. lll-5 D):
Km=0.074 mM — Vpax=2.15 umoles ABTS/min.mL

Ambos valores coincidieron para los dos métodos de calculo utilizados (fig. 111-6).
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Figura IlI-5. Caracterizacidon de lacasa de T. villosa. A. Determinacién del rango de pH
Optimo. B. Estabilidad frente a pH (24 h, 4.0 °C). C. Estabilidad térmica (1 h, pH 6.0).
D. Determinacién de constantes cinéticas (linealizacidon de Lineweaver-Burk). Estudios
realizados con el sustrato ABTS.
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Figura IllI-6. Caracterizacion de lacasa de T. villosa. Determinacion de la constante
Kwm para ABTS por el método grafico directo de Eisenthal y Cornish-Bowden.
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3.2. Purificacidn y caracterizacion de lacasa de Pycnoporus sanguineus

3.2.1. Purificacién de lacasa de Pycnoporus sanguineus

La actividad especifica de la enzima eluida en el intercambio iénico fue 26 veces
superior a la del extracto de partida (tabla 1lI-4). Se recuperé en total 67 % de la
actividad aplicada al intercambiador (en sobrenadante, lavados y eluidos) y 58 % se
encontré en el pico de maxima actividad (fig. 1lI-7). El rendimiento global de la

purificacion considerando la precipitacion con sulfato de amonio fue 43 % (tabla 111-4).

Tabla IllI-4. Purificacidn de lacasa de P. sanguineus

AE (UE/mg) Fp R (%)
Precipitacién salina 3.4 - 74
Intercambio iénico 87.5 26 43

AE: actividad especifica. Fp: factor de purificacion. R: rendimiento de actividad.

18
16 -
— 14 +
(NN}
2 12 -
™ 10 -
4
S 8
RS
s 4 | 0.5M
s 0.2M
ol S
0 |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
N° fraccidn
Figura 1lI-7. Perfil de elucion por aumento de fuerza

idnica en Intercambio lénico.

En la electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE se pudo comprobar el grado de pureza
alcanzado, observdndose en el patron electroforético correspondiente al pico de
elucién del DEAE una sola banda de buena intensidad en concordancia con un

PM = 77 kDa (fig. I1I-8).
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Figura IlI-8. Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE. Evaluacién de la
purificacion de lacasa de P. sanguineus.

3.2.2. Caracterizacion de lacasa de Pycnoporus sanguineus

El punto isoeléctrico de la lacasa aislada de P. sanguineus estimado mediante IEF fue

3.9y por revelado especifico con ABTS se confirmé la identidad de la enzima (fig. 111-9).

®

35 Feme I 1. Estandares de p/
4.55
5o | o 2. Llacasa purificada, revelado
585 especifico con ABTS
6.55  wmmw
@ 6.85 | Sl |
1 2

Figura IlI-9. Isoelectroenfoque para la determinacion del
punto isoeléctrico (p/) de la lacasa de P. sanguineus.

La enzima purificada conservd 80 a 100 % de su actividad a valores de pH entre 4.0y
8.0 luego de 24 h de incubacién. El rango de pH dptimo observado se encuentra entre
1.5y 3.0. La actividad residual luego de 1 hora de incubacion fue de 100 % en un rango
de temperatura entre 4 y 50 °C (este estudio fue realizado a pH 6.0 para estar en el

rango de estabilidad de la enzima con el pH). Por ultimo, la enzima se ajusté al modelo
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de Michaelis-Menten, obteniéndose los siguientes valores para los pardmetros

cinéticos (fig. I11-10):
Km=0.037 MM — V= 0.098 umoles ABTS/min.mL

Ambos valores coincidieron para los dos métodos de calculo utilizados (fig. 111-11).
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Figura llI-10. Caracterizacién de lacasa de P. sanguineus. A. Estabilidad frente a pH
(24 h, 4.0 °C). B. Estabilidad térmica (1 h, pH 6.0). C. Determinacidon del rango de pH
optimo. D. Determinaciéon de constantes cinéticas (linealizacion de Lineweaver-
Burk). Estudios realizados con el sustrato ABTS.
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Figura IlI-11. Caracterizacion de lacasa de P. sanguineus. Determinacion de la
constante Ky para ABTS mediante el método grafico directo de Eisenthal y Cornish-

Bowden.

Se demostrd la influencia de los iones constituyentes de los tampones en la

estabilidad de la lacasa ya que la misma fue menor con acetato de sodio y glicina-HCI

que con citrato-fosfato para los mismos valores de pH (tabla 11I-5). Si bien se debe

tener en cuenta que el limite inferior del rango de amortiguacion del sistema citrato-

fosfato es 2.6, el pH informado es el registrado en la mezcla de incubacién.

Tabla IlI-5. Efecto del sistema tampdn en la estabilidad (24 h,

4°C) de la lacasa de P. sanguineus a distintos pH.

Actividad remanente (%)

pH
Sistema 2.0
Citrato-fosfato 77
Acetato de sodio -
Glicina-HCl 31

4.0

94
40

4.8

87
47
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3.3. Discusion

El nivel de pureza requerido para una proteina varia de acuerdo a las aplicaciones a las
que la misma se destine. Uno de los objetivos en esta etapa de la Tesis fue obtener las
enzimas parcialmente purificadas de los dos basidiomicetes seleccionados para realizar
el estudio de sus propiedades bioquimicas asi como para utilizarlas en la posterior
etapa de inmovilizacion.

Las lacasas fungicas son proteinas extracelulares liberadas al medio de cultivo, por lo
que su purificacion resulta mds simple que la de otras proteinas intracelulares,
debiendo ser separadas de los componentes del medio asi como de otras proteinas y
metabolitos producidos por el hongo [22]. Para la purificacidon de estas enzimas se han
empleado con frecuencia técnicas bioquimicas tales como precipitacién salina,
cromatografia de intercambio idnico, de exclusion molecular y de interaccion
hidrofdbica, asi como otras mas especificas como la cromatografia de afinidad
utilizando por ejemplo grupos fendlicos como ligando [156]. Ademas, dichas técnicas
se complementan con dialisis, concentracién por precipitacion o ultrafiltracion [22,74].
En este trabajo se logrd purificar 24 veces la enzima aislada de T. villosa y 26 veces la
de P. sanguineus, con rendimientos de 32 % y 43 %, respectivamente.

El protocolo empleado en el caso de P. sanguineus resulté mas sencillo que el
seleccionado para T. villosa ya que contd con un paso menos, lo que implica menor
consumo de tiempo y materiales. En la bibliografia se reportan diversos
procedimientos de distinta complejidad para la purificacion de lacasas de
P. sanguineus con resultados variables en eficiencia [121,146-148,152,153,157-161].
El resultado obtenido en este estudio es comparable a los publicados por Trovaslet et
al. (2007)[147] y Zimbardi et al. (2016) [153], en los que se obtuvo factores de
purificacion de 20 y 25 y rendimientos de 37 y 30 %, respectivamente. En el primer
trabajo citado se realizé una cromatografia de intercambio anidnico, mientras que en
el segundo el procedimiento incluyd una etapa de precipitacién salina y otra de
cromatografia de interaccidn hidrofébica.

A diferencia de lo que sucede con la lacasa de P. sanguineus, y de igual forma a lo
sefialado para los experimentos de produccidon de la enzima, se encuentran pocos

estudios de purificacion y/o caracterizacién de lacasas de cepas nativas de Trametes
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villosa, exceptuando publicaciones como la de Yaver et al. en 1996 [162] y la de Levin,
Melignani y Ramos en 2010 [144]. Puede ser significativo el hecho de que la
produccién heterdloga de la lacasa de T. villosa en Aspergillus fue patentada en el afio

1995 [145].

La caracterizacién de las enzimas purificadas de los dos basidiomicetes mostré que a
pesar de tratarse de cepas de hongos provenientes de especies y géneros distintos,
ambas presentan caracteristicas similares tales como condiciones éptimas de catdlisis
y estabilidad frente a la temperatura y pH. No obstante, diferencias menores en estas
propiedades pueden ser relevantes al momento de su aplicacion biotecnolégica.

En relacion al rango de pH éptimo, para ambas enzimas se encontré préoximo a 3.0
coincidiendo con lo observado tipicamente para lacasas con el sustrato ABTS [160] y
con lo reportado para estos dos basidiomicetes [121,158,162]. Por otro lado, el rango
de pH éptimo no coincide con el de mayor estabilidad, lo cual ya ha sido observado
para otras lacasas [129] y representa una desventaja por no permitir utilizar los
biocatalizadores al maximo de su rendimiento. En consecuencia, en este trabajo se
continué utilizando el acetato de sodio pH 4.8 para el ensayo de actividad con ABTS y
se seleccioné fosfato de sodio pH 6.0 para trabajar en condiciones de estabilidad de las
enzimas.

Ambas enzimas presentaron buena estabilidad térmica de forma similar a otras lacasas
estudiadas, conservando su actividad durante 1 h, hasta una temperatura de 50 °C
[129]. Sin embargo, la lacasa aislada de T. villosa mostré mayor resistencia al efecto de
la temperatura, conservando 80 % de actividad a 60 °C, mientras que la de
P. sanguineus retuvo 50 % de la actividad a esta temperatura, tras 1 hora de
incubacion.

Con un valor de Ky igual a la mitad del obtenido para T. villosa, la lacasa de
P. sanguineus mostré mayor afinidad por el sustrato ABTS. Otras cepas de P.
sanguineus presentan valores superiores para esta constante con ABTS: 0.106 [159],
0.077 [121] y 0.058 [158].

La mayor parte de lacasas fungicas que se han estudiado presentan un valor bajo de
punto isoeléctrico [29,163]. Tanto la enzima aislada de T. villosa como la de

P. sanguineus presentaron esta caracteristica, siendo la de T. villosa mas acida con un
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pl inferior a 3.5. Yaver et al. reportaron una lacasa para este hongo con p/ = 3.5y otras
isoenzimas con valores de p/ hasta 6.8 [162]. Para P. sanguineus se han encontrado
lacasas de p/ entre 3.5y 7.0 [157,159,160].

De acuerdo a lo observado en las electroforesis desnaturalizantes en gel de
poliacrilamida el peso molecular estimado para los dos polipéptidos es 77 kDa,
encontrdndose en el rango de PM reportado generalmente a partir de SDS-PAGE de
lacasas fungicas [163,164]. Este puede corresponder al PM de las enzimas dado que la
estructura monomeérica es encontrada con mayor frecuencia [27,29,163]. En el caso de
P. sanguineus se ha descrito esta estructura para lacasas de otras cepas con PM en el
entorno de 70 kDa [153,158,159]. Para T. villosa se encuentra descrita una proteina
dimérica de 130 kDa y otras isoformas de las cuales no se reportd la estructura
cuaternaria [162,165] asi como dos isoenzimas de 150 y 75 kDa producidas por una
cepa aislada en Argentina, con la cual es posible que la cepa uruguaya presente
similitud [144].

Aparte de la variabilidad entre cepas existen otros factores responsables de la gran
variacién observada en resultados para lacasas aisladas de un determinado
basidiomicete, tanto en la purificacién como en la caracterizacién. En un gran namero
de basidiomicetes se ha reportado la presencia de multiples genes que codifican para
la expresion de isoenzimas de la lacasa, como es el caso de los que son objeto de este
estudio, P. sanguineus y T. villosa [27,162,166]. Por otro lado, existen diferentes
isoformas debidas a diferencias en el patron de glicosilacion [164]. Las lacasas de
basidiomicetes presentan un grado variable de N-glicosilacion que afecta las
propiedades cataliticas y de estabilidad y puede constituir hasta el 30 % del peso
molecular de las mismas [20,22,151,159]. Asimismo, se puede encontrar isoformas
originadas por modificaciones post-traduccionales como las escisiones proteoliticas
[147]. En este trabajo con los procedimientos de produccién y purificacién utilizados se
obtuvo una isoforma para cada una de las lacasas estudiadas, lo cual se puede deducir
a partir de las electroforesis en las que por revelado especifico con el sustrato de la
enzima se detecta una sola banda con actividad. La proteina aislada de T. villosa
presentd un punto isoeléctrico similar a la isoforma 1 descrita por Yaver et al. (1996) si
bien no coincide el PM de la cadena polipeptidica obtenido a partir de la SDS-PAGE

[162]. Por otro lado, las isoformas 2 y 3 en dicho trabajo presentaron puntos
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isoeléctricos mayores, entre 5.0 y 7.0. Por ultimo, la lacasa encontrada de
P. sanguineus presentd cierto grado de similitud con las enzimas descritas por
Lomascolo et al. (2002) [122], Zimbardi et al. (2016) [153], Vite-Vallejo et al. (2009)
[159], Ramirez-Cavazos et al. (2014) [160], Nishizawa et al. (1995) [157] o Garcia et al.
(2006) [164].
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1. OBJETIVO

e Obtencién de biocatalizadores en fase solida en base a lacasas de los
basidiomicetes Trametes villosa y Pycnoporus sanguineus inmovilizadas

mediante el método covalente reversible.
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2. METODOLOGIA

2.1 Determinacion de actividad enzimatica

La actividad lacasa se determind a temperatura ambiente (22 °C) por oxidacion del
sustrato ABTS, de acuerdo al método descrito por Niku-Paavola et al. [116].

- Enzima en solucion: el ensayo se realizé como se describié en Capitulo 11-2.1.1.
- Actividad en fase sdlida: Se realizd una suspension de derivado en fosfato de sodio
0.1 M pH 6.0. Se incubd una alicuota de la suspension (0.2 mL, correspondiente a 10
mg de derivado escurrido) con ABTS 5.0 mM en acetato de sodio 0.1 M pH 4.8 (2.0 mL)
a 22 °C. Se utilizé agitacién magnética para mantener una suspensiéon homogénea
durante la lectura espectrofotométrica. Se monitored la oxidacion del sustrato por
incremento de la absorbancia a 436 nm (g43¢= 29300 M cm™).

La unidad de enzima (UE) fue definida como la cantidad de enzima necesaria para

oxidar 1 umol de ABTS por minuto en las condiciones del ensayo.

2.2 Determinacion de concentracion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé con el método del acido bicinconinico (BCA)
[167] y se utilizé seroalbumina bovina como estandar. La cantidad de proteina
inmovilizada se estimé como la diferencia entre la cantidad de proteina aplicada al gel

y la recuperada en sobrenadante y lavados.

2.3 Sintesis de tiolsulfinato-agarosa (TSI-agarosa)

La sintesis de agarosa activada con grupos TSI se realizd de acuerdo a la metodologia

descrita por Batista-Viera et al. [168,169] como se detalla a continuacion.
2.3.1 Sintesis de tiol-agarosa

El gel mercaptohidroxipropil eter agarosa se prepard en 3 etapas. Primero se activd
agarosa 4B con epiclorhidrina en medio bdsico. En la segunda etapa la epoxi-agarosa
obtenida reacciona con tiosulfato de sodio para dar grupos S-alquil-tiosulfato unidos al

gel (derivado Bunte Salt). Finalmente, los grupos S-alquil-tiosulfato fueron reducidos
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con ditiotreitol (DTT) originando los grupos tiol.

El contenido de grupos tiol del derivado estd determinado por la cantidad de
epiclorhidrina empleada en esta etapa. Se utilizd 15 mL de epiclorihidrina y 100 mL de
NaOH 1.0 M cada 100 g de gel escurrido, con lo que se obtuvieron entre 400 y

600 pmol de grupos tiol por gramo de gel seco.

El contenido de grupos tiol se verificd por titulacion con 2,2’ -dipiridil disulfuro 1.5 mM
(2-PDS, €343 = 8.02 x 10> M*cm™?) disuelto en fosfato de sodio 0.1 M pH 8.0.

Se incubd una alicuota de gel escurrido (0.1 g) con solucion de 2-PDS (10 mL) durante
1 h bajo agitacion a 22 °C. Se midié absorbancia a 343 nm en el sobrenadante para

calcular los micromoles de —SH por gramo de gel seco.
2.3.2 Preparacion de tiolsulfinato-agarosa

Se realizé una suspensién de 50.0 g de gel tiol-agarosa escurrido en 100 mL de fosfato
de sodio 0.1 M pH 7.0 y bajo agitacién se agregaron alicuotas de 1.0 mL de una
solucién de KsFe(CN)g, hasta la aparicion y persistencia de color amarillo. El gel
disulfuro-agarosa obtenido se lavé con H,0 destilada y NaCl 1.0 M.

El gel TSl-agarosa se prepard por oxidacion de los grupos disulfuro del gel con MMPP
utilizando la relacién: 0.5 moles MMPP por mol de grupos S-S. Se incubd una
suspension del gel (en acetato de sodio 0.2 M pH 5.0) con MMPP bajo agitacién
durante 2 h a 22°C.

Luego el gel TSl-agarosa se lavd con acetato de sodio 50 mM pH 5.0 y acido acético
0.1 M. El gel tiol-reactivo se conservd a 4 °C equilibrado en acetato de sodio

0.2 M pH 5.0.
2.3.3 Titulo de estructuras reactivas en el derivado TSl-agarosa

Se realizé una suspension con una alicuota de gel escurrido (1.0 g) en fosfato de sodio
0.1 M pH 7.0 (3.0 mL). A esta suspensién se adiciond glutation 15 mM disuelto en la
misma solucién tampon (3.0 mL). La mezcla obtenida fue agitada en Vortex cada 5
minutos durante media hora. El exceso de glutatidon se titulé con una solucién de
2-PDS 1.5 mM en fosfato de sodio 0.1 M pH 8.0.

Se analizé la muestra por triplicado mezclando 2.5 mL de fosfato de sodio 0.1 M

pH 8.0, 0.5 mL de 2-PDS y 50 uL de sobrenadante. Se midié absorbancia a 343 nm.
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Debido a la posible oxidacion espontanea del glutation se realizé un control colocando
tampon fosfato en lugar de la alicuota de gel. Se calculé la cantidad de glutatidon unido
al gel oxidado a partir de la diferencia de lecturas de absorbancia obtenidas para el
control y las alicuotas de sobrenadante.

Se obtuvo un gel TSl-agarosa con 15 umol de grupos tiolsulfinato por mililitro de

derivado.

> Estudios realizados para la lacasa de Trametes villosa

2.4 Metodologias para la obtencion de grupos tiol expuestos en la lacasa de

T. villosa semi-purificada (Esp)

Se trabajo con una muestra de enzima parcialmente purificada mediante precipitacion
salina y didlisis (enzima semi-purificada o “E,”).

Dado que la enzima nativa no se inmovilizd6 en TSl-agarosa se realizaron las
modificaciones quimicas descritas a continuaciéon para generar los grupos tiol

necesarios.
2.4.1 Reduccion de enlaces disulfuro con ditiotreitol

Se incubd una alicuota de enzima con DTT 100 mM (conc. final) en tampédn fosfato de
sodio 0.1 M pH 8.0 durante 30 minutos a 22 °C. El exceso del agente reductor fue
eliminado por gel-filtracién en una columna de Sephadex™ G-25 (PD-10) equilibrada
en fosfato de sodio 0.1 M pH 7.5 suplementado con NaCl 0.15 M.

Se titularon grupos —SH en la solucion antes y después del proceso de reducciéon para
cuantificar la formacién de tiol-enzima a partir de la ruptura de los enlaces disulfuro

nativos (fig. IV-1 a). Para ello se utilizé el método de Ellman, que se describe en 2.4.3.
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Tiol —enzima

Ditiotreitol Enzima
(exceso)
b.
NH, H
Enzima SPDP Piridil-ditio-enzima

H
N DTT
(exceso)

Figura IV-1. Tratamientos para la generacién de grupos tiol en la enzima.

Tiol- enzima Piridina 2-tiona

a. Reduccién con DTT de enlaces disulfuro nativos. B. Tiolacién por reaccion del
compuesto heterobifuncional SPDP con los grupos €-amino de los residuos de lisina
superficiales de la proteina.

2.4.2 Introduccion de grupos tiol de novo

Para esta reaccion se utilizd el reactivo heterobifuncional N-succinimidil-3-(2-
piridilditio) propionato (SPDP) (fig. IV-1 b). Se incubd una alicuota de solucién de lacasa
parcialmente purificada con SPDP (1.0 mM conc. final) en fosfato de sodio 50 mM
pH 6.8 y NaCl 0.15 M, durante 30 minutos, con agitacién magnética suave a 22 °C.

A continuacion se agregd un exceso molar de DTT 1.5 veces mayor a la cantidad de
SPDP utilizada y se incubd durante una hora para eliminar el compuesto
piridina 2-tiona a partir del SPDP unido a la enzima y asi generar la tiol-enzima.

Se separd la proteina de la reaccién por gel-filtracién con una columna de Sephadex™

G-25 (PD-10) y fosfato de sodio 0.1 M pH 7.5 con NaCl 0.15 M.

El contenido de grupos tiol resultante se cuantificé como se describe a continuacion.
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2.4.3 Titulo de grupos tiol

La cuantificacidon de grupos tiol se realizé segin el método de Ellman [170] en base a
un intercambio tiol-disulfuro (fig. IV-2). Para ello se incubaron durante 15 minutos
alicuotas de la muestra en fosfato de sodio 0.1 M pH 8.0 con una solucién de acido
ditionitrobenzoico (DTNB) 4 mg/mL preparada en el mismo tampdén y se midid
absorbancia a 412 nm. Esta es la longitud de onda de maxima absorbancia del 4cido 2-
nitro-5-tiobenzoico (TNB), el compuesto formado por reacciéon de los grupos —SH con
DTNB. Dado que la estequiometria de la reaccion es 1:1 se calculd el nimero de tioles

presentes a partir de la cantidad de TNB formado. Se analizaron las muestras por

duplicado.
_SH s. OH | .
R + HO | = 5 I R,S\S . OH HS/@WOH
ON" F 0 0
Tiol DTNB Disulfuro mixto TNB

Figura IV-2. Reaccién de intercambio tiol-disulfuro.

2.5 Inmovilizacién de lacasa de T. villosa semi-purificada (Es,) en TSI-agarosa

Se realizaron suspensiones con alicuotas de la enzima nativa, reducida y tiolada (ver
2.4), y TSl-agarosa equilibrada en tampdn fosfato de sodio 0.1 M pH 7.5 suplementado
con NaCl 0.15 M. Las tres suspensiones fueron incubadas durante 24 h con agitacién
en rototorque a 4 °C.

Los derivados insolubles obtenidos se lavaron con el tampdn utilizado en la
inmovilizacion, luego con fosfato de sodio 20 mM pH 7.5 suplementado con NacCl
0.5 M, a continuacién con fosfato de sodio 20 mM pH 7.5 y por ultimo con fosfato de
sodio 0.1 M pH 6.0.

Se cuantificé actividad lacasa y proteinas segun lo descrito en 2.1y 2.2.

Se estudid el efecto de la carga de proteina en el proceso de inmovilizacidon con la
enzima tiolada, en el rango de 0.3 a 2.6 mg de proteina aplicada por gramo de gel TSI

escurrido. Los derivados obtenidos se conservaron a 4 °C hasta su uso.

106



Capitulo IV - Inmovilizacién de lacasas fungicas mediante el método covalente reversible

2.5.1 Reversibilidad de la union

Para verificar la reversibilidad de la union de la enzima al soporte se incubaron
alicuotas de derivado escurrido (300 mg) con 3.0 ml de DTT 100 mM en fosfato de
sodio 0.1 M pH 8.0. Se utilizd el derivado obtenido con la menor carga de enzima
tiolada. La mezcla se incubd con agitacidon en rototorque durante 30 minutos a 22 °C,
luego el gel se filtré y lavé con el mismo tampodn.

Se cuantificd la proteina liberada en el sobrenadante luego de eliminar el agente
reductor por gel-filtracién. Ademas se determind actividad en sobrenadante y en el gel

después de la elucién.
2.6 Inmovilizacién de lacasa de T. villosa purificada (E;)

Se realizd el estudio de condiciones de tiolacién y de inmovilizacion en TSl-agarosa
utilizando para ello la enzima purificada segun el protocolo optimizado informado en el

Capitulo III.

2.6.1 Efecto del SPDP en la tiolacion — Se utilizaron las siguientes relaciones de moles
de SPDP respecto a moles de proteina: 0:1, 50:1, 100:1, 200:1 y 400:1. La tiolacién se
realizé como se describié en 2.4.2.

La inmovilizacidn se realizé a pH 7.5 en fosfato de sodio 50 mM con NaCl 0.15 M con
una carga aplicada de 3.1 + 0.3 UE por gramo de TSl-agarosa (16 h, agitacién en
rototorque, 4 °C).

Se verificd la reversibilidad de la unién enzima-soporte incubando alicuotas de
derivado (obtenido con la relacion 200:1) con una solucién 100 mM del agente
reductor DTT, como se describio en 2.5.1. Se cuantificé la actividad en sobrenadante y

en el gel después de la elucion.

2.6.2 Efecto del pH en la inmovilizacion — Se realizé la inmovilizacién de la enzima
tiolada a pH 7.5 y al pH de tiolacion (6.8). En primer lugar se llevé a cabo la tiolacién
con SPDP utilizando la relacion molar 200:1 (SPDP : proteina). A continuacion se
elimind mediante gel filtracién el exceso de SPDP y DTT. Para ello se utilizé el tampdn
fosfato de sodio 50 mM con NaCl 0.15 M de pH 6.8 en un caso y la misma solucién
pero a pH 7.5 en el otro, de forma de obtener la enzima tiolada en las dos condiciones

de inmovilizacidn a ensayar. Por ultimo se realizé la inmovilizacién incubando alicuotas
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de ambas muestras con TSl-agarosa (16 h, agitacién en rototorque, 4 °C). La carga

enzimatica utilizada fue 5.9 + 0.3 UE/g de TSl-agarosa.

2.7 Caracterizacion de la enzima inmovilizada de Trametes villosa (Es;)

Se caracterizo el derivado obtenido por inmovilizacién en TSl-agarosa (segun 2.5) de la
lacasa tiolada de T. villosa semi-purificada, empleando como control enzima soluble
(Esp)-

A partir de los resultados obtenidos para la enzima soluble y el derivado insoluble se
evalué el efecto de la inmovilizacion en la actividad y estabilidad de la enzima
utilizando el test de comparacion de medias de Tukey con un nivel de significancia

o =0.05.
2.7.1 Determinacién de pH éptimo

Se realizd el ensayo de actividad con una suspension del derivado enzimdatico en
tampodn fosfato de sodio 0.1 M pH 6.0 (39 mg derivado/mL de suspension) y soluciones
de ABTS de pH entre 2.0 y 8.0 (en citrato-fosfato de sodio pH 2.0 y 2.9; acetato de
sodio pH 4.0 y 4.8; fosfato de sodio pH 6.0, 6.8, 7.5 y 8.0).

2.7.2 Efecto del pH en la estabilidad enzimatica

Se realizaron suspensiones de enzima inmovilizada (30 mg derivado/mL de suspension)
a diferentes valores de pH, entre 2.4 y 9.6 (en citrato-fosfato de sodio pH 2.4 y 3.0;
acetato de sodio pH 4.2; fosfato de sodio pH 6.1, 7.2, 8.0 y 9.6). Las mismas fueron
incubadas durante 24 h a 4 °C. Se determiné actividad residual con el ensayo de

actividad descrito en 2.1.
2.7.3. Efecto de la temperatura en la estabilidad enzimatica

Se prepard una suspensiéon de enzima inmovilizada en tampdn fosfato 0.1 M pH 6.0.
Se tomaron alicuotas de la misma y se incubaron a diferentes temperaturas entre 4 y
70 °C durante 1 h. Luego de termostatizar las muestras a 22 °C se determiné actividad

residual mediante el ensayo de actividad previamente descrito (ver 2.1).
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2.7.4. Determinacidn de pardmetros cinéticos

Se realizd el ensayo de actividad con concentraciones finales de ABTS en la mezcla
reactiva comprendidas entre 0.2 y 7.0 mM (0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, 7.0 mM) en
acetato de sodio 0.1 M pH 4.8.

A partir de los datos de velocidad de reaccion obtenidos se calculé la Velocidad
maxima (Vma) Y Constante de Michaelis-Menten (Ky) utilizando el método de

linealizacién de Lineweaver-Burk [154].

2.7.5. Evaluacién de la capacidad de reutilizacion del biocatalizador

La reaccion de decoloraciéon del colorante antraquindénico Remazol brilliant Blue R
(RBBR) fue empleada como modelo de un sistema para decolorar soluciones acuosas.
Alicuotas de enzima soluble e inmovilizada (100 UE / L de mezcla reactiva) fueron
incubadas con una solucién del colorante (130 mg/L) en acetato de sodio 0.1 M pH 4.8.
La concentracion del colorante fue seleccionada de forma que la absorbancia maxima
en el espectro visible (A = 595 nm) no superara 1.5 unidades. Se incubé la mezcla
reactiva (1.5 mL) con agitacion magnética a 22 °C durante 24 h.

Se cuantificd la decoloracién registrando el espectro visible de la solucién tratada
enzimaticamente. En el caso del derivado insoluble se determind en la solucién
obtenida luego de su remocidén por filtracion. Se calculd el drea bajo el pico a 595 nmy
el resultado de decoloracién se expresé como porcentaje del drea medida para la
solucidn inicial de colorante.

Se realizaron controles con lacasa desnaturalizada por calor y con agarosa (para
evaluar la posible adsorcidn del colorante a la matriz).

Después de cada reaccion el biocatalizador insoluble fue separado y reutilizado con
nueva solucién de colorante iniciando un nuevo ciclo. Se realizaron cuatro ciclos

consecutivos y los resultados se compararon con el obtenido para la enzima soluble.
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> Estudios realizados para la lacasa de Pycnoporus sanquineus

2.8 Inmovilizacion de lacasa de Pycnoporus sanguineus

Tal como ocurrié para la lacasa de T. villosa, en ensayos preliminares se comprobd que
la enzima nativa de P. sanguineus no se inmovilizd en TSl-agarosa. Por consiguiente se
procedid a realizar las modificaciones quimicas de la proteina para generar grupos tiol

y se realizé la inmovilizacidn de la enzima modificada.
2.8.1. Reduccion de la enzima nativa de P. sanguineus e inmovilizacién en TSl-agarosa

Se trabajé con la enzima purificada por intercambio anidénico mediante el
procedimiento descrito en el Capitulo Ill.

- Reduccidn: Se realizé el proceso de reduccién de enlaces disulfuro con DTT 100 mM,
en las condiciones descritas en 2.4.1. Se cuantificé la actividad inicial de la muestra y al
final de este proceso.

- Inmovilizacion: Se incubaron alicuotas de la enzima reducida (Eq) con TSl-agarosa
(16 h, 4 °C, en rototorque) utilizando dos cargas enzimaticas: 4.5 UE y 1.5 UE por
gramo de gel escurrido.

Se agregaron controles en la inmovilizacidn incubando alicuotas de enzima nativa con
TSl-agarosa en las mismas condiciones utilizadas para la enzima reducida.
Se realizé la elucidon de la actividad inmovilizada como se describio en 2.5.1 para
verificar la reversibilidad de la unidén y se cuantificé actividad en el sobrenadante

obtenido. Se utilizd para esto el derivado obtenido con la menor carga de Eeg.
2.8.2. Introduccidn de grupos tiol de novo e inmovilizacion de lacasa de P. sanguineus

- Tiolacion: En el proceso de tiolacién de la enzima purificada se emplearon distintas
relaciones molares SPDP: proteina (100:1, 200:1 y 400:1).

- Inmovilizacion: Se incubaron 2.0 UE de las muestras de enzima tiolada por gramo de
gel escurrido durante 16 h, a 4 °C.

Al igual que en 2.8.1 se realizaron diferentes controles para evaluar la estabilidad de la
enzima tiolada en el proceso de inmovilizacién, asi como para comprobar la no

adsorcién de la enzima nativa al gel.
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3. RESULTADOS y DISCUSION

3.1 Inmovilizacién de lacasa de Trametes villosa semi-purificada (Esp)
3.1.1 Inmovilizaciéon de lacasa nativa

Considerando que la enzima nativa podria poseer 5 residuos cisteina [162,171,172] se
probd la inmovilizacidon covalente reversible de la misma en TSl-agarosa (segun lo
reportado en 2.5). Sin embargo, se recuperé toda la actividad aplicada en el
sobrenadante

(tabla 1V-1). Se dedujo entonces que los grupos tiol de la enzima nativa no se
encontraban expuestos en la proteina 6 que los mismos podrian encontrarse

formando parte de enlaces disulfuro.
3.1.2 Inmovilizacién de lacasa reducida con DTT

Mediante la reduccidn de la enzima (segin 2.4.1) se logré cuadruplicar el contenido de
SH respecto a la enzima nativa, sin embargo, la enzima reducida no se unié al soporte
TSl-agarosa (tabla IV-1). Por lo tanto, se comprobdé que los —SH generados por
reduccion de los dos enlaces disulfuro que presenta la lacasa [166] se localizan en el
interior de la molécula proteica no resultando accesibles a los grupos TSI. Por otro
lado, debido a que la enzima conservé su actividad luego de este tratamiento quimico
se concluyd que los grupos tiol implicados no afectan la actividad catalitica de esta

lacasa.
3.1.3 Introduccién de grupos tiol de novo e inmovilizacion

La tiolacion con SPDP se llevd a cabo (segun 2.4.2) teniendo en cuenta que las
secuencias reportadas de lacasas de T. villosa contienen de 4 a 12 residuos de lisina
[162,171]. Con esta modificacién quimica se consiguidé incrementar la actividad
expresada en el gel hasta 62 % (tabla IV-1). Por otro lado, se comprobd que la

actividad enzimatica se conservd en el proceso de tiolacion.
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3.1.3.1. Efecto de la carga enzimatica en el rendimiento de inmovilizaciéon

El porcentaje de actividad expresada en el derivado disminuyd a medida que aumentd
la carga de enzima tiolada desde 62 a 7 % (tabla IV-1). Dado que la eficiencia de unién
fue mdaxima en los tres casos (100 %) se puede concluir que no ocurrié inactivacion de
la enzima en el proceso y que la disminucién de actividad expresada se podria deber a

que se excedié la capacidad del gel TSI.

Tabla IV-1. Inmovilizacién de lacasa de T. villosa en TSl-agarosa °

Carga enzimatica

. Proteina Actividad Eficiencia
, aplicada . . .
Enzima (UE/g de gel inmovilizada  expresada en el de unién
) (%) ° derivado (%) © (%) °
escurrido)
Nativa 15.0+0.2 0.0 0 -
Reducida 15.0+0.2 0.0 0 -
Tiolada 3.0+0.2 77.0+0.5 62+3 1001
12.0+0.2 62.0+0.5 363 1001
26.0+0.2 11.0+0.5 72 98+1

a. Realizada en fosfato de sodio 0.1 M pH 7.5 suplementado con NaCl 0.15 M

b. Diferencia entre la cantidad de proteina aplicada y la medida en sobrenadante y lavados

c. (UE expresadas en el gel) x 100 / (UE aplicadas)

d. (UE expresadas en el gel) x 100 / (UE aplicadas — UE recuperadas en sobrenadante y lavados)

3.1.3.2. Reversibilidad de la unidén proteina-soporte

Se logré eluir toda la proteina inmovilizada con DTT 100 mM y 53 % de la actividad
expresada en el gel. Con este resultado se comprobd que los enlaces formados entre la
proteina y el soporte eran de tipo disulfuro (fig. IV-1 b) y que por tratarse de una unién
reversible el método de inmovilizacion permite la reutilizacidn del soporte una vez que
la enzima perdio su actividad. Los grupos reactivos TS| pueden ser regenerados en su
totalidad a partir del soporte tiol-agarosa obtenido tras la desorcién de la proteina
[168]. Para ello se realiza la oxidacién controlada con ferricianuro de potasio y MMPP,

tal como se describié en 2.3.2.
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3.2 Inmovilizacién de lacasa de Trametes villosa purificada (E)
3.2.1 Efecto de la cantidad de SPDP utilizada en la tiolacion

Se obtuvo un 100 % de eficiencia de unién en la inmovilizacién para las cuatro
cantidades de SPDP utilizadas, lo cual indica que no ocurrié inactivaciéon de la enzima
durante la inmovilizacién en ningln caso. En el control con enzima nativa (0:1) en
cambio, si se observd inactivacidn enzimdtica, ya que la eficiencia de unién fue 30 %.
Ademas, la actividad expresada en el gel en este caso fue despreciable.

Se observé un aumento de la actividad inmovilizada (expresada en el gel) a medida
que aumentd la cantidad del reactivo tiolante, alcanzando cerca del 100 % con la
relacién 200:1, mientras que no se observd diferencia entre las relaciones 200:1 y

400:1, obteniéndose en los dos casos un derivado con 3.3 UE/g (Tabla IV-2).

Tabla IV- 2. Inmovilizacidn de lacasa de Trametes villosa (E;) tiolada con distintas
cantidades de SPDP.

Relacién molar Actividad expresada en el derivado Eficiencia de unidn
SPDP: proteina (%) *® (UE/g gel escurrido) (%)"
0:1 5+2 0.1+04 32
50:1 57+2 1.4+04 100
100:1 88+2 2504 100
200:1 95+2 3.3+x04 100
400:1 92+2 3.3+x04 100

a (UE expresada en gel) x 100/ (UE aplicada)
b (UE expresada en gel) x 100/ (UE aplicada — UE recuperada en sobrenadante y lavados)

Por otro lado, en el proceso de tiolacion no ocurrié pérdida de actividad, para ninguna
de las condiciones ensayadas.

En este caso también fue posible comprobar la reversibilidad de la unién de la enzima
al soporte por reduccion del derivado: se recuperd en el sobrenadante 60 % de la
actividad expresada, y no se detectd actividad en el gel resultante del proceso de

elucion.
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3.2.2. Efecto del pH de inmovilizacién

Se obtuvo el mismo resultado para las dos condiciones ensayadas (pH 6.8 y 7.5). La
actividad expresada en los derivados fue préxima al 100 % de la actividad aplicada, con
100 % de eficiencia de unién en ambos casos (tabla IV-3). Por lo tanto en este ensayo
toda la enzima aplicada se unio al gel tiol-reactivo en una orientacidon adecuada para
que se exprese toda su actividad, tal como se observé en el ensayo anterior con las

relaciones molares 200:1 y 400:1 de SPDP: proteina (tabla IV-2).

Tabla IV- 3. Efecto del pH en la inmovilizacidn de lacasa de T. villosa en TSl-agarosa

Ho Actividad expresada en el derivado Eficiencia de unidn
p
(%) ° (UE/g gel escurrido) (%)
6.8 92+2 5704 100
7.5 93+2 56+04 100

a Solucién tampdn: fosfato de sodio 50 mM con NaCl 0.15 M

b (UE expresada en gel) x 100/ (UE aplicada)

¢ (UE expresada en gel) x 100/ (UE aplicada — UE recuperada en sobrenadante y lavados)
Se observé una diferencia en los rendimientos de inmovilizacién para las enzimas con
distinto grado de purificaciéon, siendo superior el de la enzima con mayor pureza. Esto
puede explicarse por la posibilidad de controlar la cantidad del reactivo tiolante en el
caso en que la principal proteina en la muestra es la enzima a inmovilizar.
Sin embargo, es necesario evaluar la relacion costo-beneficio de la purificacion previa a
la inmovilizacidn. Asi, se debe tener en cuenta que la purificacion ademds de
demandar tiempo y recursos extra en el proceso completo de produccion-
inmovilizacion de la enzima, ocasiona una pérdida importante de actividad (en el caso
de la lacasa de T. villosa el rendimiento de la purificacién fue 32 %).
Por otro lado, el uso de una muestra de menor pureza requerird mayor cantidad del
reactivo tiolante 6 reducird el rendimiento de inmovilizacion.
Por ultimo, dependiendo del uso que se dara al derivado obtenido puede variar el
grado de pureza requerido, como se explico en el Capitulo | y serda un factor

determinante.
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3.3 Caracterizacion de la lacasa inmovilizada de T. villosa (E, tiolada) y comparacion

con la correspondiente enzima en solucion
3.3.1 Rango de pH éptimo

La oxidacién de ABTS fue maxima en el entorno de pH 3.0 tanto para el derivado
lacasa-TSI como para la enzima en forma soluble Eg, (fig. IV-3). Esto sugiere que la
sustitucion de grupos amino por grupos tiol y la unién covalente de los mismos al TSI-

agarosa no afecté la actividad catalitica de la lacasa de T. villosa.

100 -+ ——lacasa soluble

80 - —a—|acasa-TSI
60 -

40 ~
20
0

Actividad catalitica (%)

T T T T T bl L 1

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
pH

Figura IV-3. Efecto del pH en la actividad catalitica de la lacasa. Los
resultados representan promedios de por lo menos 3 experimentos.

3.3.2 Efecto del pH en la estabilidad del derivado enzimatico

No se observaron diferencias significativas en el efecto del pH sobre la estabilidad de la
enzima soluble y la inmovilizada en el rango de pH entre 4.2 y 7.2, conservando en
ambos casos entre 85 y 100 % de la actividad catalitica. Para los pH extremos
ensayados si existido diferencia significativa entre las dos enzimas, siendo la lacasa
soluble mas estable a pH mayor a 7.0 y la inmovilizada mas estable a pH inferior a 4.0
(fig. IV-4).

Una posible explicacion de este resultado puede estar dada por el valor de pKa de los
grupos amino y los grupos tiol. A pH &acido los grupos amino se encuentran
fuertemente protonados mientras que en la enzima tiolada e inmovilizada varios de
estos grupos se encuentran quimicamente modificados y los que no participan en la
union a TSI permanecen como tioles residuales. A pH elevado sin embargo, estos

grupos tiol libres se encuentran ionizados como tiolatos con los que se pueden generar
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nuevas uniones multipuntuales al TSl-agarosa, determinando que la conformacién
estable de la proteina sea distorsionada.

La disminucién de estabilidad a pH préximo al éptimo de catdlisis fue observada
previamente en otros estudios [173]. Para la forma soluble purificada de esta enzima
el efecto fue mucho mas marcado (ver Cap. lll) lo que indica que los compuestos
presentes en la muestra de partida provenientes del cultivo tienen un efecto

estabilizador de la proteina en condiciones acidas.

100 -
80 -
60 -

40 - ——|acasa soluble

20 - —a—|acasa-TSI

Actividad remanente {%])

O T T T T T T T 1
20 3.0 40 50 60 7.0 80 9.0 100

pH

Figura IV-4. Efecto del pH en la estabilidad de la lacasa. Los
resultados representan promedios de por lo menos 3 experimentos.

3.3.3 Efecto de la temperatura en la estabilidad del derivado enzimatico

La estabilidad térmica de la lacasa no se vio afectada por el proceso de inmovilizacion
ya que el biocatalizador insoluble presentd un perfil muy semejante al de la enzima
libre. En ambos casos la actividad remanente disminuyd drasticamente a 70 °C, sin
embargo, a dicha temperatura la lacasa inmovilizada conservé 20 % de la
actividad inicial (fig. IV- 5). Esto puede atribuirse a que la misma presenta una
conformacidn mas rigida, por lo que es menos afectada por la entropia a alta

temperatura.
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Figura IV- 5. Efecto de la temperatura en la estabilidad de la lacasa. Los
resultados representan promedios de por lo menos 3 experimentos.

3.3.4 Determinacién de parametros cinéticos

Se pudo observar una diferencia en la constante de Michaelis-Menten obtenida con el
sustrato ABTS para la enzima inmovilizada (fue mayor) respecto a la de la enzima en

solucidn (tabla IV-4).

Tabla IV - 4. Pardmetros cinéticos para la enzima nativa e inmovilizada

Enzima Kvm (uM) Vi (umol ABTS/min.mg proteina)
Lacasa soluble 68.8+3.2 2.85+0.02
Lacasa inmovilizada 89.7+3.0 2.80+0.10

Notas: Valores obtenidos mediante linealizacién de Lineweaver-Burk para el sustrato
ABTS. Los resultados representan promedios de por lo menos 3 experimentos.

Esto podria significar que el proceso de inmovilizacién afectd la afinidad de la lacasa
por dicho sustrato. Sumado a esto, es frecuente el aumento de Ky en los derivados
insolubles debido a problemas de difusion del sustrato en los mismos.

Por otro lado, el valor de V.« se mantuvo igual, indicando que bajo condiciones de
saturacion es posible obtener el mismo maximo de velocidad de reaccién con ambos

biocatalizadores.
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3.3.5 Estudio de la estabilidad operacional (reutilizacién) del derivado

Se comprobd la capacidad del derivado para degradar el colorante RBBR. Se llevaron a cabo
4 ciclos consecutivos, en los cuales el derivado conservé la capacidad de decoloracién

como se puede observar en la figura IV-6 (en el entorno del 80 %).

100 | §

g I b b b b
x 80
[=a]
==
2 60
5
T 40 -
[1=]
=]
[1=]
m 20 -
18]
a
0 T
lacasa lacasa-TS! lacasa-TS| lacasa-TSI lacasa-TSlI
soluble 1% uso 2%uso 3% uso 4°uso

Figura IV-6. Estabilidad operacional del derivado insoluble lacasa-TSI. Se
muestran 4 ciclos de uso del biocatalizador en la decoloracion de RBBR. Los
resultados representan promedios de por lo menos 3 experimentos. Letras
iguales indican que no hay diferencias significativas (p < 0.05) de acuerdo a test
de Tukey.

3.4 Inmovilizacion de lacasa de Pycnoporus sanguineus
3.4.1 Inmovilizacién de la enzima nativa

No se logré la inmovilizacién de la enzima nativa en el soporte TSl-agarosa,
recuperandose 90 % de la actividad aplicada en sobrenadante y lavados. Se comprobd
gue si bien la lacasa de P. sanguineus podria presentar al igual que la de T. villosa 5
residuos de cisteina en su estructura [152,159,166], los mismos no se encuentran
expuestos en la superficie, siendo probable ademds que 4 de ellos se encuentren

formando parte de enlaces disulfuro tal como se propone en bibliografia [152,166].

3.4.2 Reduccidén e inmovilizacion

La enzima fue estable en el proceso de reduccion, conservando toda la actividad al

finalizar el mismo. El rendimiento de inmovilizacién de la enzima reducida fue bajo,
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obteniéndose el mismo porcentaje de actividad expresada en el gel para las dos cargas
enzimdticas aplicadas (21 %), mientras que la actividad medida en los derivados
mantuvo la relacién existente entre las dos cantidades de actividad aplicadas
(4.5/1.5 UE = 0.9/0.3 UE) (tabla IV-5).

En los dos controles realizados con enzima nativa se encontrd la misma cantidad de
actividad expresada en el gel (0.07 UE/g gel escurrido), la cual se puede considerar
despreciable (2 y 5 %). Por otro lado, para estos controles se perdié entre 25y 47 % de
la actividad aplicada, mientras que para la enzima reducida la actividad no recuperada
en sobrenadante, lavados y derivado fue 14 y 39 % para las cargas 1.5 y 4.5 UE/g de
gel, respectivamente. Por lo tanto, es posible que se haya producido una inactivacion
de esta ultima en solucion durante la incubacién con el gel TSI-agarosa.
Estas observaciones se ven reflejadas en los valores bajos de eficiencia de unidn

obtenidos.

Tabla IV- 5. Inmovilizacidn de lacasa reducida de P. sanguineus en TSl-agarosa

Carga enzimatica Actividad perdida (%)a Actividad inmovilizada Eficiencia
aIC)I|Icada (FjdE/g E Control Ereq (%)° Eres (UE/8 gel e un;or:
e e o .
gel escurrido) Red Red escurrido) Ered (%)
4.5 39 25 21 0.9 35
1.5 14 47 21 0.3 58

Ereq : €nzima reducida

a (UE aplicada — UE expresada en gel — UE recuperada en sobrenadante y lavados)

b (UE expresada en gel) x 100/ (UE aplicada)

¢ (UE expresada en gel) x 100/ (UE aplicada — UE recuperada en sobrenadante y lavados)

Por otro lado, se verificod la reversibilidad de la unidén de la enzima al gel TSI en el
derivado obtenido con la menor carga enzimatica, recuperandose en el sobrenadante

el 84 % de la actividad expresada en el gel.

3.4.3 Introduccidn de grupos tiol de novo e inmovilizacién de lacasa de P. sanguineus

Dado que la lacasa de P. sanguineus contiene residuos de lisina se realizé la tiolacién
con SPDP como se describié para la lacasa de T. villosa. Sin embargo, no fue posible
inmovilizar la enzima de este hongo en TSl-agarosa tras su tiolacién, en ninguna de las

condiciones ensayadas. La pérdida de actividad en este proceso fue inferior a 10 %.
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Se pudo comprobar ademads que no ocurrid pérdida de actividad durante el proceso de
inmovilizaciéon. Esto puede deberse a cambios estructurales en la proteina que hayan
contribuido a su estabilizaciéon (sustitucidn de aminos por —SH), en comparacién con lo
observado para la enzima nativa (3.4.1) y reducida (3.4.2). Por otra parte, tampoco
ocurrié adsorcion inespecifica de la proteina al soporte utilizado, ya que se recuperé la

totalidad de la actividad aplicada en sobrenadante y lavados.

3.5 Discusion

Las lacasas han sido inmovilizadas por numerosos métodos tales como entrapamiento,
encapsulacién, adsorcidén, entrecruzamiento, unién covalente, y sobre diversos
soportes como por ejemplo Eupergit C, Granocel, carbdn activado, bagazo, fibra de
coco, perlas de alginato, quitosano y nanoparticulas magnéticas entre otros [174-
182,53,183-189], en muchos casos con rendimientos bajos de inmovilizacion [188—
191]. Esta reduccion de la actividad inmovilizada puede deberse a diversas razones,
incluyendo el uso de pH elevado durante la etapa de acoplamiento, asi como cambios
en la conformacion de la enzima generados por uniones multi-puntuales al soporte a
través de los grupos amino superficiales de la proteina. Entre los diferentes métodos,
la inmovilizacién covalente suele seleccionarse para aumentar la estabilidad tanto
térmica como operativa [189,192]. Los principales inconvenientes asociados a la
inmovilizacion covalente (irreversible) pueden deberse a cambios en la conformacion
de la lacasa con pérdida de actividad y a la imposibilidad de reutilizar el soporte
después de que la enzima inmovilizada se vuelva inactiva [193]. Asi, la inmovilizacién
covalente reversible de lacasas resulta una alternativa para superar estos problemas,
reduciendo la tensidn de la estructura nativa inmovilizada, ya que sdélo participan los
grupos SH expuestos y permitiendo la reutilizacién del soporte.

La inmovilizacidn covalente reversible no ha sido utilizada previamente para lacasas.
En el caso de la lacasa de Trametes villosa, el alto rendimiento de inmovilizacion
alcanzado en TSl-agarosa (95 %) podria explicarse esencialmente por el uso de
condiciones de pH suaves (los grupos tiol son nucledfilos muy reactivos incluso a pH
neutro) y por el tipo de unidn de la proteina al gel basada en la cantidad de grupos tiol.
El nimero de los mismos es reducido en el caso de lacasas nativas. Como se menciond

antes, una alternativa para superar este inconveniente es tiolar la enzima. Si bien esta
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técnica implica utilizar grupos amino de la superficie al igual que en otros métodos
covalentes, el nimero de dichos grupos involucrados en el proceso se puede regular
por las condiciones de tiolacidon. En relacién a esto, una importante ventaja del método
covalente reversible reside en que no es imprescindible que la proteina presente
grupos tiol en su estructura nativa, por lo cual es aplicable a cualquier proteina.
La posibilidad de regular los grupos tiol generados en la proteina permite optimizar el
rendimiento de inmovilizacidn. Asi, fue posible incrementar el rendimiento a mas de
un 90 % para la lacasa de T. villosa tiolada.

El aumento de actividad expresada observado para cargas bajas podria sugerir que la
inmovilizacion ocurre por un aumento de interacciones con el soporte, lo que podria
estabilizar la estructura proteica exponiendo el sitio activo. Sin embargo, para cargas
elevadas, habria menos interaccion entre las moléculas de enzima y los grupos
reactivos del soporte, por lo cual la misma seria libre de adoptar una conformacion

gue oculte su sitio activo.

La inmovilizacién fue realizada en presencia de NaCl, en base a reportes previos para
este método. En el trabajo de Viera et al. (2012) se comprobd que la adicién de NaCl
aumentd el rendimiento de inmovilizacion para la enzima ciclodextrina-
glucanotransferasa [194]. Esto podria explicarse por la neutralizacién de cargas en la
superficie y/o dentro de la proteina, asi como de las que se pueden generar en el
soporte por los grupos acido sulfénico (ver Cap. I, fig. I-1). Dicha neutralizacion podria
mejorar la interaccion proteina-soporte, ya sea consiguiendo una mejor conformacién
de la proteina o mediante la disminuciéon de repulsiones entre proteina y soporte.
El pH de inmovilizacién (7.5) fue seleccionado en base al pKa de los grupos tiol, la
estabilidad de los grupos tiolsulfinato [195] y la estabilidad de la lacasa de T. villosa.

En resumen, las condiciones optimizadas para la inmovilizacién covalente reversible de
lacasa de Trametes villosa sobre TSl-agarosa fueron: carga baja de enzima tiolada (3 UE
por gramo de gel escurrido) en fosfato 0.1 M pH 7.5 y NaCl 0.15 M, durante 16 h,
a22°C.

Las propiedades del biocatalizador insoluble resultante, tales como la estabilidad
térmica y estabilidad frente al pH asi como la elevada capacidad de decoloracién de un

colorante antraquindnico y la posibilidad de ser reutilizado en este proceso, hacen del
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derivado una herramienta muy prometedora para ser aplicada en la reduccion de la

contaminacién causada por efluentes que contienen colorantes sintéticos.

En cuanto a la lacasa de Pycnoporus sanguineus la enzima nativa no pudo ser
inmovilizada en TSl-agarosa, confirmando que los residuos cisteina forman parte de
enlaces disulfuro o se encuentran en el interior de la estructura proteica. Por otro lado,
si bien se logré la inmovilizacidn de la enzima reducida, tanto el rendimiento como la
eficiencia de unién fueron bajos, lo que indica que la enzima se pudo haber
inmovilizado en una conformacion de menor actividad. Por ultimo, no fue posible
inmovilizar la enzima mediante su tiolacion con SPDP.

Dado que no fue posible realizar el titulo de grupos —SH, probablemente debido a una
concentraciéon insuficiente de proteinas, no se puede precisar si la causa de este
resultado esta relacionada con el proceso de tiolacién o con el de inmovilizaciéon de la
enzima tiolada. Por lo tanto, es posible que la tiolacién no fuera efectiva para
inmovilizar la enzima debido a que los grupos tiol introducidos quedaron inaccesibles
al soporte.

En base a los resultados presentados en el Capitulo Ill, una alternativa para la
inmovilizacion de esta lacasa podria ser su adsorcion en DEAE-sepharose®. La lacasa
de P. sanguineus se adsorbid casi en su totalidad a dicho intercambiador (> 95 %)
recuperandose en la elucion por aumento de fuerza idnica 63 % de la actividad
adsorbida. Sin embargo, es importante destacar que el derivado insoluble resultante

no tendria las ventajas descritas para la inmovilizacién covalente reversible.
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lacasas fungicas solubles e inmovilizadas

1. OBJETIVO

e Optimizacién de la degradacién enzimatica de colorantes sintéticos utilizados
en la industria textil utilizando lacasas de los basidiomicetes Trametes villosa y

Pycnoporus sanguineus.

125



Capitulo V - Degradacion de colorantes sintéticos mediante
lacasas fungicas solubles e inmovilizadas

2. METODOLOGIA

2.1 Cuantificacion de la degradacién de colorantes sintéticos

Se registré el espectro de absorcion en el rango visible de las soluciones de colorantes
antes y después del tratamiento enzimatico.

Se calculd el area bajo la curva en el pico de maxima absorbancia y se expresé el grado
de decoloraciéon como porcentaje a partir de la relacion entre el area final y la inicial.
En la tabla V-1 se informa el valor de longitud de onda de madxima absorcion
caracteristico de los colorantes utilizados en los distintos ensayos. La concentracion de
colorante utilizada en las reacciones de decoloracion fue seleccionada de forma que la

absorbancia maxima en el espectro visible no superara 1.5 unidades.

2.2 Degradacion de colorantes sintéticos con lacasa de Pycnoporus sanguineus

Se realizaron ensayos de decoloracion con la lacasa obtenida en el cultivo en fase
semisolida de Pycnoporus sanguineus, utilizando el sobrenadante del medio de cultivo
(ver Capitulo Il seccion 3.3.1). Los colorantes utilizados fueron Acid Red 88 (36.0 mg/L),
Reactive Black 5 (66.7 mg/L) y Lanaset Grey G (100 mg/L) (tabla V-1) y los mediadores
redox: hidroxibenzotriazol (HBT), acido violurico (AVi), acetovainillona (AcV) y metil
siringato (MS) (fig. V-1).

Las reacciones se realizaron en cubetas espectrofotométricas colocando solucién
acuosa del colorante, solucién de enzima (1000 UE/L o 500 UE/L), mediador redox
(1.0, 0.5 0 0.1 mM) y tampodn acetato 0.1 M pH 4.8. Al mismo tiempo se realizaron
ensayos sin mediador redox con 1000 UE/L de enzima. La mezcla reactiva (1.5 mL) fue
incubada sin agitacién a 22 °C.

La reaccion de decoloracion de AR88 ademas fue realizada con concentraciones
variables de lacasa entre 50 y 1000 UE/L, utilizando la concentracion 1.0 mM del
mediador MS, manteniendo las demads condiciones incambiadas.

Se tomaron muestras a distinto tiempo (0, 5 minutos, 2 h y 24 h), se centrifugaron
(8000xg, 5 min) y se realizd la lectura del espectro de absorcion en la region visible

para calcular porcentaje de decoloracién como se describié en 2.1.
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Los ensayos fueron realizados por duplicado y se verific6 que los colorantes no
reaccionaran con los mediadores redox en presencia de enzima desnaturalizada por

calor.

2.3 Degradacion de colorantes sintéticos con lacasa de Trametes villosa

2.3.1. Degradacion de un colorante antraquindnico con lacasa inmovilizada

de Trametes villosa

La reaccién de decoloracion fue llevada a cabo con el derivado enzimatico desarrollado
en base a la lacasa de Trametes villosa inmovilizada en tiolsulfinato-agarosa como se
describio en el Capitulo IV. Se incubaron alicuotas del derivado (100 UE/L) con solucion
del colorante Remazol Brilliant Blue R (130 mg/L) bajo agitacion magnética a 22 °C en
tampon acetato de sodio 0.1 M pH 4.8.

Se tomaron muestras de la mezcla reactiva a diferentes tiempos y se detuvo la
reaccion a las 123 h separando el derivado por filtracion. Se registrd el espectro en el
rango visible de cada muestra y se calculdé el porcentaje de decoloraciéon segun lo
descrito en 2.1. Se realizé un control con agarosa para sustraer el efecto de adsorcién
del colorante a la matriz.

Se realizd el andlisis de los productos de degradacién de RBBR por HPLC analitico.
Se empled un HPLC Shimadzu Prominence LC 20AT con detector de arreglo de diodos
(DAD) y una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (Agilent Technologies) de 250 mm,
4.6 mm d.i y tamafiio de particula de 5 um, con una pre-columna Ultra-C18 de 10 mmy
4 mm de didmetro interno. La velocidad de flujo de fase movil utilizada fue
0.5 mL/min, la temperatura del horno de la columna 25 °C y el volumen de inyeccion
20 L.

El programa de elucidn utilizado, con acido acético 50 mM pH 4.0 como solvente-A y
acetonitrilo como solvente-B, fue: 0 — 0.5 min, 20 % B; 0.5 — 15 min, 20— 70 % B; 15 —

20 min, 70 — 20 % B; 20 — 21 min, 20 % B.

2.3.2 Degradacién de colorantes azoicos con lacasa de Trametes villosa

Los colorantes utilizados en este estudio fueron el monoazoico Acid Red 88 vy el

diazoico Acid Black 172, (tabla V-1).
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2.3.2.1 Seleccidn del sistema lacasa-mediador para la decoloraciéon de AR88 y AB172

Se realizo la reaccion de decoloracion de ambos colorantes azoicos (100 mg/L) con la
enzima de T. villosa purificada en forma soluble (100 UE/L), en ausencia y presencia de
cuatro mediadores redox (1.0 mM): acido violurico, vainillina, acetosiringona y
acetovainillona (fig. V-1). El mediador MS no fue utilizado debido a su costo elevado.
La reaccién se llevé a cabo en acetato de sodio 0.1 M pH 4.8, con agitaciéon durante
24 horas a 22 °C. Se calculd el porcentaje de decoloracion para cada muestra al
finalizar la reaccion como se describié en 2.1.

Previamente se verificd que los colorantes no reaccionaran con los mediadores redox

en ausencia de enzima.

2.3.2.2. Decoloracion de AR88 y AB172 con el derivado lacasa-TSl-agarosa

Se incubaron alicuotas del derivado enzimatico (100.0 U/L) bajo agitacidon durante 24
horas con una solucién de cada colorante (100 mg/L) a temperatura ambiente (22°C),
en acetato de sodio 0.1 M pH 4.8, en un volumen final de 2.0 mL de mezcla reactiva.
Las reacciones se realizaron en presencia y ausencia de acido violdrico y vainillina, en
una concentracion final 1.0 mM de cada mediador redox.

Se cuantificéd la decoloracidn en las soluciones como se describié en 2.1, separando
previamente el derivado por filtracion.

Se realizaron controles para evaluar el efecto de adsorcién del colorante a la matriz
sustituyendo el derivado por agarosa, TSl-agarosa y TSl-agarosa bloqueado mediante

tratamiento con glutation.

2.3.2.3. Estabilidad operacional del derivado TSlI-lacasa de Trametes villosa en la

degradacion de colorantes azoicos

Se realizaron 3 decoloraciones de AR88 y de AB172 en presencia de mediador redox
como se describié en 2.3.2.2. Para ello al derivado separado de la reaccidon anterior por

filtracion se le agregd nueva solucion de colorante y mediador redox.
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2.3.2.4 Estudio del efecto de la concentracidon de mediador redox en la reaccidon de

decoloracidon con enzima inmovilizada de T. villosa

Se realizdé la reaccién de decoloracion de AB172 y AR88 utilizando distintas
concentraciones de los mediadores acido violurico y vainillina (1.0 mM a 0.1 mM). Las
reacciones se llevaron a cabo como se describié en 2.3.2.2. En el caso de AB172 se

reguistré la decoloracion a dos tiempos de reaccion (24 y 40 h).

2.3.2.5. Andlisis de las reacciones de decoloracion de AR88 y AB172 por HPLC

Para el estudio de los productos de decoloracién de ambos colorantes por el sistema
lacasa-TSI-mediador se empled el sistema HPLC-DAD vy columna descritos en 2.3.1.

La fase movil utilizada fue acetato de amonio 30 mM, pH 4.6 como solvente-A vy
metanol como solvente-B. La velocidad de flujo de fase mévil utilizada fue 0.5 mL/min,
la temperatura del horno de la columna 30 °Cy el volumen de inyeccion 20 pL.

Los programas de elucion utilizados fueron:

1) Para AR88y Vai: 0 — 15 min, 70 - 90 % B.

2) Para Vai y productos de reaccion de decoloracién de AR88: 20 min, 60 % B.

3) Para AB172, AVi y la mezcla de productos de reaccion: 0 — 15 min, 40 — 80 % B;
15 —30 min, 80 % B.

Oy _CHs
0
HO-
©:N‘N D@ CH
- 3
N 0 N/go
a OH b H C OH
o o CH,
H,CO
3 OCHg H
HO HO H,CO CH,
d OCH;, e OCHs f H

Figura V-1. Mediadores redox utilizados en las reacciones de degradacién de
colorantes. Mediadores de origen sintético: a. hidroxibenzotriazol (HBT)
b. acido violurico (AVi). Mediadores origen natural: c. acetovainillona (AcV)
d. metil siringato (MS), e. vainillina (Vai), f. acetosiringona (AcS).
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Tabla V-1. Colorantes utilizados en los distintos ensayos realizados.

A
N(,)mbrey a Procedencia e Clase Estructura
numero C.I. (nm)
Ma
0 0 Q
::S;
Acid Red 88 i Aldrich M = | =3
(ARSS) igma-Aldric 504 o'rfo?zo o
(USA) anidnico N
15620 H N
0 = e
o | e
Reactive Black 5 ) ) )
RBS Sigma-Aldrich 597 Diazo
( ) (USA) anidnico
20505
S— ﬁ —
T O
o]
Acid Black 172 Complejo Q_I§=N Q
Huntsman ) - Il \
(AB172) 572 diazo-metalico °\ °
(Argentina) P
15711:1 con cromo o \ o q
S d ¥
& O
N‘O
4
0 NH; O
Reactive Blue 19 $-ONa
b Sigma-Aldrich
(RBBR) (USA) 595  Antraquindnico 9
61200 © “Nggx/\o-¢;-0Na
0
L tG G Mezcla de
anaset Grey .
(LG) (FI)Dyetzstarl) 590 cc(;r:;r;lrij)os El fabricante no lo especifica
ortuga -
- metalicos

a. Cl = Colour Index

b. El nombre comercial es Remazol Brilliant Blue R (RBBR).
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3. RESULTADOS y DISCUSION

3.1. Degradacion de colorantes sintéticos con lacasa de Pycnoporus sanguineus

El sobrenadante del cultivo de P. sanguineus con actividad lacasa fue efectivo en la
degradacion del colorante AR88, alcanzando 70 % de decoloracién en 24 h con
1000 UE/L sin el agregado de un mediador redox, lo cual concuerda con resultados
obtenidos con lacasas de otros basidiomicetes [196,197] (fig. V-2).

Por otro lado, se observd un aumento importante en la velocidad de reaccién por
efecto de mediadores redox, superando ademas el valor maximo de decoloracién
alcanzado sin mediador a 24 h (fig. V-2). El aumento de velocidad fue especialmente
significativo para metil siringato, alcanzando 91 % de decoloracidén en solo 5 minutos
con 1000 UE/L y MS 1.0 mM. Ademas, la reduccién a la mitad de la concentracién de

enzima asi como de la del mediador no modificd el resultado observado.

E5min O2h W24h

100 A
80 -

60 -

Decoloracion (%)

a0 -

20

0 T T T T T T T T

1000 UE/L 1000UE/L 1000UE/L 1000UE/L 1000 UE/L 1000UE/L 500UE/L  1000UE/L 500 UE/L
Sin mediador AVi1.0mM AVi0.5mM HBT1.0mM HBTO.5mM MS1.0mM MSO0.5mM  AcY1.0mM AcV0.1mM

Figura V-2. Estudio de la decoloracion de AR88 con lacasa de P. sanguineus y
distintos mediadores redox (1.0 y 0.5 mM). AVi: 4acido violdrico,
HBT: hidroxibenzotriazol, MS: metil siringato, AcV: acetovainillona. Se representa el
promedio de dos medidas.
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Por otro lado, la variaciéon de concentracién de enzima entre 1000 y 50 UE/L en el
sistema lacasa-mediador con MS 1.0 mM no afectdé la decoloracién maxima de
Acid Red 88 asi como tampoco afectd la velocidad de reaccién, observandose el mismo
nivel de decoloracién a los 5 minutos de reaccién para las 5 concentraciones

ensayadas (fig. V-3).

100 | m 1000 UE/L
W 700 UE/L
80 - W 500 UE/L
?‘:; 300 UE/L
2 60 - 50 UE/L
i
S
o A0 4
Q
@
]
20 -
0 i

5 min 2h 24 h

Tiempo de reaccion

Figura V-3. Efecto de la concentracién de lacasa de P. sanguineus en
la decoloracion de AR88 con MS (1.0 mM) como mediador. Se
representa el promedio de dos medidas.

En el caso del colorante RB5 se alcanzé solo un 10 % de decoloraciéon en 24 h de
reaccion sin el agregado de mediadores redox (fig. V-4). Sin embargo, a excepcidn de
AcV, estos compuestos permitieron aumentar considerablemente el nivel de
decoloracion asi como la velocidad de reaccidon. En el caso de metilsiringato en
particular, de forma similar a lo observado para el colorante AR88, se alcanzé un
elevado nivel de decoloracién a los 5 minutos de reaccidén y el resultado tampoco se
vio afectado por la disminucion de la concentracion de mediador a la mitad.
Este colorante es uno de los mas empleados en la industria textil, lo que explica la
existencia de una gran cantidad de estudios sobre su degradacién mediante diversos
métodos. Entre los estudios de biodecoloracién, son numerosos los basados en la
degradacion enzimatica con lacasas [152,174,198-217]. Dicha degradacion requirié en
muchos casos el uso de sistemas lacasa-mediador como en este caso. La resistencia a

la degradacion puede deberse a un impedimento estérico para el contacto de los
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grupos —OH y —NH; presentes en la molécula del colorante con el sitio activo de la
lacasa, 6 al potencial redox elevado del colorante respecto al de la enzima
[205,214,216]. El mediador redox empleado con mayor frecuencia ha sido el HBT
[152,174,198,203,204,209-213]. Sin embargo, en algunos trabajos como el de Wang et
al. (2011) [205] y el de Bibi y Bhatti (2012) [206] este mediador no tuvo efecto y se
obtuvo mas de 90 % de decoloracion en 30 minutos, con los mediadores naturales
acetosiringona y siringaldehido, respectivamente. En el presente trabajo, si bien la
decoloraciéon obtenida en 24 h fue superior con AViy HBT, la velocidad de reaccién fue
mayor con MS, un mediador de origen natural, alcanzandose cerca de 70 % de

decoloracion en 5 minutos.

100 | ™5min m2h O24h

80 r ‘}

60

Decoloracion (%)

40

20

e ddBR 4

Sinmediador AVi1.0mM AVi0.5mM HBT1.0mM HBT0.5mM MS1.0mM MSO0.5mM AcV1.0mM AcV0.5mM

Figura V-4. Estudio de la decoloracion de RB5 con lacasa de P. sanguineus (1000 UE/L)
y distintos mediadores redox (1.0 y 0.5 mM). AVi: 4cido viollrico,
HBT: hidroxibenzotriazol, MS: metil siringato, AcV: acetovainillona. Se representa el
promedio de dos medidas.

Lanaset Grey G fue de los tres colorantes estudiados el mas recalcitrante a la
decoloraciéon con lacasa de P. sanguineus y con los sistemas lacasa-mediador
empleados. Solamente con acido viollUrico se superé el 50 % de decoloracién,
alcanzando 82 % a las 24 horas para la concentracién 0.5 mM, mientras que con el
doble de concentracion el efecto del mediador fue considerablemente menor. Ocurrié

lo opuesto para el mediador HBT, con el cual se obtuvo 42 % de decoloracién a las 24 h
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en concentracion 1.0 mM pero disminuyé a 30 % con la concentraciéon 0.5 mM

(fig. V-5).

100 05 min m2h W24h

BO -

60 -

Decoloracion (%)

40 -

. .IIJJ ad .1

Sin mediador AVil.0mM AVi0.5mM HBT1.0mM HBTO0.5mM MS1.0mM MSO0.5mM AcV1.0mM AcV0.5mM

Figura V-5. Estudio de la decoloracién de LG con lacasa de P. sanguineus (1000 UE/L)
y distintos mediadores redox (1.0 y 0.5 mM). AVi: acido Vviolurico,
HBT: hidroxibenzotriazol, MS: metil siringato, AcV: acetovainillona. Se representa el
promedio de dos medidas.

Para este colorante la mayor parte de los estudios de biodecoloraciéon publicados
utilizan hongos en lugar de enzimas aisladas [218-221]. En los que se empled lacasas
producidas por distintos hongos se observé como aqui una mayor resistencia a la
degradacion y la necesidad de emplear el sistema lacasa-mediador. Por ejemplo, se
alcanzé 50 % de decoloracion de una solucion de LG (75 mg/L) con la lacasa cruda de
Cerrena unicolor sin mediador en 20 h [222]; 30 % para una solucién 100 mg/L con
lacasa soluble y 50 % con la inmovilizada del hongo Coriolopsis gallica sin mediador
redox en 24 h [212]; 30 % de una solucion 150 mg/L con la lacasa de Trametes
versicolor en 24 h sin mediador [218]; mientras que con la lacasa de Trametes hirsuta
no se obtuvo decoloracién de LG (75 mg/L) [222]. Por otro lado, en presencia del
mediador redox HBT (1.0 mM) fue posible obtener 86 % de decoloracidn de la solucidn
100 mg/L de LG en 24 h con la lacasa de C. gallica inmovilizada en esferas de alginato

de calcio [212].
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3.1.1 Discusion

El género Pycnoporus es conocido por expresar lacasas de alto potencial redox y baja
especificidad las cuales son capaces de degradar colorantes sintéticos recalcitrantes de
estructura variada [137]. Es asi que se ha reportado la aplicacidén de lacasas aisladas de
Pycnoporus sanguineus en algunos procesos de decoloraciéon [121,147,152,223-226].
En este trabajo se estudié el efecto de distintos sistemas-lacasa mediador, con
mediadores de tipo natural y sintético y se probaron distintas concentraciones de
enzima y mediador con el objetivo de encontrar las menores concentraciones que
permitan la degradacion de cada colorante en un tiempo razonable.
Esto es importante considerando la posible reduccién de costos del proceso, ademas
de que los compuestos utilizados como mediadores pueden presentar toxicidad o
generar especies toxicas, y dicha toxicidad dependera de la concentracién de los
mismos en la solucidn resultante luego del tratamiento enzimatico. En este estudio,
para dos de los colorantes se obtuvo la mayor velocidad de reaccién con el mediador
de origen natural metil siringato. En presencia de MS a temperatura ambiente fue
posible decolorar AR88 90 % y RB5 80 % a los 5 minutos. Esto se podria explicar por la
estructura del compuesto fendlico ya que MS posee en posicidn para un grupo ester
con baja capacidad para atraer electrones, lo cual aumentaria la vida media de la
forma oxidada (radical fenoxi) y con ello la capacidad para promover las oxidaciones
radicalarias de los colorantes [41].

Por otro lado, en relacién a las concentraciones de mediador y enzima utilizadas, se
observé que la reduccién de la concentracion de mediador en muchos casos no afecté
la decoloracion obtenida o incluso mejord el resultado. Esto se observd por ejemplo
para Reactive Black 5 con AcV o para Lanaset Grey G con AVi.

La eficiencia menor en la decoloracion para concentraciones crecientes de mediador
redox ha sido descrita por ejemplo para hidroxibenzotriazol y acido violurico y se ha
relacionado con la generacién de especies reactivas en la oxidacién del mediador, las
cuales actuan inhibiendo la enzima [34,42,227]. Si bien esto se ha atribuido
exclusivamente a los mediadores artificiales [228], en el trabajo de Camarero et al.
(2005) se observé el mismo resultado en la decoloracion de RB5 con acetosiringona

[35]. Por otro lado, aunque todos los mediadores utilizados en dicho trabajo fueron de
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tipo natural, se pudo observar distintos comportamientos. Por ejemplo, en el caso de
acido p-cumarico se obtuvo una relacidn directamente proporcional de la decoloracién
con la concentracion del mismo, mientras que en otros casos se alcanzé una meseta.
Por lo tanto, se puede concluir que no es posible predecir la concentracion de
mediador (ya sea de tipo natural o artificial) que resultara eficiente en una reaccion de
decoloracion con lacasa.

En cuanto a la actividad lacasa utilizada, se comprobé con el colorante AR88 que el
aumento de la misma no estd asociado necesariamente a un aumento en la
decoloraciéon obtenida. Por lo tanto, estas observaciones indican que para cada
reaccién en particular se deberia optimizar las concentraciones empleadas. Resultarian
apropiados para este fin los disefios experimentales de superficie de respuesta, tal

como se ha realizado en otros estudios reportados [203,209].

> En este estudio, los 3 colorantes fueron degradados con el sobrenadante del
cultivo de P. sanguineus que contenia lacasa como Unica enzima del sistema
ligninolitico. La enzima fue capaz de degradar el monoazo AR88 sin requerir de la
adicién de un mediador redox (si bien en presencia de MS la decoloracién fue mayor).
Para los otros dos colorantes fue necesario el sistema lacasa-mediador, en

concordancia con un aumento en la complejidad de sus estructuras quimicas (fig. V-6).

/] e
lacasa + MS

AR88 2 ] (85 %)
lacasa + MS

> (70 %)

RB5 it ‘

lacasa + AVi

g (82 %)

LG

Figura V-6. Decoloracion de Acid Red 88, Reactive Black 5 y Lanaset
Grey G con lacasa no purificada de P. sanguineus y mediadores redox
(0.5 mM) en 24 h a pH 4.8y 22 °C. Se indica el porcentaje de decoloracion
obtenido en cada reaccion.
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3.2 Degradacion de colorantes sintéticos con lacasa de Trametes villosa

3.2.1 Degradacion de un colorante antraquindnico con lacasa inmovilizada

de Trametes villosa

Se pudo probar la capacidad de la lacasa de T. villosa inmovilizada en TSI para degradar
el colorante RBBR. El tratamiento enzimatico modificé el color de la solucidon de azul a
naranja claro (fig. V-7).

Como se puede observar en la figura V-8, el proceso de decoloracion fue casi
completo luego de 24 horas de reaccidn. Se alcanzdé un porcentaje de decoloracién
del orden de 90 % en este tiempo. Dicho resultado indica que el biocatalizador

insoluble no presentd problemas de difusion para este sustrato.

lacasa—TSI

v

24 h, pH 4.8,22°C

Figura V-7. Reaccion de decoloracion de RBBR con lacasa de
T. villosa parcialmente purificada inmovilizada en TSI-agarosa.

100
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40

Decoloracion (%)

20

40min  2h 12h 24h 97h 123h

Tiempo de reaccion

Figura V-8. Cinética de decoloracidon de RBBR con el derivado lacasa-TSI.
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En la figura V-9 A se muestran los cromatogramas de HPLC de las muestras
correspondientes a distintos tiempos de reaccidn registrados a 595 nm, donde absorbe
el cromdéforo antraquindnico. Se pudo observar que la estructura del colorante fue
modificada en un tiempo menor o igual a 40 minutos ya que desaparecio el pico con
tiempo de retencidn (tg) 16.5 min, mientras que aparecié otro con menor tg a 4.5 min.
Sin embargo, la estructura del croméforo antraquindnico se mantuvo en los productos

de reaccion hasta las 12 horas inclusive.
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Figura V-9. Analisis de la reaccidn de decoloracion de RBBR por HPLC-DAD.
A. Cromatogramas de muestras tomadas a distinto tiempo de reaccion registrados
a 595 nm; fotografia de las soluciones y ruptura inicial propuesta para la molécula
de colorante [229,230]. B. Los mismos cromatogramas registrados a 290 nm.
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Este resultado coincide con el color azul que presentaron las alicuotas de la mezcla de
reaccion, lo que se puede ver en la fotografia de la figura V-9 A. Ademas, concuerda
con lo reportado en bibliografia, donde se propone la ruptura de la molécula
originando dos productos (como se indica en fig. V-9 A), uno de los cuales conserva
dicho croméforo [229,230]. Los productos formados hasta las 123 h de reaccion se
pudieron observar al registrar los mismos cromatogramas a 290 nm (A del colorante
en region UV), indicando la presencia de enlaces conjugados en los mismos. Dichos
compuestos eluyeron sin ser resueltos en las condiciones de corrida utilizadas, con

tiempos de retenciéon de entre 3 y 5 minutos (fig. V-9 B).
3.2.1.1 Discusién

Este colorante sintético pertenece a la segunda clase mas importante de colorantes
textiles [88]. A nivel industrial se utiliza como material de partida en la
produccién de colorantes poliméricos y como colorante textil para el tefiido de
fibras de celulosa como el algoddn. Dado que se fija a las fibras a través de enlaces
covalentes se lo clasifica como colorante reactivo. Dichos enlaces se forman entre el
grupo vinilo activado del colorante y los grupos OH de las fibras de celulosa
[231].

Al igual que el colorante diazoico RB5, RBBR es uno de los mas utilizados en estudios
de biodecoloracién con lacasas en los cuales es empleado como modelo de colorante
antraquindnico [152,153,204,207,208,212-214,222,227,229,230,232-247].

En general, este tipo de colorante presenta menor resistencia a la oxidaciéon enzimatica
por lacasas que los colorantes azoicos [204]. En particular, el RBBR ha sido
efectivamente decolorado sin necesidad de mediadores redox por lacasas de distintos
hongos como por ejemplo Trametes versicolor [207,214,247], Coriolopsis gallica [212],
Echinodontium taxodii [243], Cerrena sp. [245] o Pycnoporus sanguineus [152,223] y
también en presencia de mediadores redox como en el caso de la lacasa de
Ganoderma lucidum [235] o de Trametes trogii [246]. El colorante es utilizado en
algunos casos como sustrato para identificar hongos productores de lacasa, dada la
relativa facilidad con la que es oxidado por la enzima [248]. Al igual que Pycnoporus
sp., el género Trametes se caracteriza por expresar lacasas de elevado potencial redox

[20]. Por otro lado, se reportd la decoloracién de RBBR (90 % en 16 h) con una lacasa
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de Trametes villosa sin mediadores redox [198]. Por lo tanto, era de esperar que la
enzima producida por la cepa nativa de T. villosa utilizada en este estudio fuera capaz

de degradar el colorante tal como fue observado.

El uso de RBBR en este ensayo permitié comprobar la eficacia del biocatalizador en
fase sélida obtenido en base a la lacasa inmovilizada en TSl-agarosa en la degradacién
de un colorante antraquinénico. Ademas, como fue informado en el Capitulo IV, se
demostré que el derivado fue eficiente en 4 ciclos de uso consecutivos, lo cual por otro

lado indica su potencial para ser aplicado en procesos continuos.

3.2.2 Degradacion de colorantes azoicos con lacasa de Trametes villosa

3.2.2.1 Decoloraciéon de AB172 y AR88 con lacasa soluble de Trametes villosa y

mediadores redox

El objetivo de este experimento fue estudiar el efecto de distintos mediadores redox
en las reacciones de decoloracion con lacasa de Trametes villosa y seleccionar el mas
adecuado para proseguir con el estudio.

Para AR88 se obtuvo resultados similares con los 4 mediadores utilizados (fig. V-10),
superando en 10 % la decoloracién obtenida con el control de lacasa sin mediador. Se
selecciond vainillina entre los mediadores “naturales” (Vai, AcS y AcV) considerando su

menor costo.
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Lacasa Llacasa Llacasa lacasa Llacasa Llacasa Lacasa lacasa Llacasa lacasa
soluble +Vai  +AcS +AcY  +AViI soluble +Vai +AcS +AcV  +AVI

Figura V-10. Decoloracién de Acid Red 88 (izq) y Acid Black 172 (der.) con lacasa de
T. villosa con mediadores redox (t = 24 h). Vai: vainillina, AcS: acetosiringona, AcV:
acetovainillona, AVi; acido violurico.
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En las reacciones de AB172 se observaron resultados muy variables, obteniéndose el
mayor porcentaje de decoloracién (95 %) con acido violurico, por lo cual fue el

mediador seleccionado para este colorante.

3.2.2.2 Decoloracion de AR88 y AB172 con el derivado lacasa-TSl-agarosa

El derivado insoluble presentdé una gran capacidad para decolorar los colorantes
azoicos AR88 y AB172 en presencia y ausencia del mediador redox correspondiente
(fig. V-11y 12).

Como se puede observar en la figura V-11, AR88 fue decolorado por el biocatalizador
insoluble tras 24 horas de reaccién, y el grado de decoloracién aumentd en presencia
del mediador redox, alcanzando porcentajes de decoloracién del orden del 80y 97 %,
respectivamente.

A diferencia de AB172, no se observd adsorcion de AR88 a ninguna de las matrices
utilizadas como control. Es importante aclarar que no se observaron diferencias entre
los controles de adsorcién realizados con agarosa, TSI-agarosa y TSl-agarosa bloqueado
con glutation para ninguno de los colorantes.

Los mejores resultados de decoloracién para ambos colorantes fueron obtenidos con
la lacasa inmovilizada y el mediador redox correspondiente, alcanzando 90 % para

AB172 y 97 % para AR8S (fig. V-11).
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Lacasa lacasa  TSl-lac  TSkLac Control lacasa lacasa TSllac TSlHlac Control
soluble +Vai +Vai adsorcién soluble  +AVi +AVi adsorcion

Figura V-11. Decoloracién de Acid Red 88 y Acid Black 172 (100 ppm) con lacasa de
Trametes villosa soluble e inmovilizada (100 UE/L), sin o con mediador redox

(1.0 mM), y control de adsorcién en el soporte utilizado para la inmovilizacion
(t=24h).
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"
A1.‘J A2. &

Figura V-12. Reacciones de decoloracién (t = 24 h) de AR88 (A1) y AB172 (B1).
A2 de izquierda a derecha: control de adsorcién; decoloracién con
Lacasa-TSl-agarosa y decoloracidn con lacasa-TSl-agarosa + Vai. B2 de izquierda a
derecha: control de adsorcién; decoloracidn con Lacasa-TSl-agarosa; decoloracion
con Lacasa-TSl-agarosa + AVi.

B1. B2.

En el estudio de estabilidad operacional del biocatalizador insoluble se observé que la
capacidad de decoloracién se redujo gradualmente para los dos colorantes en los 3

usos consecutivos realizados (fig. V-13).

100
B0 +
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Decoloracién (%)
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1 27 3 1 2 3
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Figura V-13. Reutilizacidn del derivado lacasa-TSl-agarosa
en la decoloracion de AR88 con Vai 1.0 mM (izq.) y AB172
con AVi 1.0 mM (der.).

No se observd un efecto del aumento de concentracién de mediador redox en la
decoloracion de AR88 por encima de 0.1 mM, por lo que se puede utilizar esta
concentracion de vainillina, para reducir el costo relacionado a dicho reactivo y la

potencial toxicidad asociada al mismo (fig. V-14 A).
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Figura V-14. Decoloracion de AR88 con el derivado lacasa-TSl-agarosa
y concentraciones variables de vainillina (24 h de reaccién).

En el caso de AB172, concentraciones de acido violurico menores a 0.5 mM resultaron
en un porcentaje menor de decoloracién en 24 y aun en 40 horas de reaccién, no
justificando el empleo del sistema lacasa-mediador si se compara con el resultado para
el derivado sin mediador redox (fig V-15). En la figura V-16 se puede observar las
soluciones resultantes de la decoloracién de AB172 con las distintas concentraciones

de AVi y cdmo el colorante que es adsorbido inicialmente en el derivado también es

degradado.
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Figura V-15. Decoloraciéon de AB172 con el derivado lacasa-TSl-agarosa y
concentraciones variables de acido violurico para 24 y 40 h de reaccion.
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Figura V-16. Decoloracién de AB172 con el derivado lacasa-TSl-agarosa
y acido violurico (0.00 a 1.00 mM), para 24 h (a) y 40 h (b) de reaccion.

3.2.2.3 Anadlisis de las reacciones de degradacion de AR88 y AB172 por HPLC

En la figura V-17 se muestran los resultados obtenidos para el colorante AR88 en la
elucién por gradiente de 70 a 90 % de metanol. En la misma se observa un pico a
tr = 14.3 min correspondiente al colorante. Este pico no aparecié en el cromatograma
de la mezcla de reaccién a las 24 h, por lo que se concluye que la molécula del

colorante ha sido modificada.
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— colorante AR88
8.0+ .« _eoppe
[ —— vainillina
—— mezclade reaccién
707 alas 24 h
[l
6.0
5.0 ‘
\
4.0+
| A
3.0 | N
| |
(. [\
2.0 _ J \ )\
B o T S R
1.0 20 30 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 140

Figura V-17. Cromatogramas superpuestos de AR88 (tg 14.3 min), vainillina (tg 6 min)
y mezcla de reaccidn a 24 horas (tg 4 - 6.5 min), registrados a 254 nm.

Los productos (“mezcla de reaccion a 24 h”) eluyeron en un tiempo menor préoximo a 5
minutos sin resolverse, por lo cual fue necesario ajustar las condiciones de corrida para
los mismos. El mediador vainillina presentd un tg de 6 minutos, superponiéndose con

el tiempo de elucién de los productos.
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En la figura V-18 se muestra el cromatograma resultante de la modificaciéon de las
condiciones de elucién para mejorar la resolucion de los productos de reaccién.
Se puede observar que la solucion resultante de la decoloracidn de AR88 consiste en
una mezcla de numerosos compuestos. Ademas, ninguno de los productos formados
mostré absorbancia a la Amdx del colorante de la region visible (500 nm), por lo cual se
pudo deducir que la parte de la estructura del colorante que actia como cromdforo a
ésta longitud de onda no estd presente en los mismos. Este resultado concuerda con la
disminucion de absorbancia observada previamente en las medidas
espectrofotométricas.

uV

150004

254 nm
—— 500nm

125004 {l
10000@
7500@
souoé Ll

25000

0,0 25 5.0 7.5 10,0 12,5 15,0 17.5 t(min)

Figura V-18. Cromatograma de los productos de degradacién de Acid Red 88
(mezcla de reaccién 24 h), registrado a 254 y 500 nm.

Con las mismas condiciones de corrida utilizadas para la mezcla de productos se
inyectd vainillina y se observd que este compuesto eluyé aproximadamente a 6.7
minutos (fig. V-19 A). En el cromatograma de la mezcla de reaccidn se observé un pico
préximo a este tg que podria corresponder al mediador redox (fig. V-19 B).

Se pudo comprobar que este compuesto fendlico fue transformado en la reaccion y no
reconvertido a su estructura inicial como se esperaria de un mediador redox “ideal”.
De acuerdo a lo reportado en literatura el resultado concuerda con lo observado para

distintos compuestos utilizados como mediadores redox, los cuales en general en lugar

de reciclarse en la reaccion redox, son derivados a reacciones secundarias [37,39,41].
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Figura V-19. A Cromatogramas superpuestos de la mezcla de reaccion con los
productos de degradacién de Acid Red 88 y el mediador redox vainillina (254 nm y
300 nm). B. Ampliacién de A entre 4 y 8 minutos. La longitud de onda 300 nm
corresponde al maximo de absorbancia para el mediador vainillina.

A diferencia de lo observado para AR88, el cromatograma correspondiente al

colorante Acid Black 172, no presentd un unico pico (fig. V-20). Es importante

considerar que la muestra de colorante que se utilizd no es de calidad analitica sino

gue se trata de una muestra suministrada por una empresa local. En esta muestra se

resolvieron 3 picos que eluyeron proximos entre si (22.3, 24.5, 25.7 minutos, fig. V-20),

con absorcién a 572 nm, y otro pequefio a 5.5 minutos detectado por su absorcién a

254 nm.
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Figura V-20. Cromatogramas superpuestos de (de abajo a arriba): la solucion de Acid
Black 172 (572 y 254 nm), mezcla de productos de reaccién (572 y 254 nm) y acido
violurico “AVi” (254 nm).

Los compuestos de los tres picos principales podrian presentar cierta similitud en su
estructura no solo por la proximidad a la que eluyeron sino porque presentan

espectros de absorcidn similares (fig. V-21 A-C).

El colorante AB172 es un complejo 1:2 de cromo (lll), con dos moléculas azoicas como
ligandos tridentados, es decir que coordinan a través de tres enlaces cada uno (ver
tabla V-I).

El cromo se utiliza en este tipo de colorantes como mordiente para el teiido de lanas
[87]. En literatura se encontrd una posible explicacion para la presencia de los 3
compuestos observados. La sintesis del colorante puede dar lugar a 3 isdmeros
originados por la unién de los dos ligandos al cromo en distintas orientaciones. Esta
isomeria se denominé Na/NB y ocurre cuando los ligandos 0,0’-dihidroxiazo son

asimétricos (fig. V-22) [87].
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Figura V-22. Isomeria Na/NB originada en la sintesis de complejos de cromo con
ligandos azoicos asimétricos. Los complejos 1:2 dan lugar a estas 3 posibles
configuraciones. Tomado de Baldwinson & Shore (1990) [87].

En el cromatograma correspondiente a la mezcla de reaccion se observd la
desaparicion de los 3 picos confirmando la transformacidn del colorante. Ademas, esta
muestra no presentd picos con absorbancia a 572 nm, lo cual demostré que dicha
transformacién modificé la estructura del cromdforo (fig. V-20).

El mediador acido violurico eluyd con tg =5 min y en la mezcla de reaccién un pico de
gran intensidad a 254 nm coincidié exactamente con este.

En este caso también se observé el consumo del mediador redox en la reaccion (el pico
observado en el cromatograma del acido violurico fue de mayor tamafio que el
observado en la muestra de productos de decoloracién), aunque no de forma total
como en la reaccién de AR88 y vainillina.

En cuanto a los productos, no se observd ningln pico de gran intensidad a distintas
longitudes de onda (aparte del que coincidié con el mediador redox), sino varios
pequeiios entre los que se destaca uno con tg = 6.5 minutos, que presenté absorcién
en la regidon UV. La resolucidon de los componentes de esta muestra podria ser
mejorada modificando las condiciones de corrida para continuar con el estudio

analitico de los productos obtenidos.
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3.2.2.4 Discusion

Se realizo la degradacién enzimdatica de dos colorantes pertenecientes a la principal clase
de colorantes sintéticos de aplicacién industrial. Se seleccionaron dos colorantes azoicos
con estructuras de distinta complejidad, los cuales son utilizados en el teiiido de distintos
materiales, como por ejemplo seda, poliamida, lana y cuero en el caso de AR88 [249] y
en el tefido de lana, poliamida, cuero y papel en el caso de AB172 [250].

Acid Red 88 fue eficientemente degradado por la lacasa de T. villosa tanto en forma
soluble como inmovilizada, asi como por la lacasa presente en el sobrenadante del
cultivo de P. sanguineus, tal como se informé en 3.1. Es posible encontrar diversos
estudios sobre tratamientos fisicoquimicos para este colorante [249,251-261], asi
como algunos en los que se aplicaron métodos de biodegradacién [196,262,263]. El
Unico estudio previo donde se realizd la degradacidon enzimdtica del colorante fue
reportado por Dias et al. [196]. La enzima utilizada en este caso fue la lacasa de un
basidiomicete (EUC1) y la misma fue eficiente en la decoloracién sin requerir un
mediador redox, aunque el resultado no fue cuantificado.

En el caso de AB172 se encuentran algunos estudios donde se realizé la degradacion
del colorante mediante métodos fisicoquimicos [250,264,265] y otros donde se
efectud su biodegradacion [266-270]. Entre los ultimos, se encuentra un estudio de
biodecoloracién enzimdtica en el que se utilizé la lacasa de Trametes pubescens
inmovilizada en perlas de quitosano, con la cual se obtuvo 69 % de decoloracidn sin
mediador redox en 48 horas de reaccion (para una solucién 50 mg/L de AB172, con
1000 UE/L de enzima) [270]. Si bien este valor es comparable al obtenido con la lacasa
inmovilizada de T. villosa en este trabajo, la eficiencia de esta enzima fue mayor,
considerando que se utilizd el doble de concentracién de colorante y una actividad

lacasa diez veces menor.

En relacién a estos estudios entonces se pudo concluir:

> Fue posible degradar colorantes pertenecientes a las principales clases de los
colorantes utilizados en la industria textil mediante lacasas producidas por cepas
nativas de basidiomicetes aisladas en Uruguay.

Ademas, se comprobd que la efectividad de la biodecoloracion depende de diversos
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factores tales como la fuente y concentracién de la enzima empleada, la estructura de
los colorantes, el tiempo de incubacién y el agregado de mediadores redox, asi como la
concentraciéon y la naturaleza de los mismos, tal como se describe en literatura [271].
Por otra parte, se demostrd la eficacia del biocatalizador insoluble obtenido en base a
lacasa de Trametes villosa por el método covalente reversible en la degradacién de

colorantes sintéticos.
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1. OBJETIVO

e Evaluacién ecotoxicolégica del tratamiento enzimatico realizado sobre
los colorantes azoicos Acid Red 88 y Acid Black 172 con lacasa inmovilizada

de Trametes villosa.
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2. METODOLOGIA

2.1 Bioensayos de toxicidad aguda seleccionados

- Ensayo de inhibicién de la germinacidon y de la elongacidon de radicula e
hipocétilo de la planta vascular Lactuca sativa

- Ensayo de inmovilizacién de neonatos del microcrustaceo de agua dulce
Daphnia magna

- Ensayo de inhibicion de la luminiscencia emitida por la bacteria marina

Vibrio fischeri (Microtox®)

2.2 Muestras analizadas

— Solucién de colorante: Acid Red 88 (AR88) y Acid Black 172 (AB172), 100 ppm.

— Solucién con productos de la degradacion enzimdtica del colorante
correspondiente.

— Solucién del mediador redox utilizado en la reaccién de decoloracion: vainillina

0.1 mM para AR88; acido violurico 1.0 mM para AB172.

El propésito del estudio fue comparar la toxicidad de la mezcla obtenida con respecto
a la inicial del colorante. Se debe tener en cuenta que la concentracién de los
compuestos presentes en la mezcla de productos de reaccion es desconocida. Por otro
lado, el estudio del efecto del mediador redox se realiz6 a modo de control, en la
misma concentracion utilizada en la biotransformacion.

Las soluciones fueron preparadas de distinto modo segln el bioensayo en el que
fueron analizadas y la reaccion de decoloracion fue llevada a cabo en esas condiciones
de modo de obtener resultados comparables entre las 3 muestras:

- Para los ensayos de L. sativa y Microtox® se utilizé una solucién de sales de fosfato:
NaH,PO4- Na;HPO4, 25 mM, pH 5.0

- Para el ensayo de D. magna se utilizéd una solucién salina compuesta por sales de

fosfato y agua mineral comercial, pH 6.0 (ver seccion 2.5.2)
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2.3 Reacciones de decoloracion

Las reacciones se realizaron en batch (sistema discontinuo) incubando la solucién de
colorante 100 ppm con el respectivo mediador redox (Vai 0.1 mM o AVi 1.0 mM) y una
alicuota de derivado TSI-lacasa de T. villosa (100 UE/L), con agitacion en rototorque
durante 24 h, a 22 °C.Para detener la reaccién se filtré la mezcla reactiva separando el

derivado insoluble de la solucidn con los productos de reaccién.

Nota: La seleccion de la concentraciéon 100 mg/L para los colorantes en esta reaccion y
como concentracion maxima para su analisis en los bioensayos de L. sativa y D. magna
se basd en los criterios establecidos por el Sistema Globalmente Armonizado (SGA) de

clasificacién y etiquetado de sustancias quimicas [272].

2.4 Ensayo de toxicidad aguda con semillas de Lactuca sativa L

El ensayo se realizd mediante la adaptacién del protocolo descrito en el libro “Ensayos
toxicolégicos y métodos de evaluacién de calidad de aguas: estandarizacion,
intercalibracién, resultados y aplicaciones” [96]. Este fue desarrollado en base a
recomendaciones de diferentes organismos de proteccién ambiental, para la
evaluacidn ecotoxicoldgica de muestras ambientales y compuestos puros.

Durante el trabajo experimental realizado en esta Tesis fue necesario realizar algunas

modificaciones menores, por lo que se describe aqui el procedimiento detallado.

2.4.1. Organismos de prueba

Los organismos de prueba de este ensayo fueron semillas de Lactuca sativa variedad
crespa verde. Se utilizaron semillas de productores locales que practican agricultura
organica para asegurar que estas no fueran curadas con fungicidas y/o plaguicidas2.

Fue necesario verificar que el lote de semillas empleado presentaba buen poder
germinativo y baja variabilidad en la elongacién de la radicula e hipocétilo.
Para esto, previo a la implementacidn del ensayo, se comprobd que el lote tuviera un
porcentaje de germinacion superior a 90 % y variabilidad de la elongaciéon de la

radicula e hipocodtilo con un coeficiente de variaciéon (CV) menor a 30 %.

? Organizacion No Gubernamental - Redes-Amigos de la Tierra Uruguay -.
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Cuando se utilizo un lote o cultivar nuevo de semillas, se definié las condiciones de luz
y temperatura éptimas para la germinacion. Las semillas seleccionadas se almacenaron
fraccionadas a 4 °C, en oscuridad y en ambiente seco. Conservadas en estas

condiciones las mismas mantienen su vigor al menos durante dos afios.

2.4.2. Control negativo

Si bien el protocolo consultado para la realizacion del ensayo recomienda utilizar agua
dura reconstituida segin la Norma APHA (1992), en este caso fue necesario evaluar
distintas soluciones tampdn para obtener una que cumpliera con dos condiciones
simultdneas. Estas son, por un lado proporcionar el medio necesario para la reaccién
catalizada por lacasa de T. villosa en la que se obtuvo la muestra a analizar, y por el
otro, aportar las condiciones de pH y osmolaridad adecuadas para que ocurra la
germinacién y el desarrollo normal de las plantulas de lechuga.

En base a este estudio (ver Anexo VI-1) se selecciond la solucién de fosfatos de sodio
NaH,P0O,4-Na,HPO,4, 25 mM, pH 5.0, para las reacciones de decoloracién y para realizar
las diluciones seriadas de las soluciones a testear en el bioensayo asi como para el

control negativo del mismo.

2.4.3. Preparacidn de las diluciones seriadas

Para realizar una curva dosis-respuesta se recomienda preparar un minimo de cinco
diluciones de la muestra o compuesto a estudiar, de manera que se obtengan valores
de toxicidad intermedios entre el 0 y 100 %.

Se utilizé un factor de diluciéon de 2 para la preparacidon de la serie obteniendo las
concentraciones porcentuales de 100.0, 50.0, 25.0, 12.5 y 6.3 %. Donde 100 %
corresponde a la concentracidn inicial sin diluir de las soluciones 100 ppm de cada
colorante, la solucién 0.1 mM de vainillina, la de acido violurico 1.0 mM, y la de los
productos de reaccién, de concentracion desconocida. La concentracion 0 %

corresponde al control negativo del ensayo.

2.4.4. Procedimiento del ensayo

Se coloco en placas de Petri limpias de 90 mm de didametro dos discos de papel de

filtro Whatman N° 1 de 80 mm de diametro.
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Se impregné el papel de filtro en cada placa con 4.0 mL de la solucién correspondiente
asegurando que quedara bien humedecido sin que se formen bolsas de aire, con
sobrante de liquido para evitar la desecacion. Para asegurar la disponibilidad de
oxigeno necesario para el normal desarrollo del proceso de germinacion las semillas no
deben quedar sumergidas.

Con la ayuda de una espatula, se colocé cuidadosamente 20 semillas, dejando espacio
suficiente entre ellas para permitir la elongacién de las raices como se observa en la
figura VI - 1b. Las placas se sellaron con papel Parafilm M para evitar la pérdida de
humedad y se incubaron durante 120 horas en la oscuridad, en una cdmara
termostatizada a 20 °C. Se realizaron 5 repeticiones para cada dilucién ensayada asi

como para el control. El disefio experimental se puede observar en la figura VI -1a.

2.4.5. Medida de los puntos finales para la evaluacion de la fitotoxicidad

III

El término “punto final” se refiere a la respuesta o efecto seleccionado para evaluar la
toxicidad de un compuesto o mezcla sobre determinado organismo de prueba.
También se refiere al valor o parametro que expresa cuantitativamente el resultado
del bioensayo de toxicidad. Por ejemplo CI50 (concentracidn inhibitoria media), CE50
(concentracion efectiva media) y CL50 (concentracidn letal media), corresponden a la
cantidad de compuesto que produce el efecto especificado sobre el 50 % de los
organismos expuestos. Asimismo, se puede utilizar los valores NOEC y LOEC 3, los
cuales representan la mayor concentracion para la que no se observa efecto

estadisticamente significativo respecto al control y la menor concentracidn para la que

se observa efecto estadisticamente significativo respecto al control, respectivamente.

En este caso, los puntos finales evaluados fueron el efecto en la germinacién, en la
elongacion de la radicula y en la del hipocétilo (fig. VI -1c). Cada punto final se evalud
comparando el efecto generado en los organismos expuestos a la muestra con

respecto a la respuesta en los organismos del control negativo.

3 Considerando que el uso de las siglas NOEC y LOEC se encuentra muy extendido en idioma inglés, se
mantienen las mismas sin traducirlas al castellano.
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Figura VI-1. Ensayo de toxicidad aguda con L. sativa. a. Disefio experimental.
b. Disposicion de semillas de L. sativa en la placa de petri sobre papel de filtro
embebido en solucién a testear. c. Plantulas de L. sativa desarrolladas en el control
negativo durante la duracidn del ensayo. d. Plantula de lechuga al finalizar el ensayo,
se sefala radicula e hipocétilo. e. Medicién manual de longitud de radicula e hipocétilo
de plantula descongelada.

e Efecto en la germinacion:
Se registré el numero de semillas que germinaron normalmente, considerando como

criterio de germinacion la aparicion visible de la radicula.

e Efecto en la elongacidn de la radicula e hipocétilo:

Utilizando una regla se midié cuidadosamente la longitud de la radicula y del hipocétilo
de cada una de las plantulas correspondientes a cada dilucién de muestra y al control
(fig. VI -1d). La medida de elongacién de la radicula se realizd desde el nudo (region
mas engrosada de transicion entre la radicula y el hipocétilo) hasta el apice radicular.
La medida de elongacién del hipocétilo se realizé desde el nudo hasta el sitio de

insercion de los dos cotiledones.
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Para facilitar la medicién se procedid a congelar las placas de Petri de todos los
tratamientos y se descongelaron a medida que se realizé la medicién. De esta manera,
las plantulas descongeladas adquieren una consistencia blanda que favorece la
manipulacidon. Este procedimiento reduce la variabilidad en las medidas

principalmente cuando el crecimiento de las radiculas es ensortijado o no es parejo.

2.4.6. Calculos para la expresion de los resultados

e Porcentaje de inhibicion en la germinacion:

Normalmente, cuando se observa inhibicién mayor al 50 %, se debe calcular la
concentracion que produce el 50 % de inhibicion o efecto mediante el uso de un
programa estadistico o un método grafico basado en la curva dosis-respuesta.

Sin embargo en este caso la inhibicién fue inferior al 50 % por lo cual se realizé el
analisis de comparacion de medias mediante el test de Tukey, verificando la
significancia estadistica en el efecto, para analizar si existen diferencias entre los

distintos tratamientos.

e Promedio y error estandar de la elongacién de la radicula y del hipocétilo de las
plantulas:

Si se observa inhibicién en el crecimiento de la plantula respecto al control negativo, se
calcula el porcentaje de inhibicién del crecimiento de la radicula y del hipocétilo, a
partir del promedio de elongacién para cada dilucién respecto del promedio de
elongacion del control y se calcula el valor de concentracién inhibitoria media Clso.
Dado que el efecto de inhibicién no fue evidente se graficé la longitud promedio de
radicula e hipocétilo vs concentracién, para la visualizacién de los resultados. Se realizé
el analisis de comparacion de medias mediante el test de Tukey.

Para la interpretacién de los resultados se debe tener en cuenta que los efectos
cuantificados sobre la elongacién de la radicula o del hipocdtilo son considerados
efectos subletales mientras que la inhibicidn en la germinacidon puede considerarse

como un efecto letal.
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2.5. Ensayo de toxicidad aguda con Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)

Este estudio se implementdé mediante una adaptacion del método recomendado en la
Guia N° 202 de la Organizacion para el Desarrollo y Cooperacion Econémica (OECD):
“Daphnia sp., Acute Immobilisation Test” [110] y segun lineamientos aportados por
personal del Departamento Aguas y Productos Quimicos del Laboratorio Tecnoldgico
del Uruguay (LATU), donde el ensayo se realiza bajo condiciones estandarizadas.
Este ensayo forma parte de los servicios ofrecidos por dicho laboratorio para el andlisis

de efluentes, muestras ambientales o sustancias quimicas.

En este ensayo las muestras utilizadas fueron el colorante AB172, el mediadoar acido
violurico y la mezcla de reaccién correspondiente. No fue posible realizar el ensayo con
el colorante Acid Red 88 ya que el mismo no se solubilizd en la solucién salina

requerida para el mantenimiento del organismo.

2.5.1. Organismo de prueba

Se utilizaron neonatos de la especie Daphnia magna Straus, con menos de 24 horas de
edad (fig. VI -2c). Todos los organismos utilizados en cada ensayo se originaron a partir
de una misma poblacién de adultos. Para reducir la variabilidad se recomienda que no
se utilice la progenie de primera camada. Ademas, los mismos deben provenir de una
estirpe saludable que no muestre signos de estrés tales como alta mortalidad,
presencia de machos y efipios (fig. VI -2a y 2b), retraso en la produccién de la primera
camada, menor niumero de neonatos por camada o animales descoloridos.

La manipulacidn de los organismos para transferir los adultos del cultivo a la cdmara
de cria, los neonatos a los recipientes con las soluciones de prueba o los organismos al
finalizar el ensayo para su observacidn bajo lupa binocular fue llevada a cabo de forma
muy cuidadosa. Los dafnidos se deben encontrar siempre en medio acuoso y no sufrir
golpes ya sea de forma directa o a través del recipiente donde se encuentran.
Para ello se utilizé una pipeta Pasteur de plastico con una abertura lo suficientemente
ancha para no ocasionar dafios a los organismos, procurando que estos ingresaran sin
entrar en contacto con el aire. Para su liberacién, se mantuvo la punta de la pipeta
bajo la superficie del agua donde se descargaron. Cuando esto se realizd para la

observacion bajo lupa, se colocd primero unas gotas del medio liquido sobre el porta-
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objeto y luego se sumergio la punta de la pipeta en las mismas como se aprecia en la

figura viI-3.

a) b)

Figura VI-2. Reproduccién de Daphnia magna. a. A la izquierda, dibujo de hembra
adulta que produce huevos diploides por reproduccion partenogenética, los cuales se
desarrollan directamente en descendientes hembra, o en machos si las condiciones
ambientales son adversas. A la derecha dibujo de hembra adulta con efipios haploides
producidos en respuesta a condiciones ambientales o de cultivo desfavorables. Estos
huevos son fertilizados por reproduccion sexual. b. Fotografia de hembra adulta con
efipios bajo la parte postero-dorsal del caparazéon. c. Neonato de D. magna:
descendencia partenogenética con menos de 12 horas luego de salir de la cdmara de
cria. Obtenido de: Capitulo 2, Introduction to Daphnia Biology Ecology, Epidemiology,
and Evolution of Parasitism in Daphnia [Internet]. Ebert D. 2005 [273]

Figura VI- 3. Manipulacion de neonatos de D. magna para la ejecucion
del ensayo y su observacion al finalizar la exposicion.
Tomado de: http://www.carolina.com/teacher-resources/Video/care-
and-handling-of-daphnia-video/tr11203.tr [274]

2.5.2. Control negativo

Para las diluciones seriadas asi como el control negativo del ensayo se recomienda en
la guia OECD el uso de agua natural proveniente de una fuente superficial o
subterrdnea, también agua reconstituida o agua potable corriente sin cloro, si los

neonatos sobreviven en la misma sin mostrar signos de estrés. Asi mismo, se
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establecen algunos criterios que debe cumplir el agua en relaciéon a dureza y a pH.
Para Daphnia magna este ultimo debe encontrarse en el rango entre 6.0 y 9.0.

En este trabajo fue necesario optimizar un medio con pH y dureza adecuada, tal que
ademas de permitir la viabilidad de los neonatos durante las 48 h de la prueba, evitara
la precipitacidon del colorante y favoreciera la actividad enzimatica en la reaccién de
decoloracion.

Se obtuvo una solucion salina de pH 6.0 con la siguiente composicion:

50 % NaH,;P04-Na,HPQO4, 25 mM, pH 5.0/ 25 % agua destilada/ 25 % agua mineral

comercial sin gas (tabla VI -1).

Tabla VI-1. Andlisis fisico-quimico del agua mineral envasada (natural, sin
gasificar) informado por el fabricante (Andlisis N° 1390595).

Parametro Valor informado

Turbiedad 0.55 NTU*
pH 7.36
Conductividad 644 uS/cm
Dureza total (como CaCOs) 163 mg/L
Alcalinidad total (como CaCOs) 228 mg/L
Fluoruros (como F) 0.34 mg/L
Cloruros (como Cl) 42.8 mg/L
Nitritos (como N) No Detectable

* Unidad nefelométrica de turbidez.
2.5.3. Preparacion de las diluciones seriadas de las soluciones problema

Las soluciones se prepararon de la misma forma como se indicé para el ensayo de
L. sativa (2.4.3), utilizando un factor de 2 para las diluciones obteniendo

concentraciones entre 6.3 % y 100.0 %.

2.5.4. Procedimiento de ensayo

Se realizd el ensayo por cuadriplicado con 5.0 mL de cada muestra (control negativo y
soluciones problema en distintas concentraciones) y 5 animales para cada una. Se
utilizaron 20 animales en total para cada concentracidn de muestra y para el control.

La incubacidn se realizd sin aireacién ni alimentacién de los neonatos en una cdmara
con control de fotoperiodo y temperatura (entre 18 y 22 °C), con un tiempo de
exposicion de 48 horas. Durante la misma se evité la pérdida de agua por evaporacién

y la entrada de polvo en las soluciones mediante el uso de papel film adherente.
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Los recipientes y demds materiales que entraron en contacto con las soluciones de
ensayo son de vidrio o de otro material quimicamente inerte. La relacién de volumen
de aire / volumen de liquido en el recipiente fue idéntico para las muestras y el

control.

2.5.5. Medida del punto final

A las 48 horas se contabilizaron los individuos muertos para cada concentracion de
solucién de prueba y en el control. Para esto se observd su inmovilidad durante 15
segundos luego de agitar en forma circular el recipiente en que se encontraban. Para
realizar una observacion individual mas precisa se transfirieron a un recipiente mas

amplio y se utilizé como apoyo una lupa binocular.

2.5.6. Expresion de resultados

Se graficé el porcentaje de neonatos muertos para cada tratamiento. Los datos fueron
analizados por el método Probit utilizando el software estadistico ToxCalc™, con el cual

se obtiene una estimacién del valor de CL50 con un intervalo de 95 % de confianza.

El criterio de performance utilizado para validar el ensayo es una inmovilidad menor al
10 % en los individuos del control negativo. Ademas se realiza un control positivo para
valorar la estabilidad de la sensibilidad de los organismos utilizando una sustancia de
referencia como el dicromato de potasio (K,Cr,05), con una frecuencia de por lo

menos dos veces al ano.

Nota: Actividades como el cultivo y mantenimiento de los organismos en el laboratorio
(incluyendo control de condiciones como luz, temperatura y pH, alimentacidn,
verificacion del estado saludable de la poblaciéon segun criterios definidos, etc.), la
seleccion y separacién de hembras adultas para la produccidn de la progenie a utilizar
en los ensayos, asi como la validacion del ensayo con el control positivo, son llevadas a
cabo de rutina en el laboratorio del Departamento Aguas y Productos Quimicos del

LATU.
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2.6. Ensayo de toxicidad aguda con la bacteria luminiscente Vibrio fischeri

(Microtox®)

Este ensayo fue realizado por el Laboratorio Ambiental de la Direccién Nacional de
Medio Ambiente (DINAMA) del Ministerio de Vivienda Ordenamiento Territorial y
Medio Ambiente (MVOTMA). El procedimiento utilizado por el laboratorio se puede
ver en detalle en el Anexo VI- 2: “6059UY - Evaluacion de la ecotoxicidad aguda de
muestras ambientales como ser aguas residuales domésticas e industriales, aguas
naturales superficiales o subterrdneas, lixiviados de residuos sdlidos industriales,
mediante el test de bacterias luminiscentes (Sistema Microtox®)”.

Se trata de un ensayo normalizado basado en protocolos de la Asociacién Americana
para la Salud Publica (APHA) y la Agencia Ambiental Canadiense (Environment

Canada).

2.6.1. Organismo de prueba

Se empled la bacteria marina bioluminiscente Vibrio fischeri (cepa B-11177 de la
coleccién NRRL). La cepa se conserva de forma liofilizada y fue reactivada en el
momento de la prueba mediante su resuspensidon en una solucién de reconstitucion

adecuada.

2.6.2. Procedimiento de ensayo

La variacién de la intensidad de luz emitida por las bacterias expuestas a la muestra
problema fue comparada con la del control negativo. Para medir la reduccion de la
luminiscencia se utilizé un fotdmetro Microtox® modelo 500 (comercializado por
Modern Water), con el respectivo software (MicrotoxOmniTM Software for Windows
version 1,15 95/98/NT o equivalente). El fotdmetro mide la luz a una longitud de onda
de 490 nm para lo que cuenta con una posicidén para la celda de lectura. Ademas, este
analizador funciona como incubador con control de la temperatura. El mismo cuenta
con los pocillos necesarios para la preparacién de las diluciones de la muestra, para la
activacion del reactivo bacteriano, para la incubacién de la bacteria durante el periodo
de exposicidon a las distintas concentraciones de la muestra asi como para el control
negativo. El periodo de exposicidn fue de 15 minutos, realizandose la lectura cuando lo

indicd el monitor del equipo.
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2.6.3. Preparacién de la muestra

Las reacciones de decoloracién para obtener las muestras a analizar se llevaron a cabo
a pH 5.0, como se menciond anteriormente es el pH necesario para favorecer la
actividad enzimatica. Sin embargo, la bacteria del sistema Microtox® requiere que el
pH se encuentre en un rango comprendido entre 6.0 y 8.0. Este factor se debe
controlar para asegurar que la disminucion de la emision de luz se debe
exclusivamente al efecto tdxico de la muestra. Por ello se procedio al ajuste previo de
pH a 6.5 de todas las muestras enviadas a analizar con una solucién de NaOH 0.5 N.

Las diluciones seriadas de las soluciones problema se prepararon utilizando un factor
de 2 obteniendo como concentraciones finales de la muestra en cada cubeta: 45.50 %,

22.75%, 11.38 % y 5.68 % (ver Anexo VI- 2).

2.6.4. Control positivo

Se realizd un control de calidad para verificar la sensibilidad del reactivo bacteriano a
un toxico de referencia. Para eso se utiliza fenol u otro compuesto de respuesta

conocida como es el caso del Zn (ll).

2.6.5. Expresion de los resultados

Con los datos de luminiscencia obtenidos el software cuantificd el punto final del
bioensayo y calculd la concentracién de la muestra que causa 50 % de inhibicién de la
luz emitida por la bacteria Vibrio fischeri (CE50).

En base al valor de CE50 se clasificé la muestra en una de las 4 categorias de toxicidad

como se puede ver en la tabla VI- 2, o como no toéxica si el valor fue mayor al 100 %.

Tabla VI-2. Clasificacion de la muestra
segun el valor de CE50 del ensayo Microtox®

CEso Clasificacion
<25% Muy tdxica
25a50 % Téxica
51a75% Moderadamente toéxica
76299 % Levemente tdxica
> 100 % No tdxica

Fuente: Qureshi 1990, p3-89. Microbiology methods manual.
Alberta Environmental Centre.
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3. RESULTADOS y DISCUSION

3.1. Resultados para el colorante Acid Black 172

En el ensayo de toxicidad aguda con semillas de lechuga no se observd efecto de
inhibicion de la germinacién para ninguna de las 3 muestras ensayadas, con un valor

de inhibicién menor a 10 % en las 5 concentraciones testeadas (tabla VI -3).

Tabla VI -3. Inhibicién de la germinacion en el bioensayo de L. sativa

Concentracion Semillas no germinadas (%)
de muestra (%) AB172 Acido Violurico Productos de reaccion
0,00" 0,0 0,0 0,0
6,25 3,0 2,0 1,0
12,50 2,0 3,0 0,0
25,00 5,0 1,0 3,0
50,00 2,0 7,0* 1,0
100,00 4,0 1,0 0,0
Concentracion Semillas no germinadas (%)
de muestra (%) AR88 Vainillina Productos de reaccién
0,00" 11,0 11,0 11,0
6,25 20,2 15,9 27,0%*
12,50 15,0 13,0 9,9
25,00 13,0 18,0 12,2
50,00 21,0 13,0 15,0
100,00 12,0 5,0 9,0

Notas: Se muestra el porcentaje de semillas que no germinaron frente a distintas concentraciones
de colorante, de mediador redox y de productos de degradacion del colorante. *Se indica con un
asterisco los resultados con diferencia estadisticamente significativa con respecto al control
negativo segun la prueba de comparacién de medias Tukey (a = 0.05). 'La concentracién 0.0 %
corresponde al control negativo.

En el caso de las respuestas de elongacion de radicula y de hipocétilo para las
muestras de colorante y de productos de decoloracién no se observd un efecto
inhibitorio con las concentraciones ensayadas. Por el contrario, en el caso de los
productos de reaccidn se observé una elongacién mayor de la radicula respecto al

control para las concentraciones inferiores a 100 % (fig. VI -4).
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Figura VI-4. Efecto de las muestras “AB172”, “productos de la reaccién de degradacién
de AB172” y “Acido viollrico” en el desarrollo de plantulas de L. sativa var crespa.
Se muestran los resultados de las dos respuestas registradas: a la izquierda “longitud
de la radicula” y a la derecha “longitud del hipocétilo”. Los resultados con igual letra
indican que no difieren significativamente segun la prueba estadistica de comparacién

de medias Tukey (p > 0.05).
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Dicho fenédmeno se denomina hormesis y se define como un efecto estimulante a dosis
bajas de una sustancia que a mayores dosis puede presentar un efecto adverso [275].
El mismo ha sido descrito en numerosos estudios para diversos organismos y variados
compuestos [275-277]. El término fue usado por primera vez en 1943 para describir el
efecto observado para un compuesto de la corteza de roble sobre el desarrollo fungico
[278]. Se propuso que puede ocurrir debido a hipercorrecciones dadas por
mecanismos de control biosintéticos a bajos niveles de dafio por el compuesto téxico.
También podria tratarse de una adaptacidn para minimizar los efectos de inhibidores
de crecimiento, mediante una reduccion de las concentraciones de los mismos en los
tejidos por un crecimiento mayor de lo normal [275]. Entre los organismos en los que
se ha puesto de manifiesto se encuentran diversas especies vegetales incluyendo la
empleada en este ensayo, observandose ademds en distintos estudios de alelopatia
[276,278,279]. Un aspecto interesante que ha sido estudiado es la posibilidad de que
los compuestos que producen el efecto puedan emplearse como fertilizante en
cultivos agricolas. Para esto es necesario conocer la concentracién efectiva del
compuesto, la reproducibilidad del efecto esperado, la variacién con las condiciones de
cultivo asi como el efecto sobre las malezas para tener un resultado favorable
[276,280].

El mismo efecto se pudo observar para el mediador redox acido violurico, por lo que es
posible que la presencia de este compuesto en la mezcla de reaccién esté relacionada
con el resultado obtenido para la misma (fig. VI -4). Para este mediador redox ademas
se detectd un efecto inhibitorio aunque solo para las concentraciones altas. Para la
mayor concentracidn se observd inhibicién de la elongacién de radicula (47.1 %) y de
hipocadtilo (46.5%) y para la concentracion 50 % (corresponde a 0.5 mM) fue inhibida la
elongacion de hipocétilo aunque solo un 16.5 %. Dado que no se observo un valor de
inhibiciéon mayor al 50 % en ningun caso, se realizd el andlisis de comparacién de

medias en lugar de calcular la concentracién efectiva 50 (CE50).

En el bioensayo de Daphnia magna el colorante AB172 presenté menor toxicidad
aguda que los productos de reaccion, como se observa en las curvas dosis-respuesta
de la figura VI -5 y los valores de dosis letal 50 (CL50). El mediador redox presentd una

toxicidad intermedia respecto a las otras dos muestras.
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Figura VI -5. Resultado del bioensayo con D. magna (48 h) para las muestras “AB172”,
“acido violurico” y “productos de degradacién de AB172”. a. Se representa el
porcentaje de organismos inmoéviles para las distintas concentraciones de las 3

muestras. b. Valores de CL50 obtenidos a partir del modelo Probit, con un intervalo de
confianza de 95 %.

En el ensayo con Vibrio fischeri (tabla VI-4) se observé que el mediador no presentd
toxicidad mientras que tanto el colorante como los productos de decoloracién fueron

clasificados en la categoria “Muy tdxicos” con valores de CE50 menores a 25 %.

Tabla VI-4. Clasificacion de las muestras analizadas segun el valor de CEso
y un intervalo de confianza de 95 %, obtenido en el ensayo Microtox®.

Muestra CE50 (%) Clasificacidn
AB172 16 Muy Toxico
Productos de reaccidn 11 Muy Toxico
Acido violurico >100 No téxico
AR88 48 Toxico
Productos de reaccién 28 Toxico
Vainillina > 100 No toxico
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3.2. Resultados para el colorante Acid Red 88

En el bioensayo con Lactuca sativa AR88 presentd un comportamiento semejante a
AB172 ya que no causé el efecto letal de inhibicion de la germinacion, asi como
tampoco lo hizo la solucidn de vainillina ni la de los productos de degradacién de este
colorante (tabla VI -3). Si bien se encontré un mayor numero de semillas no
germinadas en este ensayo, no hubo diferencias significativas respecto al control. La
mayor variabilidad y menor viabilidad de las semillas registradas en este caso se puede

explicar por la utilizacién de un lote diferente de semillas respecto al ensayo de AB172.

Por otro lado, no se observd un efecto téxico para el colorante ni los productos de
decoloraciéon en las concentraciones ensayadas sobre la elongacion de radicula e
hipocétilo (fig. VI -6). Se repitid el efecto de hormesis dado por los productos de
decoloraciéon el cual en este caso se presenta sobre la elongacion de la radicula y
también sobre la elongacién del hipocétilo, siendo mas importante el efecto en la
segunda respuesta.

En cuanto al mediador redox a diferencia del ensayo anterior, no se observé el efecto
de hormesis. Por otro lado, se observd un efecto inhibitorio con la mayor
concentracion ensayada (0.1 mM) sobre elongacién de radicula y de hipocétilo.
Dicho efecto no deberia interferir en la respuesta observada para la mezcla de
productos ya que no se detecté vainillina en el medio de reaccién a las 24 h (ver
Capitulo V). Esta suposicién coincide con el resultado obtenido para la muestra de los
productos, para la que no hubo diferencias significativas en la concentracion 100 %

respecto al control negativo, en ninguna de las dos respuestas.

Al igual que para el colorante AB172, en el ensayo Microtox® (tabla VI -4) el mediador
redox no mostré toxicidad con un valor de concentracidon efectiva media mayor al
100 %. Por otro lado, no se encontrd una variacion entre la muestra del colorante y la
de los productos de degradacidn, siendo ambas categorizadas como “tdxicas” segun la
clasificacion adoptada por la DINAMA, por presentar un valor de CE50 comprendido

entre 25y 50 %.
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Figura VI-6.

Efecto de las muestras “AR88”, “productos de la reaccidon de degradacion

de AR88” y “Vainillina” en el desarrollo de plantulas de L. sativa var crespa.

Se muestran los resultados de las dos respuestas registradas: a la izquierda “longitud

de la radicula” y a la derecha “longitud del hipocétilo”. Los resultados con igual letra

indican que no difieren significativamente segun el test estadistico de comparacion de
medias Tukey (p > 0.05).

173



Capitulo VI — Evaluacion ecotoxicolégica del tratamiento enzimatico
de colorantes azoicos con lacasa

3.3. Discusion

En relacidon a los ensayos de toxicidad aguda realizados en este trabajo, se pudo

comprobar que:

- los productos del tratamiento enzimatico de los colorantes AR88 y AB172
resultaron con igual toxicidad aguda que dichos colorantes, al evaluar el efecto
inhibitorio en la bioluminiscencia del microorganismo Vibrio fischeri

- en el ensayo de fitotoxicidad ninguno de los colorantes presentd toxicidad
aguda, al igual que los productos de ambas reacciones de decoloracién, para
ninguna de las respuestas evaluadas. Ademds, se constaté un efecto
estimulante sobre el desarrollo de las plantulas de L. sativa para las

concentraciones bajas de las dos mezclas de productos de reaccion

- para el organismo acudtico D. magna se observd mayor toxicidad en los

productos de decoloracion de Acid Black 172 respecto al colorante

Es importante resaltar que los resultados de estudios de ecotoxicidad son
dependientes tanto de la estructura quimica de los colorantes, como de la
metodologia utilizada en el o los bioensayos seleccionados (modelo bioldgico
implicado, punto final evaluado y expresidn de resultados), por lo que resulta compleja
una comparacion con otros datos bibliograficos.

En general, para evaluar la toxicidad de colorantes y de los productos obtenidos en el
tratamiento de decoloracion empleado se han aplicado ensayos bioldgicos que
involucran procedimientos y organismos de prueba muy diversos [94]. En relacidn a los
organismos de prueba, las especies utilizadas pertenecen a grupos taxondmicos muy
distantes, por ejemplo se ha estudiado la toxicidad sobre crustaceos como D. magna
[281-285] o Artemia salina [286—288], sobre animales y células animales [289,290],
bacterias (citotoxicidad e inhibicién de la respiracién) [104,291-295], levaduras y
hongos [105,296—298], bacterias bioluminiscentes (Microtox®) [299-302], especies
vegetales (germinacion de semillas) [242,286,288,303,304], etc.

En algunos trabajos se utiliza un Unico bioensayo mientras que en otros, al igual que en
el presente, se combinaron diferentes bioensayos para evaluar toxicidad sobre

distintos organismos, incluyendo en ciertos casos estudios de citotoxicidad vy
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mutagenicidad [94,305-307]. Por otro lado, usualmente se utiliza una Unica
concentracion del compuesto o muestra a analizar, siendo menos frecuentes los casos
donde se analiza una serie de concentraciones para aplicar pardmetros como CL50,
CE50, NOEC o LOEC como criterio de toxicidad.

El empleo de una bateria de bioensayos, es decir ensayos que utilicen organismos
ecoldgicamente representativos de diferentes rangos taxondmicos, permite obtener
una imagen mas realista del impacto ambiental que puede generar un compuesto
quimico o mezcla de compuestos al ser introducidos en determinado ecosistema.

De los organismos utilizados en este trabajo el que presentd mayor sensibilidad fue la
bacteria V. fischeri. Esto coincide con lo conocido para este bioensayo, al que ademas
de una gran sensibilidad se le atribuye una buena correlacién con resultados obtenidos
en peces y Daphnia, por lo que se lo ha adoptado como ensayo de referencia para
evaluacion de toxicidad aguda en medio acudtico [308—310].

Para el ensayo Microtox®, ambos colorantes asi como las mezclas de productos de
reaccion (si se consideran como una Unica sustancia) presentaron valores de CE50
mayores a 10 mg/L e inferiores a 100 mg/L, al igual que los valores de CL50 obtenidos
en el ensayo de D. magna para el colorante AB172 y los productos de decoloracion.
De acuerdo a criterios establecidos por el Sistema Globalmente Armonizado (SGA) de
clasificacién y etiquetado de sustancias quimicas, estas muestras se clasifican como
“nocivo para el medio ambiente acudtico” (categoria 3 de peligros agudos) [272]. Este
sistema desarrollado por las Naciones Unidas armoniza los criterios empleados para la
clasificacién y el etiquetado de sustancias quimicas proporcionando las bases para
uniformizar la informacidn relativa a los peligros que puedan presentar [99]. En el SGA
dentro de la clase de “peligros para el medio ambiente acuatico” se incluye tres
categorias de peligro agudo y cuatro categorias de peligro a largo plazo o crénico.
La propiedad que define el peligro agudo es la toxicidad aguda sobre organismos
acuaticos, determinada mediante ensayos realizados sobre crustaceos (Daphnia),
peces y algas. De esta forma, los valores de CE50, CL50 y Cl50 obtenidos mediante estos
ensayos permiten la categorizacién de la sustancia. La categoria 3, definida para
valores comprendidos entre 10 y 100 mg/L, en la que se encuentran las muestras
analizadas en este trabajo, es la de menor toxicidad acuatica aguda, mientras que las

muestras para las que se obtienen valores mayores a 100 mg/L no deben ser
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categorizadas y se consideran no peligrosas para el medio ambiente acudtico.
Para dicha categorizacién se utiliza el resultado del bioensayo mas sensible de los
aplicados.

En relacién al colorante AB172, el resultado obtenido concuerda con lo reportado en la
ficha de seguridad del producto de la empresa Huntsman Textile Effects (utilizado en
este trabajo) (Anexo VI-3). En la misma se informd un valor CL50 de 17 mg/L para el
ensayo con el pez cebra (OECD 203), el cual resultd6 de mayor sensibilidad. En este
reporte el valor de CE50 obtenido para el ensayo de Daphnia (OECD 202) fue 79 mg/L,
mayor al observado en el presente trabajo, si bien la categorizacidon segun el SGA no
varia.

Para el colorante AR88 no fue posible encontrar informacién ecotoxicoldgica en hojas
de seguridad (Anexo VI-4). Unicamente una de la empresa MP Biomedicals en la cual
se informa que el compuesto puede causar efectos adversos a largo plazo en el medio
ambiente acudtico, pero no se indica cudl fue el bioensayo de toxicidad crénica
utilizado ni el resultado del mismo (Anexo VI-4 B).

Contrariamente a lo observado para los organismos acudticos, en el ensayo de
fitotoxicidad, ninguno de los colorantes ni los productos de degradacion mostraron
toxicidad para Lactuca sativa, con valores de CE50 > 100 mg/L.

Esta variacion en el grado de toxicidad para una misma muestra dependiente de los
organismos que involucren los bioensayos utilizados confirma la importancia de la
utilizacién de una Bateria de bioensayos.

Si bien en general se espera una reduccion en la toxicidad de la solucién de colorante o
del efluente acompafiando la eliminacidon del color lograda a través de distintas
metodologias, ya sea con tratamientos fisicoquimicos o bioldgicos, es importante
considerar que no necesariamente esto coincide con lo observado. Es asi que en
numerosos estudios se ha reportado detoxificaciéon [289,293,295,296,303,305,306],
mientras que en otros trabajos la toxicidad no es modificada o incluso la misma
aumenta como consecuencia del tratamiento para determinados organismos de
prueba y colorantes [106,242,286,288,299,311,312]. Por lo tanto se ha demostrado
gue no existe una correlacion estricta entre decoloracidn y detoxificacién, lo cual ha
sido observado también en estudios donde se aplica el tratamiento enzimatico con

lacasa [104,291,307,313,314]. Es asi que resulta fundamental la verificacién de la
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disminucion de la toxicidad con el proceso de decoloracidn, para evaluar una potencial
aplicaciéon del mismo.

Es posible realizar un andlisis por separado en base a los resultados obtenidos para los
distintos bioensayos y de acuerdo al destino final del agua tratada o efluente, el cual
puede ser por ejemplo vertido en un curso de agua asi como utilizado como agua de
riego.

Para el vertido de efluentes en cursos de agua las concentraciones de los compuestos
quimicos son fijadas por organismos regulatorios, de forma tal que una vez diluidos en
el cuerpo receptor no afecten a los organismos que alli habitan [99].
En nuestro pais la normativa vigente que establece los limites de vertido es el Decreto
“253/79 y modificativos”, en el que ademas se describen distintas clases de agua segun
el uso que se le da [100]. En la propuesta de modificacién del decreto presentada por
GESTA-Agua, se establece que el vertido deberia cumplir con un estandar de toxicidad,
empleando dos bioensayos de toxicidad como minimo, con diferentes organismos de
la cadena tréfica. Dicho Estandar fija los puntos finales de toxicidad aguda del efluente
en peces (CL50 96 h), dafnidos (CL50 48 h) y Vibrio fischeri (CIs0 15 min), los cuales
deben ser mayores a 75 % [102]. Por lo tanto, segun la clasificacion adoptada por el
Laboratorio Ambiental de DINAMA (ver en 2.6.5), se recomienda que el efluente sea
“levemente téxico” o “no tdxico” para la autorizacion del vertido. En este caso, el nivel
de toxicidad no se establece para un compuesto en particular sino para el efluente
total.

Para el colorante Acid Black 172 se estima que la concentracion presente en el
efluente sin tratar seria de aproximadamente 30 mg/L [comunicacién personal] por lo
que el estandar establecido de CLs0 = 75 % corresponderia a 22,5 mg/L. Por
consiguiente, segun el ensayo con V. fischeri (el de mayor sensibilidad) y de acuerdo a
este limite de toxicidad establecido, el efluente sin tratamiento previo no seria
aceptado, ya que presenta un valor de concentracién letal media de 53 %
(CLs0: 16 mg/L), menor al estandar. Lo mismo sucederia para el efluente (sin tener en
cuenta otros componentes del mismo) si fuera tratado con el sistema lacasa-mediador,
ya que se obtuvo una concentracidn letal media correspondiente al 37 % de Ia

concentracion estimada en el efluente (CL50: 11 mg/L).
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Para el colorante Acid Red 88 no fue posible realizar una estimacién similar ya que no
se cuenta con el dato real de concentracion aproximada en el efluente.

El otro destino posible para el agua tratada seria su uso como agua de riego para
distintos cultivos, por ejemplo aquellos cuyos productos no son destinados al consumo
humano [106,242,315]. Sin tener en cuenta otras caracteristicas fisicoquimicas del
efluente que escapan a este estudio, los resultados de fitotoxicidad obtenidos sugieren
gue seria viable esta aplicacion para el agua tratada en la que se elimind el color.
En este caso ademas, dado el efecto estimulante observado sobre el desarrollo de las
plantulas de lechuga, podria considerarse su aplicacién como tratamiento fertilizante
[276,280]. Si bien como ya se menciond se puede encontrar en literatura diversos
reportes de distintos casos de hormesis, incluyendo algunos donde se estudia la
toxicidad de colorantes sintéticos [316,317], no sucede lo mismo para los estudios de
decoloracion de colorantes y efluentes de la industria textil. Esto se podria atribuir a
que en dichos estudios no es habitual el analisis de una serie de diluciones de la
muestra problema para la expresién del resultado de toxicidad por medio de un
parametro como por ejemplo CE50. Por lo tanto, el resultado obtenido en este trabajo

constituye un importante hallazgo.

Finalmente, en base a las consideraciones mencionadas, se concluye que si bien el
efluente no seria apto para su vertido en el medio acuatico, el resultado obtenido en
relacion a la eliminacidn del color y el efecto estimulante observado sobre el desarrollo
de una especie vegetal permite plantear una potencial aplicacién para el método
enzimatico desarrollado en el tratamiento de efluentes que contengan los colorantes

azoicos AR88 y AB172.
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1. Conclusiones

A partir de cepas de basidiomicetes aisladas de plantaciones de Eucaliptus en

Uruguay fue posible obtener lacasas con alta actividad catalitica.

Se optimizé la produccidn de lacasas a partir de los basidiomicetes Pycnoporus
sanguineus y Trametes villosa empleando para ello distintos disefios estadisticos de
experimentos. Los mejores resultados se obtuvieron empleando cobre como inductor
y un residuo forestal (corteza de Eucalyptus grandis) como soporte-sustrato en

condiciones de estado semi-sdlido.

Ambas lacasas fueron purificadas a partir de los sobrenadantes de los medios
de cultivo correspondientes. Se ensayaron diferentes protocolos de purificacién
logrando optimizar este proceso. En el caso de la lacasa de T. villosa se empleé en
forma secuencial: precipitacion salina, cromatografia de interaccién hidrofdbica y
cromatografia de intercambio anidénico, obteniendo un factor de purificacién de 24. La
lacasa de P. sanguineus fue purificada 26 veces mediante precipitacion salina vy
cromatografia de intercambio anidénico.

La caracterizacién bioquimica de ambas enzimas purificadas mostré gran similitud
entre ellas. El patron electroforético obtenido mediante electroforesis
desnaturalizante expuso la presencia de una cadena polipeptidica de peso molecular
cercano a 80 kDa. Ambas presentaron caracter acido, con puntos isoeléctricos
menores a 4.0, tal como se encuentra reportado en general para lacasas fungicas vy el
rango de pH dptimo se encontrd en el entorno de 3.0.

Por otra parte, dichas enzimas mostraron muy buena estabilidad térmica (entre 4 y 50
°C) y conservaron su actividad en un amplio rango de pH. La lacasa de P. sanguineus
presentd mayor afinidad por el sustrato ABTS, ya que su Ky, fue la mitad de la obtenida

con la lacasa de T. villosa.

Se obtuvo un derivado insoluble en base a lacasa de T. villosa inmovilizada
mediante el método covalente reversible en tiolsulfinato-agarosa, con elevado

rendimiento de inmovilizacion y alta eficiencia de unidn. Este biocatalizador presenté
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propiedades similares a las de la enzima en solucidn si bien mostré mayor estabilidad
térmica, conservando 20 % de su actividad inicial luego de una incubacién de una hora
a 70 °C. Por otro lado, se demostrd la posibilidad de su reutilizacidon en un proceso de
decoloracion en el cual luego de cuatro usos consecutivos mantuvo 80 % de su

capacidad operativa.

Si bien no fue posible inmovilizar la lacasa de Pycnoporus sanguineus mediante
el método covalente reversible se logré su inmovilizacién por adsorcién en el

intercambiador anidnico DEAE-Sephadex®.

La lacasa producida por P. sanguineus fue capaz de degradar dos colorantes de
tipo azoico (AR88 y RB5) y a Lanaset Grey G, una mezcla de colorantes que forman
complejos con metales (estructura no conocida). La adicion de mediador redox
permitid no solo que dicha enzima catalizara el proceso de decoloracién sino que en

varios casos mejoro su eficiencia.

La lacasa producida por T. villosa mostré una gran capacidad para degradar
colorantes antraquindnicos (RBBR) y azoicos (AR88 y AB172). Estos representan las
principales clases de colorantes sintéticos utilizados en la industria textil. Por otro lado,
se demostrd la viabilidad de la aplicacién del derivado insoluble desarrollado en

reacciones de decoloracion.

La degradacion de AR88 y AB172 alcanzada permitiria evitar el impacto
ambiental asociado a la reduccién de entrada de luz en los cursos de agua y al efecto
visual negativo que causa el color, originados por una eventual descarga de un
efluente que contenga estos colorantes. La ecotoxicidad de estos compuestos
recalcitrantes y de los productos obtenidos en su degradacion es otro aspecto
fundamental relacionado al impacto ambiental generado. En este trabajo se utilizaron
tres bioensayos basados en el estudio de la toxicidad aguda con diferentes
organismos: Daphnia magna, Lactuca sativa y Vibrio fischeri.

Se comprobd que tanto los colorantes AB172 y AR88 como los productos de su
biotransformacion resultaron no tdxicos en el bioensayo con la especie vegetal L.
sativa. Ademas, para los productos de degradacion de ambos colorantes se pudo

observar el efecto de hormesis, un efecto estimulante a bajas dosis. Sin embargo, en el
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bioensayo con V. fischeri (Microtox®) ambos colorantes asi como los productos de
biodegradacién resultaron téxicos. En el caso del ensayo con el crustdceo Daphnia
magna los productos de decoloracion de AB172 resultaron mas toxicos que el
colorante sin tratar.

De esta forma, se pudo evidenciar que la decoloraciéon no es suficiente para evitar el
impacto ambiental causado por el vertido de un efluente que contenga colorantes
sintéticos en un ecosistema acudtico. La misma se debe estudiar asociada a bioensayos
de evaluacion ecotoxicolégica.

Por ultimo, la dependencia de estos resultados del sistema biolégico empleado
demostré la importancia de aplicar una bateria de bioensayos, asi como de evaluar
dichos resultados en funcién de la normativa vigente y del destino de la muestra

estudiada.

En suma, se logré obtener un derivado enzimatico insoluble en base a una
lacasa producida por una cepa nativa de Trametes villosa, con un gran potencial para
degradar colorantes sintéticos utilizados en la industria textil. Dicho derivado
constituye una valiosa herramienta para el disefio de procesos continuos para el

tratamiento de efluentes industriales.

2. Perspectivas

Se plantean los siguientes estudios como perspectivas de trabajo que surgen a partir

de los resultados presentados:

- Aplicacién del derivado enzimatico obtenido a partir de la lacasa de Trametes
villosa en el tratamiento de un efluente industrial que contenga colorantes
sintéticos o alternativamente de una solucidon preparada que simule la

composicion de un efluente.

- Aplicacién del derivado en el tratamiento de efluentes con alto contenido de

fenoles de otras industrias tales como la industria papelera.

- Anadlisis de la estructura quimica de los productos de degradacion obtenidos en

las biotransformaciones de los colorantes sintéticos.
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Estudios de ecotoxicidad para los otros colorantes sintéticos utilizados y

productos de su degradacién enzimdtica con lacasa.

Evaluacion de la capacidad de decoloracién del derivado obtenido por

adsorcion de la lacasa de P. sanguineus en DEAE-sephadex®.

Exploracién de otros métodos de inmovilizacién de las lacasas estudiadas, asi
como de otras matrices como soporte, que permitan obtener biocatalizadores
insolubles con diferente resistencia quimica y mecanica, ampliando el rango de

aplicaciones biotecnoldgicas de los derivados.
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ANEXO Il — 1. Diseio factorial: produccién de lacasa por P. sanguineus en cultivo
sumergido.
Unidad Actividad (UE/L) Act.
) Inductor FdeC FdeN maxima
experimental Dia6 Dia8 Dial0 Dial2 Diald | (UE/L)
1 Cobre  Glicerol SA 1.8 -0.9 4.1 18.9 58.3 58.3
2 Cobre  Glicerol SA 5.8 2.8 17.3 17.9 19.8 19.8
3 Cobre  Glicerol Urea 0.1 1479 3713 342.0 4316 | 4316
4 Cobre  Glicerol Urea 4,5 17.3 27.6 53.9 93.9 93.9
5 Cobre  Glucosa SA 80.4 7.5 5.8 103.2 177.7 177.7
6 Cobre  Glucosa SA 14.7 115 8.9 9.5 10.8 14.7
7 Cobre  Glucosa Urea 12.3 58.0 59.4 98.1 152.1 152.1
8 Cobre  Glucosa Urea | 45.0 70.5 113.6 134.6 45.3 134.6
9 Gélico  Glicerol SA -7.2 6.3 16.7 13.0 7.1 16.7
10 Galico  Glicerol SA -2.4 5.9 24.0 32.0 42.8 42.8
11 Gélico  Glicerol Urea | 30.0 48.6 74.3 89.2 94.5 94.5
12 Gélico  Glicerol Urea | 52.4 87.7 1451 205.1 258.8 258.8
13 Gélico  Glucosa SA -4.0 4.4 24.5 28.5 19.9 28.5
14 Gélico  Glucosa SA -0.9 -1.9 15.9 30.6 47.3 47.3
15 Gdlico Glucosa Urea | 73.0 140.4 198.6 199.5 166.5 199.5
16 Gdlico Glucosa Urea | 109.7 2159 280.1 253.5 330.0 330.0
17 Nudos  Glicerol SA -3.7 286 84.1 88.7 90.2 90.2
18 Nudos  Glicerol SA 17.0 1838 8.6 88.7 282.9 282.9
19 Nudos  Glicerol SA 123 17.0 51.8 156.5 193.9 193.9
20 Nudos  Glicerol SA 342 36.0 80.1 148.3 242.6 242.6
21 Nudos  Glicerol Urea | 43.4 96.3 1379 153.5 181.7 181.7
22 Nudos  Glicerol Urea 80.1 130.1 2179 244.4 400.5 400.5
23 Nudos  Glicerol Urea | 82.3 109.0 196.1 215.7 2404 240.4
24 Nudos Glicerol Urea | 22.2 37.5 18.6 152.2 2194 219.4
25 Nudos  Glucosa SA 10.1 34.0 70.3 47.6 24.6 70.3
26 Nudos  Glucosa SA -4.4 932 198.2 215.3 183.8 215.3
27 Nudos  Glucosa SA 35,5 39.6 48.7 139.6 229.9 229.9
28 Nudos  Glucosa SA 8.7 22.6 19.4 60.5 53.6 60.5
29 Nudos Glucosa Urea -1.7 0.1 1.7 0.2 1.3 1.7
30 Nudos Glucosa Urea | 239 43.2 95.0 359.8 343.1 359.8
31 Nudos Glucosa Urea | 23.2 16.5 11.7 131.6 151.1 151.1
32 Nudos Glucosa Urea 27.5 35.3 3.1 97.8 462.8 462.8
33 No Glicerol SA 0.3 -1.8 -0.3 -1.9 0.0 0.3
34 No Glicerol SA -0.1 0.1 -04 -0.1 -2.3 0.1
35 No Glicerol  Urea -0.4 -0.9 -0.3 -1.2 0.8 0.8
36 No Glicerol Urea | 224 66.5 1274  49.2 1.4 127.4
37 No Glucosa SA -1.0 -2.4 -1.2 -1.7 6.7 6.7
38 No Glucosa SA 0.1 0.1 -2.9 -3.3 11.1 11.1
39 No Glucosa Urea -1.1 0.9 0.2 -0.1 -1.5 0.9
40 No Glucosa Urea -1.2 -0.2 -0.6 24 -2.6 -0.2

F de C: fuente de carbono, F de N: fuente de nitrégeno, SA: sulfato de amonio.

Se indica en gris la medida de actividad maxima para cada unidad experimental.
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ANEXO Il - 2.

Diseiio factorial fraccionado (estudio exploratorio): producciéon de

lacasa por P. sanguineus en cultivo semi-sélido.

Unidad | Glucosa GlLicerol F;zz;?:: Urea Ii)sca:(aifjtr(; Sustrato oH in.lc-fk?;si%n Actividad
exp. (/L) (g/L) (&/L) (g/L) (&/L) (8) (dias) (UE/L)
1 5.0 20.0 2.0 20.0 20.0 0.72 6.0 7 0.0
2 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 2.0 6.0 14 0.0
3 20.0 20.0 2.0 2.0 2.0 2.0 6.0 7 0.0
4 20.0 5.0 20.0 2.0 2.0 2.0 3.0 14 1618.1
5 5.0 5.0 20. 2.0 2.0 0.72 3.0 7 0.0
6 5.0 5.0 20.0 2.0 20.0 2.0 6.0 7 4.1
7 12.5 12.5 11.0 11.0 11.0 1.36 4.5 10.5 15.0
8 5.0 5.0 20.0 20.0 20.0 0.72 3.0 14 69.6
9 20.0 20.0 2.0 20.0 2.0 0.72 3.0 14 0.0
10 12.5 12.5 11.0 11.0 11.0 1.36 4.5 10.5 28.3
11 5.0 5.0 2.0 2.0 2.0 0.72 3.0 7 39.2
12 12.5 12.5 11.0 11.0 11.0 1.36 4.5 10.5 0.0
13 5.0 20.0 20.0 20.0 2.0 2.0 3.0 7 0.0
14 5.0 20.0 20.0 2.0 2.0 0.72 6.0 14 0.0
15 20.0 5.0 20.0 20.0 2.0 0.72 6.0 7 0.0
16 5.0 5.0 2.0 20.0 2.0 2.0 6.0 14 0.0
17 12.5 12.5 11.0 11.0 11.0 1.36 4.5 10.5 6.0
18 20.0 5.0 20.0 20.0 2.0 0.72 6.0 7 0.0
19 20.0 5.0 2.0 2.0 20.0 0.72 6.0 14 144.9
20 5.0 20.0 20.0 20.0 2.0 2.0 3.0 7 0.0
21 20.0 5.0 2.0 20.0 20.0 2.0 3.0 7 0.0
22 5.0 5.0 20.0 2.0 20.0 2.0 6.0 7 0.0
23 5.0 5.0 2.0 20.0 2.0 2.0 6.0 14 0.0
24 20.0 20.0 20.0 2.0 20.0 0.72 3.0 7 43.7
25 20.0 20.0 20.0 2.0 20.0 0.72 3.0 7 83.1
26 5.0 20.0 2.0 2.0 20.0 2.0 3.0 14 1095
27 20.0 5.0 2.0 20.0 20.0 2.0 3.0 7 0.0
28 5.0 5.0 20.0 20.0 20.0 0.72 3.0 14 0.0
29 20.0 20.0 2.0 2.0 2.0 2.0 6.0 7 4.1
30 20.0 20.0 2.0 20.0 2.0 0.72 3.0 14 0.0
31 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 2.0 6.0 14 0.0
32 5.0 20.0 2.0 2.0 20.0 2.0 3.0 14 1440
33 5.0 20.0 20.0 2.0 2.0 0.72 6.0 14 0.0
34 20.0 5.0 2.0 2.0 20.0 0.72 6.0 14 146.4
35 5.0 20.0 2.0 20.0 20.0 0.72 6.0 7 0.0
36 20.0 5.0 20.0 2.0 2.0 2.0 3.0 14 313.1
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ANEXO Il -3 A. Disefio factorial completo 2* - produccién de lacasa por P. sanguineus

en cultivo semi-soélido.

A. Actividad medida para todas las unidades experimentales del disefio.

Unidad Extracto levadura Glucosa  Sustrato .

- pH (&/L) (/L) (@ Actividad (UE/L)
1 3.0 10.0 5.0 3.0 2977.5
2 5.0 10.0 5.0 1.0 300.0
3 3.0 10.0 10.0 3.0 2535.0
4 5.0 20.0 10.0 1.0 547.5
5 3.0 10.0 10.0 1.0 16.1
6 5.0 20.0 5.0 3.0 2396.3
7 3.0 20.0 5.0 3.0 1387.5
8 5.0 10.0 5.0 1.0 450.0
9 3.0 20.0 10.0 3.0 536.3
10 3.0 20.0 5.0 3.0 581.3
11 3.0 10.0 5.0 1.0 571.9
12 3.0 10.0 5.0 3.0 2722.5
13 5.0 20.0 10.0 3.0 1571.3
14 5.0 10.0 10.0 1.0 446.3
15 3.0 10.0 5.0 1.0 67.1
16 5.0 10.0 5.0 3.0 1878.8
17 4.0 15.0 7.5 2.0 1061.3
18 3.0 20.0 10.0 1.0 208.5
19 5.0 20.0 5.0 3.0 1721.3
20 5.0 20.0 10.0 3.0 1162.5
21 3.0 20.0 5.0 1.0 483.8
22 5.0 10.0 10.0 3.0 2088.8
23 4.0 15.0 7.5 2.0 1612.5
24 5.0 20.0 10.0 1.0 468.8
25 5.0 20.0 5.0 1.0 476.3
26 5.0 10.0 10.0 3.0 1500.0
27 4.0 15.0 7.5 2.0 997.5
28 3.0 20.0 10.0 1.0 622.5
29 4.0 15.0 7.5 2.0 960.0
30 5.0 10.0 5.0 3.0 1485.0
31 5.0 20.0 5.0 1.0 416.3
32 3.0 20.0 10.0 3.0 382.5
33 3.0 20.0 5.0 1.0 1158.8
34 3.0 10.0 10.0 1.0 4.5
35 5.0 10.0 10.0 1.0 333.8
36 3.0 10.0 10.0 3.0 2865.0
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ANEXO Il - 3 B. Disefio factorial completo 2* - produccién de lacasa por P. sanguineus

en cultivo semi-soélido.

B. Respuestas observadas y valores predichos por el modelo ajustado para los 16

tratamientos y el punto central del diseio factorial completo.

Extacto In (Act)
Glucosa  Corteza
pH levadura
(g/L) (g/L) () Experimental Predicho

3.0 10.0 5.0 1.0 5.28 5.12
3.0 10.0 5.0 3.0 7.95 8.14
3.0 10.0 10.0 1.0 2.14 2.28
3.0 10.0 10.0 3.0 7.90 7.75
3.0 20.0 5.0 1.0 6.62 6.76
3.0 20.0 5.0 3.0 6.80 6.68
3.0 20.0 10.0 1.0 5.89 5.67
3.0 20.0 10.0 3.0 6.12 6.24
4.0 15.0 7.5 2.0 7.03 7.03
5.0 10.0 5.0 1.0 5.91 6.07
5.0 10.0 5.0 3.0 7.42 7.32
5.0 10.0 10.0 1.0 5.96 5.77
5.0 10.0 10.0 3.0 7.48 7.67
5.0 20.0 5.0 1.0 6.10 5.93
5.0 20.0 5.0 3.0 7.62 7.84
5.0 20.0 10.0 1.0 6.23 6.28
5.0 20.0 10.0 3.0 7.21 7.04
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ANEXO Il - 4. Disefio factorial exploratorio: produccion de lacasa por T. villosa en

cultivo semi-sadlido.

Unidad
Actividad | Actividad

.expe— pH Sustrato FdeC FdeN Inductor (UE/L) total (UEY)

rimental
1 3.0 E. dunii Glicerol Peptona Pirogalol 4368.8 21.8
2 3.0 E. dunii Glicerol Urea Ac. galico 2645.6 13.2
3 3.0 E. dunii Glicerol Urea Pirocatecol 3658.1 20.1
4 3.0 E. dunii Glucosa Peptona Pirocatecol 5958.8 23.8
5 3.0 E. dunii Glucosa Urea Pirogalol 2304.4 9.7
6 3.0 E. dunii Glucosa Urea 4-metilpirocatecol 2328.8 10.5
7 3.0 E. grandis  Glicerol Peptona Ac. gélico 13023.8 44.3
8 3.0 E. grandis  Glicerol Peptona Pirocatecol 10663.1 26.7
9 3.0 E. grandis  Glicerol Urea Pirogalol 4406.3 22.9
10 3.0 E. grandis  Glicerol Urea 4-metilpirocatecol | 4130.6 22.3
11 3.0 E. grandis  Glucosa Peptona Pirogalol 16792.5 73.9
12 3.0 E. grandis  Glucosa Peptona 4-metilpirocatecol | 16569.4 41.4
13 3.0 E. grandis  Glucosa Urea Ac. gélico 5173.1 31.0
14 3.0 E. grandis  Glucosa Urea Pirocatecol 5842.5 32.1
19 6.0 E. dunii Glicerol Peptona Ac. galico 2439.4 6.8
20 6.0 E. dunii Glicerol Peptona Pirocatecol 3258.8 17.3
21 6.0 E. dunii Glicerol Urea Pirogalol 3498.8 14.0
22 6.0 E. dunii Glucosa Peptona Pirogalol 37331 22.4
23 6.0 E. dunii Glucosa Peptona 4-metilpirocatecol | 5311.9 23.9
24 6.0 E. dunii Glucosa Urea Ac. gélico 2310.0 12.7
25 6.0 E. grandis  Glicerol Peptona Pirogalol 5902.5 10.0
26 6.0 E. grandis  Glicerol Peptona 4-metilpirocatecol | 5970.0 14.9
27 6.0 E. grandis  Glicerol Urea Ac. gélico 4111.9 22.6
28 6.0 E. grandis  Glicerol Urea Pirocatecol 4848.8 26.7
29 6.0 E. grandis  Glucosa Peptona Ac. gélico 6031.9 30.2
30 6.0 E. grandis  Glucosa Peptona Pirocatecol 6613.1 23.1
31 6.0 E. grandis  Glucosa Urea Pirogalol 4995.0 27.5
32 6.0 E. grandis  Glucosa Urea 4-metilpirocatecol | 4213.1 17.7
15 4.5 E. dunii Glicerol Peptona 4-metilpirocatecol | 2829.4 7.1
16 4.5 E. dunii Glicerol Urea 4-metilpirocatecol | 2891.3 14.5
17 4.5 E. dunii Glucosa Peptona Ac. gélico 4488.8 24.7
18 4.5 E. dunii Glucosa Urea Pirocatecol 2670.0 12.8

F de C: fuente de carbono, F de N: fuente de nitrégeno.
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ANEXO Il — 5. Primer Disefio factorial de optimizacién: produccion de lacasa por T.
villosa en cultivo semi-sélido.

Unidad Sustrato Peptona  Glucosa Actividad
experimental (E. grandis) (g/L) (g/L) (UE/L)
1 Corteza molida 2.0 7.3 2876.3
2 Corteza molida 4.7 4.7 4925.6
3 Corteza molida 4.7 10.0 4203.8
4 Corteza molida 7.3 2.0 7404.4
5 Corteza molida 7.3 7.3 7456.9
6 Corteza molida 7.3 12.7 34687.5
7 Corteza molida 10.0 4.7 9828.8
8 Corteza molida 10.0 10.0 13567.5
9 Corteza molida 12.7 7.3 10565.6
10 Corteza troceada 2.0 7.3 0.0
11 Corteza troceada 4.7 4.7 4072.5
12 Corteza troceada 4.7 10.0 6241.9
13 Corteza troceada 7.3 2.0 12517.5
14 Corteza troceada 7.3 7.3 15813.8
15 Corteza troceada 7.3 12.7 2175.0
16 Corteza troceada 10.0 4.7 13676.3
17 Corteza troceada 10.0 10.0 15170.6
18 Corteza troceada 12.7 7.3 17026.9
19 Madera molida 2.0 7.3 2416.9
20 Madera molida 4.7 4.7 6480.0
21 Madera molida 4.7 10.0 7676.3
22 Madera molida 7.3 2.0 5587.5
23 Madera molida 7.3 7.3 7627.5
24 Madera molida 7.3 12.7 10974.4
25 Madera molida 10.0 4.7 11962.5
26 Madera molida 10.0 10.0 8782.5
27 Madera molida 12.7 7.3 12926.3
28 Corteza molida 2.0 7.3 2578.1
29 Corteza molida 4.7 4.7 5302.5
30 Corteza molida 4.7 10.0 4561.9
31 Corteza molida 7.3 2.0 9223.1
32 Corteza molida 7.3 7.3 11182.5
33 Corteza molida 7.3 12.7 19668.8
34 Corteza molida 10.0 4.7 9356.3
35 Corteza molida 10.0 10.0 10886.3
36 Corteza molida 12.7 7.3 10635.0
37 Corteza troceada 2.0 7.3 0.0
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ANEXO Il - 5. Continuacion

Unidad Sustrato Peptona  Glucosa Actividad
experimental (E. grandis) (g/L) (g/L) (UE/L)
38 Corteza troceada 4.7 4.7 1301.3
39 Corteza troceada 4.7 10.0 2493.8
40 Corteza troceada 7.3 2.0 13831.9
41 Corteza troceada 7.3 7.3 34144
42 Corteza troceada 7.3 12.7 0.0
43 Corteza troceada 10.0 4.7 16237.5
44 Corteza troceada 10.0 10.0 15536.3
45 Corteza troceada 12.7 7.3 12249.4
46 Madera molida 2.0 7.3 3418.1
a7 Madera molida 4.7 4.7 6515.6
48 Madera molida 4.7 10.0 7269.4
49 Madera molida 7.3 2.0 8068.1
50 Madera molida 7.3 7.3 6586.9
51 Madera molida 7.3 12.7 6594.4
52 Madera molida 10.0 4.7 7441.9
53 Madera molida 10.0 10.0 7462.5
54 Madera molida 12.7 7.3 12358.1
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ANEXO Il — 6. Segundo Disefio factorial de optimizacidn: produccion de lacasa por T.
villosa en cultivo semi-sélido.

eprerrliIrCrlmaedntaI Glucosa (g/L) Peptona (g/L) Actividad (UE/L)

1 0.0 0.0 34.0

2 0.0 0.0 0.0

3 0.0 0.0 4.9

4 0.0 7.5 5535.0
5 0.0 7.5 7027.5
6 0.0 7.5 5145.0
7 0.0 15.0 7196.3
8 0.0 15.0 4923.8
9 0.0 15.0 6420.0
10 0.0 22.5 7365.0
11 0.0 22.5 6648.8
12 0.0 22.5 6142.5
13 7.5 0.0 19.1

14 7.5 0.0 2.7

15 7.5 0.0 2.2

16 7.5 15.0 27881.3
17 7.5 15.0 17422.5
18 7.5 15.0 14800.0
19 7.5 22.5 9105.0
20 7.5 22.5 7312.5
21 7.5 22.5 8775.0
22 15.0 0.0 2.8

23 15.0 0.0 1.9

24 15.0 0.0 11.3

25 15.0 7.5 18289.0
26 15.0 7.5 8677.5
27 15.0 7.5 12521.3
28 15.0 15.0 12397.5
29 15.0 15.0 14422.5
30 15.0 15.0 19323.8
31 15.0 22.5 12581.3
32 15.0 22.5 8190.0
33 15.0 22.5 5673.8
34 7.5 7.5 22125.0
35 7.5 7.5 25162.5
36 7.5 7.5 23925.0

211



Anexos

ANEXO VI-1. Estudio de condiciones para el ensayo de fitotoxicidad aguda con semillas
de Lactuca sativa.

Para la puesta a punto del ensayo de toxicidad aguda con L. sativa se debe tener en
cuenta distintos aspectos como la procedencia y calidad del lote de semillas y las
condiciones de germinacién del mismo. Asimismo, se debe seleccionar el control
negativo del ensayo en el cual debe ocurrir la germinacion y el desarrollo normal de las
plantulas, siendo el medio que se utiliza para preparar las distintas diluciones de las
muestras a analizar. Para este trabajo fue necesario considerar ademads las condiciones
requeridas para la biotransformacidon catalizada por la enzima lacasa de donde

provienen algunas de las muestras a analizar con el ensayo de fitotoxicidad.

Descripcidon del ensayo:

Se utilizaron 2 variedades de lechuga (semillas proporcionadas por productores locales
que practican agricultura organica) “mantecosa” y “crespa”, y distintas soluciones
tampodn para estudiar el efecto de iones y contraiones, fuerza iénica y valor de pH en Ia
germinacién y el crecimiento de las plantulas resultando en un ensayo con 18
tratamientos (tabla 1).

Para cada tratamiento se colocé en placa de Petri 5 semillas sobre papel de filtro
embebido en 4.0 mL de la solucién a analizar. Se sellé6 con papel Parafilm e incubd
durante 5 dias en cdmara a 20°C, en la oscuridad (condiciones verificadas
previamente).

Las respuestas evaluadas fueron inhibicién de la germinacion y de la elongacion de

hipocdtilo y de radicula con sus respectivos coeficientes de variacion.

Resultados:

Se comprobd que la germinacion y crecimiento de las plantulas de lechuga se ven
afectados por los distintos componentes de los tampones asi como por la
concentracion de iones, observandose una respuesta negativa al aumento de la fuerza
idnica de la solucion (tabla 1). En algunos tratamientos, si bien hubo germinacion la
misma no fue seguida por un desarrollo normal de las semillas germinadas, sino que
solo se pudo observar un pequeiio crecimiento de la radicula, como en el caso del

tratamiento 7 (fig. 1).
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Para Acetato de sodio pH 4.8 usado previamente en las reacciones de decoloracién se
observd la inhibicion total de Ila germinacién para las fuerzas idnicas
50 mM y 100 mM (tabla 1). Aunque en el tratamiento 4 se obtuvo un resultado
aceptable para la variedad mantecosa, el mismo no fue de preferencia ya que la fuerza
idnica resulta demasiado baja para asegurar que el sistema se mantenga tamponado y
proporcione las condiciones necesarias para la reacciéon enzimatica.

La mejor respuesta fue observada para la solucién de fosfatos de sodio, siendo similar
para pH 5.0 y pH 6.0 con fuerza idnica 50 mM (tratamientos 13, 14, 17 y 18), por lo que
se selecciona el pH 5.0 de modo de favorecer la actividad enzimatica y manteniendo
este parametro de la reaccién de decoloracién. Sin embargo, para este pH las
respuestas de elongacion de radicula e hipocétilo fueron superiores para la fuerza
idnica 25 mM (tratamientos 15y 16), por lo que esta solucidn fue la seleccionada como
control negativo del ensayo.

En esta solucién se obtuvo una menor variabilidad en la respuesta para la variedad de
lechuga crespa, observandose un coeficiente de variacion (CV) de 39 % para la longitud
de radicula en la variedad mantecosa, mientras que en el protocolo de referencia se
recomienda que el CV no sea superior a 30 %. Por lo que en base a estas observaciones

se selecciond el tratamiento 16.

&
-

Figura 1. Crecimiento de semillas de L. sativa variedad mantecosa, en
Citrato-Fosfato de sodio 50 mM, pH 4.8 (tratamiento n°7), 120 h de incubacién.
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Tabla 1. Estudio de condiciones para la seleccidn del control negativo en germinacion

de semillas y desarrollo de plantulas de L. sativa (120 horas de incubacidn).

Variables Respuestas
Sistema buffer  pH Ifl’xe.rza Variedad de . Lor"lg.itud Lc')ngitud Inhibi.cién. (’:Ie N°
idnica lechuga hipocétilo (CV) radicula(CV) germinacion  trat.

0.100 M Mantecosa 0 0 100 % 1
Acetato Mantecosa 0 0 100 % 2

. 48 0.050M
[Na"] Crespa 0 0 100 % 3
0.002 M Mantecosa 2,7cm (17 %) 2,9cm (33 %) 0% 4

Acetato
4.8 0.050 M Mantecosa 0 0 100 % 5
[NH,']

0.100 M Mantecosa 0 0 100 % 6
) Mantecosa o 0,4 (11 %) 0% 7

Citrato - Fosfato 0.050 M
[Na'] 4.8 Crespa 0,2cm(20%) 0,2cm (0 %) 0% 8

a

Mantecosa 1,4cm(29%) 0,7 cm (11 %) 0% 9

0.020 M
Crespa 1,5cm (8 %) 0,7 cm (10 %) 20% 10
Citrato - Fosfato 0.100 M 0 0 100 % 11

. 4.8 Mantecosa

[K] 0.050 M ot 0,3 cm (20 %) 0% 12
Mantecosa 1,7cm (17 %) 0,9cm (17 %) 0% 13

0.050 M
5 o2 Crespa 2,0cm(9%) 1,5cm (11 %) 0% 14
Fosfato ' 0.025M Mantecosa 3,5cm(8%) 2,5cm (39 %) 20 % 15
[Na'] ' Crespa 3,6cm(6%) 3,4cm (11 %) 0% 16
Mantecosa 1,9cm (8 %) 0,7 cm (24 %) 0% 17

6.0 0.050M
Crespa 1,7 cm (5 %) 1,1cm (5 %) 0% 18

Notas: Se indica el contraion del sistema tampdn entre  paréntesis  rectos.

CV: Coeficiente de variacion. = Semillas germinadas pero sin desarrollo de hipocdtilo. ? Este no es un
sistema tampdn ya que el pH minimo que se obtiene con el tampdn Fosfato es 6.0, en este trabajo se
hace referencia al mismo como solucién de sales fosfato de sodio (NaH,PO4-Na,HPQ,), pH 5.0.
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Anexo VI-2. Procedimiento del Bioensayo Microtox® empleado en el Laboratorio
Ambiental de DINAMA

'E‘ EL "';d,bi NTOS

Departamento "‘ e ol e e Anpece G o A
Laboratorio Ambiental _I DINAMA | ol Trron

6059UY

Evaluacion de la ecotoxicidad aguda de muestras
ambientales como ser aguas residuales domésticas e
industriales, aguas naturales superficiales o
subterraneas, lixiviados de residuos sélidos
industriales, mediante el test de bacterias
luminiscentes (Sistema Microtox®)

Elaborado Gabriela Pistone

Analista Ecotoxicidad

Modificado Gabriela Pistone

y Revisado
Jefa de Seccion Ecotoxicidad

Aprobado QF Natalia barboza

Director Laboratorio Ambiental
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1 APLICACION

1.1 Esta normativa técnica se utiliza para evaluar la toxicidad aguda de muestras
ambientales como ser aguas residuales domésticas e industriales, aguas naturales
superficiales o subterrdneas, lixiviados de residuos sélidos industriales, etc., mediante el
Sistema Microtox®. Este es un bioensayo normalizado, que emplea como organismo
indicador una cepa liofilizada de la bacteria marina luminiscente Vibrio fischeri.

2 REFERENCIAS

2.1  Manual de Control de Calidad Analitico — Laboratorio Ambiental DINAMA

2.2 Manual de Gestion de Calidad— Laboratorio Ambiental DINAMA

2.3 Manual de Calidad— Laboratorio Ambiental DINAMA

2.4  Rutas de analisis cédigos: RET03.

2.5 Instructivos de equipo INE41 (fotometro)

2.6  Instructivo de equipo INE50 (analizador de pH)

2.7 Instructivo de equipo INE36 (destilador Barnstead)

2.8 Instructivo de equipo INE82 (desionizador Thermo Scientific)

2.9 Instructivo de equipo INE94 (balanza analitica)

3 RESUMEN DEL METODO

3.1 Es un bioensayo estandarizado a nivel internacional, que emplea como organismo a
testear una cepa liofilizada de la bacteria marina luminiscente Vibrio fischeri, la cual se
encuentra registrada en el NRRL como B-11177. Para el ensayo se emplea una densidad
de bacterias viables de 106 cél/mL.

3.2 Bajo condiciones adecuadas el microorganismo emplea aproximadamente 10% de su
energia en una via metabdlica que produce luz. Este hecho estd intrinsecamente
vinculado a la respiracion del mismo. Cualquier alteracidn del ritmo respiratorio debida
a un cambio en el metabolismo o a dafios en la estructura celular causara decrecimiento
de la luminiscencia.

3.3 La toxicidad aguda se expresa través del parametro EC50 que indica la concentracion
capaz de inhibir en un 50% la emisidn de luz en un tiempo dado. Se puede medir la
inhibicién a los 5, 15, o 30 minutos, en cuyos casos el pardmetro se denomina EC50(5
min), EC50(15 min) EC50(30 min). Para medir el decrecimiento en la luminiscencia se
utiliza un fotédmetro Microtox® modelo 500, el cual mide la luz remanente a una
longitud de onda de 490nm.

4 PRECAUCIONES DE SEGURIDAD

4.1 El analista debe utilizar equipo de seguridad apropiado (guantes descartables y tinica)
de acuerdo a la naturaleza de la muestra bajo estudio.

5 INTERFERENCIAS

5.1 Turbidez. En caso de aguas con gran turbidez, centrifugar la muestra a 4000 rpm durante
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5.2

53

5.4

5.5

30 minutos. Transferir el sobrenadante a un nuevo recipiente limpio y etiquetado, y
realizar el test con dicha fraccion de la muestra.

pH. Las bacterias son sensibles al pH, pero el efecto es minimo dentro del rango 6-8.5.
Siempre medir el pH de la muestra. Realizar el test sin ajustar el pH de la muestra para
determinar el efecto téxico total. Si el pH de la muestra es menor a 6.0 o mayor a 8.5, es
aconsejable determinar también la toxicidad de la muestra sin el efecto del pH, es decir,
ajustando el pH y realizando nuevamente la determinacién analitica.

Cuando se esté trabajando con matrices artificiales como lixiviados, se aconseja ajustar
el pH de la muestra entre 7y 7.5.

Oxigeno disuelto. No se requiere aireacion de la muestra. Bajos niveles de oxigeno en
agua no afecta los resultados del test. La manipulacién normal de las muestras, y las
diluciones al 50% con soluciones aireadas, se considera suficiente para proveer de
oxigeno adecuado para el test, a pesar de la deficiencia de la muestra en oxigeno. Sin
embargo la aireacién de la muestra puede ser una opcidn si y solo si, el oxigeno disuelto
en la muestra es < al 40% o > al 100% de la saturacidn en aire.

Color. Si la muestra posee color, realizar el test basico y determinar la EC50 de la misma.
Comprobar si a esta concentracidn la muestra tiene color visible. Si se detecta color ,
indicar en las observaciones.

Muestras cloradas. Las bacterias, al igual que la mayoria de los microorganismos, son
sensibles al cloro. Para neutralizar el cloro residual en una muestra de agua, agregar una
parte de la solucidn stock de tiosulfato de sodio (Na,S,0;) a 100 partes de la muestra. De
esta forma la concentracion final de tiosulfato de sodio en la muestra es de 100 mg/I.
Solucion stock de tiosulfato de sodio: pesar 1g de Na,S,0; y agregar a 100 ml de
diluyente. Almacenar a 42C hasta por 2 meses.

MUESTREQ Y PRESERVACION

6.1

6.2

6.3

La muestra debe ser colectada en frascos de 125 ml de vidrio, o de polipropileno, con
tapa de rosca. El frasco debe llenarse sin dejar camara de aire, para mantener los
materiales volatiles presentes en la solucion. Debe estar debidamente etiquetado, e
ingresar al laboratorio acompafiado de la ficha de ingreso con los datos que se indican
en la misma.

Cuando la muestra es de agua de rios, arroyos, lagos o reservorio, recolectar la muestra
por lo menos 15 cm debajo de la superficie y si es posible, contra corriente.
Es recomendable analizar la muestra antes de las 24 horas de ser colectada. De ser

necesario puede conservarse a 4 £ 2 9C en oscuridad por un periodo maximo de 72
horas.

INSTRUMENTAL Y MATERIALES

7.1

7.2
7.3
7.4

Fotémetro Microtox Modelo 500 (comercializado por Modern Water), con el respectivo
software (MicrotoxOmni™ Software for Windows versidn 1,15 95/98/NT o equivalente).

Frezzer a-20 £ 2 °C.
Heladera a 2-8°C.
Analizador de pH.
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7.5 Cubetas cilindricas de 12 x 50 mm, de vidrio borosilicato comercializadas por Modern
Water.

7.6 Micropipetas de 10puL, 500uL y 1000uL, con sus correspondientes punteros descartables.

7.7 Balanzas de precision.

7.8 Timer.

7.9 Destilador de agua (Barnstead o similar)

7.10 Desionizador de agua (Milli-Q o similar)

7.11 Pinza

7.12 Centrifuga

8 REACTIVOS

8.1 Viales liofilizados de la bacteria Vibrio fischeri (NRRL B-11177) comercializada por
Modern water, y almacenados a —202C (Reactivo)

8.2  Solucién de reconstitucién del Reactivo bacteriano, comercializada por Modern Water.
Puede almacenarse hasta por un afio a 42C.

8.3  Cloruro de sodio (NaCl) sélido

8.4  Diluyente: solucion de NaCl 2% (p/v) en agua desionizada, pH 6.0 - 8.5. Agregar 2g de
NaCl a 100 ml de agua desionizada. Puede almacenarse hasta por un afio a 4 + 29C.

8.5 Solucion de ajuste osmotico (OAS): solucion de NaCl 22% (p/v) en agua desionizada.
Agregar 22g de NaCl a 100 ml de agua desionizada. Puede almacenarse hasta por un afio
ad+2°C.

8.6  Fenol cristalino grado reactivo (téxico de referencia).

8.7 Sulfato de zinc heptahidratado, ZnSO4.7H20 (téxico de referencia).

8.8 Soluciones para ajuste de pH.

Solucién hidroxido de sodio (NaOH), 0.1N: pesar 0,2 gr de NaOH y agregar a un
recipiente conteniendo 50 ml de agua desionizada.

Solucién de acido clorhidrico (HCI), 1.2N: pesar 2,18 gr de HCl y agregar a un recipiente
conteniendo 50 ml de agua desionizada.

8.9 Agua desionizada grado reactivo 2 (segin norma ISO 3696:1987).

9 PRECAUCIONES PARA LA OPERACION

9.1 No es aconsejable reutilizar las cubetas de vidrio. Trazas de detergentes u otros
contaminantes pueden interferir con el resultado del test.

9.2 Se aconseja realizar el test dentro de las 3 horas después de haber reconstituido el vial

de bacterias. Dentro de este tiempo el organismo responde de forma consistente a un
amplio espectro de toxicos. Pasado dicho tiempo la respuesta de las bacterias puede
verse modificada. Si se utiliza el reactivo luego de las 3 horas de su reconstitucion, se
aconseja chequear la respuesta de las bacterias corriendo un test basico con un
estandar de referencia como el fenol. En la practica se ha constatado que un vial
reconstituido y almacenado a —202C por 24 hs, no cambia su respuesta frente al téxico
de referencia.
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9.3

9.4

10

Es aconsejable que la temperatura ambiente en el laboratorio donde se realiza el ensayo
sea de 20 £ 2°C.

Se debe tener especial precaucién en el modo de pipetear, ya que esto condiciona los
resultados obtenidos.

OPERACIONES PREVIAS

Preparacion del téxico de referencia

10.1

10.2

Se utilizan soluciones de fenol (o de sulfato de zinc) de 100 mg/l, como téxico de
referencia para chequear la performance de las bacterias y el método en su totalidad.

Para preparar soluciones stock (100 mg/l) de los toxicos de referencia, se pesan 50 mg
de la sustancia quimica y se colocan en un matraz aforado. Enrasar a 500 ml con
diluyente (NaCl 2%). Se mezcla el contenido invirtiendo el recipiente al menos 10 veces.
El estdndar de fenol puede conservarse en frasco color dmbar para evitar la luz y en
heladera entre 2-82C, durante 4 meses. El estandar de zinc puede almacenarse en
iguales condiciones por 3 meses.

11 ANALISIS DE LA MUESTRA

11.1 Encender el aire acondicionado de la sala donde se encuentra el equipo Microtox para
mantener temperatura ambiente a 202C.

11.2 Conectar el fotémetro a una fuente de corriente. El display muestra una luz roja que
luego de estabilizada la temperatura (aproximadamente en 15 minutos) se apaga y
prende una luz verde. En ese momento el equipo esta listo para usar.

11.3 Se enciende el PC y se ingresa al software MicrotoxOmni, indicando el nombre de
usuario y el password ("MANAGER"). Se elige la opcién "Run a test" y el protocolo de
ensayo "Basic Test". Alli se completan los siguientes pardmetros segln se desee:
numero de controles, nimero de replicas de los controles, nimero de muestras,
numero de réplicas por muestra, nimero de diluciones por muestra.

El resto de los parametros quedan establecidos automaticamente:
Inicial Concentration:  45.5
Dilution Factor: 2
Concentration Units: %
Test Times: 5y15
Time Units: Mins.
Zero Time Reading: Click
Reading Method: Click Instrument
11.4 La disposicion de los pocillos en el fotdmetro es la siguiente: cuanta con 5 columnas

(denominadas del 1 al 5) vy 6 filas (denonominadas de la A a la F). Ademas hay un pocillo
a la derecha que es para el reactivo bacteriano y otro abajo que es para realizar la
medicidn.
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A continuacion se detalla procedimiento para analizar una muestra, empleando el test basico
(cabe mencionar que el software tiene una guia de procedimiento para cada test que se
quiera llevar a cabo):

11.5 Colocar cubetas limpias en los pocillos desde Al a B5. Colocar una cubeta en el pocillo
para reactivo bacteriano (termostatizado a 5.5+12C) con 1000 pL de la solucién de
reconstitucion. El resto de los pocillos se encuentran termostatizados a 15 +0.52C

11.6 Colocar 500 pL de diluyente en las cubetas B1 a B5. Colocar 1000 plL de diluyente en las
cubetas Al a A4.

11.7 Colocar 2500 pL de la muestra en la cubeta A5 y agregar 250 pL de OAS. Mezclar
aspirando y descargando con la pipeta. Descartar 750 pl.

11.8 Preparar diluciones seriadas 1:2 de la muestra haciendo transferencias de 1000 pL
desde A5 a A4, desde A4 a A3, y desde A3 a A2. Mezclar con pipeta antes de cada
transferencia. Descartar 1000 pL de la cubeta A2. De esta forma, las concentraciones de
la muestra en cada una de las cubetas de la fila A es la siguiente: A5 (100%), A4 (50%),
A3 (25%),y A2 (12,5%). En la cubeta Al solo encontramos el diluyente.

11.9 Esperar 5 minutos para que todas las soluciones alcancen los 15°C.

11.10 Reconstituir un vial de reactivo bacteriano: Tomar un vial del freezer a -202C con la
menor manipulacidon posible de manera de evitar el calentamiento de las bacterias
liofilizadas. Quitar el tapdn con una pinza y verter rapidamente en él los 1000 puL de la
solucidn reconstituyente pre-enfriada, para suspender las bacterias. Tapar el vial y
agitarlo suavemente 3 o 4 veces de manera de homogeneizar la suspension.
Inmediatamente transferir la suspensién a la cubeta de reconstituyente. Si la adicidén es
lenta, puede ocurrir la lisis de la bacteria. Mezclar con pipeta de 500 pL aspirando y
expulsando muy lentamente sin generar burbujas no menos de 20 veces para asegurar
una dispersion uniforme del reactivo.

11.11 Inmediatamente, transferir 10 plL de reactivo a las cubetas B1 a B5, apoyando el puntero
de la pipeta sobre la pared interna de la cubeta, y sin tocar la solucidn. Agitar
suavemente las cubetas para asegurar que el reactivo entre en contacto con la solucién.

11.12 Esperar 15 minutos para lograr el desarrollo de luminiscencia y que la produccién de luz
llegue a un estado estable.

11.13 Transcurrido ese tiempo, se realizan las lecturas a tiempo cero: colocar la cubeta B1 en
el pocillo de lectura, presionar el botén SET del fotdmetro para setear el instrumento, y
luego proceder con las lecturas del resto de las cubetas segin lo va indicando el
programa, presionando cada vez el botdn READ en el instrumento. Con esto se obtienen
las medidas de luminosidad a tiempo cero (lg).

11.14 Inmediatamente transferir 500 pL de solucién desde Al a B1, A2 a B2, A3 a B3, A4 a B4,
y A5 a B5. De esta forma, la concentracion de la muestra en cada una de las cubetas de
la fila B es: B5 (45,50%), B4 (22,75%), B3 (11,38%), B2 (5,68%), y B1 conteniendo
solamente diluyente.

11.15 Cuando el monitor lo indique, realizar las lecturas para tiempo 5 minutos y 15 minutos.

12 ANALISIS DE DATOS
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121

12.2

12.3

12.4

12.5

Los datos de luminiscencia obtenidos son utilizados por el software para calcular el
punto final del bioensayo: la concentracién de la muestra que causa 50% de inhibicidn
de la luz emitida por la bacteria Vibrio fischeri (EC50). Se mide la EC50 para 5 y 15 min.
También indica el rango de confianza al 95% para dicho valor. Cuanto mds estrecho sea
el rango de confianza, mds preciso son los resultados.

La informacidn desplegada en el monitor incluye: las concentraciones analizadas, las
lecturas a tiempo 0 (lp) y tiempo t (l;), o sea 5 y 15 min, y el cédlculo del parametro
“Gamma” para cada concentracion y tiempo de exposicion, que es el cociente entre la
luz perdida y la luz remanente luego que se expuso el reactivo a la muestra. Gamma es
calculado segun la siguiente ecuacion:

Gamma =R5 . lo- It
It
donde, Rs es la razdn del blanco (luz emitida en la cubeta del blanco a tiempo t con
respecto a la luz emitida a tiempo cero), que corrige por la pérdida natural de luz que se
produce con el paso del tiempo en la cubeta del blanco (conteniendo solamente
diluyente y reactivo).

R5 = control It

control lo

También se muestra el porcentaje de efecto (o porcentaje de pérdida de luz) de cada
concentracién de la muestra, comparado con el blanco.

El valor de EC50 y el intervalo de confianza al 95% aparece al pie del reporte. Se calcula a
partir de la serie de concentraciones testeadas y por definicion EC50 = Gamma 1.
(cuando el valor de Gamma se iguala a la unidad, la luz perdida es igual a la luz
remanente, lo que equivale a decir que la mitad de la luz producida por las bacterias se
ha perdido por exposicién a la muestra). El valor de EC50 se determina por interpolacion
cuando Gamma vale 1 a partir del grafico de log(Gamma) vs. log(concentracion), en el
cual existe relacidn lineal entre ambas variables.

Se incluye en el reporte otro grafico ademds del anteriormente mencionado:
"porcentaje de efecto vs. concentracion", sefialandose la linea utilizada para el célculo
de EC50.

Se expresan los resultados como EC50, 15 min. También se puede convertir el resultado
a unidades de toxicidad (UT), siendo UT= 100/EC50. En el siguiente cuadro se muestra la
clasificacion de la muestra seglin la EC50 y correspondiente unidad de toxicidad:

EC50 uT CLASIFICACION
<25% >4 Muy tdxica
25a50% 2a4 Toxica

51a75% 1,33a1,99 Moderadamente toxica
76 a 99% 1,32a1.01 Levemente tdxica
>100% <1.00 No Toxica

Fuente: Qureshi 1990, p3-89.Microbiology methods manual. Alberta Environmental Centre.
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13

CONTROL DE CALIDAD ANALITICO

131

13.2

13.3

13.4

14

Chequeo de la sensibilidad del reactivo con el toxico de referencia:

Como forma de asegurar la validez de los andlisis, es aconsejable que cada vez que se
reconstituye un vial de reactivo bacteriano (o al menos mensualmente), se ejecute el
protocolo del Test Basico empleando una solucién de 100 mg/L de fenol como téxico de
referencia. La ECso(5min.) de la solucidn de fenol, debe encontrarse entre 13 y 26 mg/L.
La empresa proveedora emite a su vez un certificado de performance para cada lote de
reactivo, que indica el valor exacto de EC50 (5 min) que se obtiene al efectuar un test
basico con fenol.

Graficos de control con el téxico de referencia:  Adicionalmente, para asegurar que el
procedimiento analitico se estd llevando a cabo correctamente, deben chequearse los
valores obtenidos de EC50 para el toxico de referencia (100 mg/L de fenol) con el grafico de
control de calidad. Este grafico debe establecerse periddicamente hallando la media y la
desviacion estandar de al menos 20 valores de ECsy(5 min.) obtenidos a partir de ejecutar el
protocolo de Test Bdsico con el toxico de referencia. La suma de la media mas dos
desviaciones estandar es el limite superior de advertencia (LSA). La suma de la media mas
tres desviaciones estandar se denomina limite superior de control (LSC). Analogamente, se
toman limites inferiores de advertencia (LIA), y control (LIC) restando desviaciones estandar
a la media.

La ECs del toxico de referencia no deberia encontrarse fuera de los limites de advertencia
mas de 1 vez en 20 y no deberian encontrarse fuera del rango de control mas de 1 vez en
100. Sin embargo, un laboratorio que produzca datos variables para el toxico de referencia
puede tener limites de control muy amplios. Por lo tanto se sugiere que los datos
generados con el tdxico de referencia, a partir de los cuales se genera el grafico de control,
presenten un coeficiente de variacion menor al 30% (CV = Desv. estandar/Media* 100)

Es deseable que el rango de confianza al 95% para el valor de EC50 (el cual aparece al pie
del reporte) no excede el 30% de la EC50 (cuanto mas estrecho sea el rango de confianza,
mas preciso son los resultados). Se calcula de la siguiente forma:

% = ((EC50/min.EC50) —1)*2*100

El valor de R” obtenido de la curva concentracion vs. respuesta debe ser mayor o igual a 95%

BIBLIOGRAFIA

141

14.2

14.3

14.4

ENVIRONMENT CANADA. PACIFIC ENVIRONMENTAL SCIENCE CENTRE, ENVIRONMENTAL
TOXICOLOGY SECTION. Standard Operating Procedure for the Liquid-Phase Toxicity Test
Using Luminescent Bacteria (Vibrio fischeri). EC50ML12.SOP. June, 2001. pp 2-19.

ENVIRONMENT CANADA. Biological test Method: Toxicity Test Using Luminescent
Bacteria (Photobacterium phosphoreum). Report EPS 1/RM/24. November 1992. pp
1-61.

AZUR ENVIRONMENTAL. MicrotoxOmni™ Software for Windows® 95/98/NT. User
Manual. Julio 1999. pp 1-31.

AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION. Standard methods for the examination of
water and wastewater. 22ed. APHA, AWWA, WPCF, 2012. Seccion 8050.

222



Anexos

ANEXO VI - 3. Hoja de datos de seguridad del colorante Acid Black 172

Fabricante: Huntsman Textile Effects
Nombre comercial: NEGRO ERIONYL AMR (Cdédigo del producto: 1663211)

HUNTSMAN
Huntsman Textile Effects Enriching ives through inncvation
HOJA DATOS DE SEGURIDAD (2001/58/CE) Caodigo del producto 1663211

Edicion de 17.03.2005 Sustituya a la edicion de 18.11.2002
Fecha de distribucion 1707 2006

NOMBRE COMERCIAL
NEGRO ERIONYL AMR

1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA/ PREPARADO Y LA EMPRESA
Identificacién de la substancia o preparacién

Descripcidn quimica Preparacion de colorante azoico complejo metélico
Empleo de la substanaalpreparacion

Colorante textil
Identificacion compaiia/empresa
Fabricante Huntsman Textile Effects CH-4057 Basel
Departamento responsable Product EHS Fax 0041 61 636 7998
Proveedor Huntsman Textile Effects

Tronador 4890 - 1er. Piso
C14300DNN - Buenos Aires
ARGENTINA

2. COMPOSICION/ INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES
Informacién sobre los componentes % No. CAS Simbolo Frases R
- Trisodio bis[3-hidroxi-4-[{2-hidroxi-1-naftil)azo}-7- 60-70 % 57693-14-8 Xi 43-52/53
nitronaftalen-1-sulfonato(3-)] cromato(3-)
N® CE 260-906-9

3. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

Poszibilidad de sensibilizacidn en contacto con la piel

Mocivo para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente
acuatico

12. INFORMACIONES ECOLOGICAS

Ecotoxicidad
Toxicldad para el efluente bacterias

BST > 300 mg/l
Toxicidad para los peces CL50 17 mgll 96 h pez Zebra OECD 203
Toxicidad para la dafnia CES50 79 mg/l 48 h OECD 202
Resumen Nocivo para los organismos acuaticos si se vierte directamente en la

superficie del agua

Persistencia y degradabilidad

Bloeliminacién 20-30%, Analisis COD, OECD 302B
Resumen Deficiente eliminacién por adsorcidn sobre lodo

Comportamiento en las plantas de Nitrification inhibition test (1ISO 9509), EC50 >300 mg/l

tratamiento

INFORMACION ECOLOGICA ADICIONAL

DBO5 90 mgO2/g

DQO 960 mgO2/g

CcoT 24 %

Contenido de fésforo 0%

Contenido en halégeno orgédnico 0%

Contenido de metales 2.7 % Como complejo organo-metalico de cromao |1

Producto ensayado Basado en datos conocidos de los componentes
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Anexos

ANEXO VI -4 A. Hojas de datos de seguridad del colorante Acid Red 88

Fabricante: SIGMA-ALDRICH (Producto numero 195227 )

SIGMA-ALDRICH

Version 5.1 Revision D ae 05.08.201
Print Date 13.03.201

GENERIC EU M5D5 - NO COUNTRY SPECIFIC DATA - NO OEL DATA

sigma-aldrich.com

SAFETY DATA SHEET

according to Regulation (EC) Mo. 1807/2008

3
7

1.1

SECTION 1: ldentification of the substance/mixture and of the company/undertaking

Product identifiers

Product name : Acid Red 88

Product Number T 195227

Brand o Sigma-Aldrich

REACH No. - Aregistration number iz not available for this substance as the substance

or its uses are exempted from registration, the annual tonnage does not
require a registration or the registration is envisaged for a later
registration deadline.

CAS-MNo. :  1658-5B-5

Relevant identified uses of the substance or mixture and uses advised against
Identified uses - Laboratory chemicals, Manufacture of substances
Details of the supplier of the safety data sheet

Company . Sigma-Aldrich
3050 Spruce Street
SAINT LOUIS MO 83103
Usa

12.1

12.2

12.3

12.4

12.5

12.6

SECTION 12: Ecological information

Toxicity
no data available

Perzistence and degradability
no data available

Bicaccumulative potential
no data available

Mobility in soil
no data available

Results of PBT and vPvB assessment
PBTivPvE assessment not available as chemical safety assessment not required/not conducted

Other adverse effects

no data available
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Anexos

ANEXO VI -4 B. Hojas de datos de seguridad del colorante Acid Red 88

Fabricante: MP Biomedicals

MP
=
Material Safety Data Sheet

Catalog Number: 152608
Revizion date: 24-Apr-2006

1. IDENTIFICATION OF THE SUBSTANCE/PREPARATION AND COMPANY INFORMATION |

Catalog Number: 152608
Product name: ACID RED 88

Supplier:

MP Biomedicals, LLC
29525 Fountain Parkway
Solen, OH 44139

tel: 440-337-1200

12. ECOLOGICAL INFORMATION

Maobility: Mo data available
Bioaccumulation: Mo data available
Ecotoxicity effects: Mo data available
Aquatic toxicity: May cause long-term adverse effects in the aguatic

environment.

Components U.5. DOT - Appendix B - U.5. DOT - Appendix B - United Kingdom - The Red
Marine Pollutan Severe Marine Pollutants  List:
ACID RED 33 Mot Listed Mot Listed Mot Listed
Components Germany VCI (WGK) World Health Organization Ecotoxicity - Fish Species
(WHO) - Drinking Water Data
ACID RED 33 Mot Listed Mot Listed Mot Listed
Components Ecotoxicity - Freshwater Ecotoxicity - Microtox Data Ecotoxicity - Water Flea
Algae Data Data
ACID RED 88 Mot Listed Mot Listed Mot Listed
Components EPA - ATSDR Priority List EPA - HPV Challenge California - Priority Toxic
Program Chemical List Pollutants
ACID RED 83 Mot Listed Mot Listed Mot Listed
Cataloeg Number: 152608 Product name: ACID RED 88 Page 3of 3
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Trabajos publicados en base a los resultados obtenidos durante esta tesis
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