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RESUMEN

De la tesis de Melissa Monserrat Quezada Luna, presentada como requisito parcial para la obtencion
del titulo de BIOINGENIERO. Ensenada, Baja California. Noviembre de 2017.

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA E INMOVILIZACION DE
ENZIMAS EXTRAIDAS DE ORGANISMOS DE BAJA CALIFORNIA

Resumen aprobado por:

Dr. David Cervantes Vasquez Dra.\Claudia Mariana Gomez Gutiérrez
Director Codirectora

Las peroxidasas son enzimas que se encuentran en una gran variedad de organismos y tienen la capacidad
de catalizar la oxidacion de sustratos organicos e inorganicos en presencia de peroxido de hidrégeno. En
este estudio se evalud la actividad enzimatica e inmovilizacion de la peroxidasa de rabano (HRP, por sus
siglas en inglés) y de dos muestras de enzimas aisladas a partir de los hongos Lactarius sp. y Russula sp.
colectados en la localidad de El Salto en el municipio de Ensenada, Baja California.

A partir de la colecta de los macromicetos se procede al asilamiento y caracterizacion de las enzimas por
medio de electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS PAGE), para su
posterior inmovilizacion en esferas de alginato y quitosan. La actividad enzimética se prueba con los
sustratos Guayacol y ABTS para la peroxidasa de rdbano puesto que son ampliamente utilizados en este
tipo de ensayos. Sin embargo, para las muestras aisladas se utiliza Guayacol como sustrato debido a que
se difunde con mayor facilidad al sitio activo con respecto al ABTS. De acuerdo con las actividades
enzimaticas obtenidas se determina que hubo mayor actividad para la enzima HRP inmovilizada en
esferas de alginato y la implementacion de quitosan favorece a la actividad enzimatica de las enzimas
extraidas de Lactarius sp., y de Russula sp. En la enzima semipurificada de Russula sp. no se detectd
actividad, pero en las muestras inmovilizadas en quitosan y alginato se observaron actividades similares a
las obtenidas con Lactarius sp., y HRP.

Palabras Clave: Russula sp., Lactarius sp., peroxidasas, alginato, quitosan, inmovilizacién,
biorremediacion
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1. Introduccion

En la actualidad existen una gran cantidad de problemas de contaminacion ambiental, los cuales
se derivan de la sintesis y produccion de compuestos quimicos utilizados por el hombre. Debido
a esto, se buscan alternativas para la restauracion de ambientes contaminados, de tal forma que
las consecuencias provocadas por la contaminacién se vean eliminadas o reducidas

(Bioremediation, 2014).

Como soluciébn a los problemas ambientales de suelos contaminados se emplea la
biorremediacion, la cual consiste en utilizar organismos o sus componentes para degradar o
transformar desechos, convirtiéndolos en compuestos inofensivos y disminuyendo su

concentracion por debajo de los limites permitidos (Vidali, 2001).

La biorremediaciéon puede dividirse en dos tipos: In situ y Ex situ. Cuando se habla de
tratamiento In situ, se refiere a remediar sitios contaminados en el lugar, como pueden ser:
bioventeo, fitorremediacion y barrera permeable reactiva. Mientras que el tratamiento Ex situ,
requiere el transporte de los contaminantes para ser llevados a un sitio de tratamiento, tal como la

utilizacion de biorreactores o tratamiento superficial en suelos (Juwarkar et al., 2010).

Con el fin de una correcta remediacion del lugar, es necesario entender las caracteristicas y
propiedades del medio a tratar. Es decir, las propiedades fisicas, quimicas y microbiologicas del
contaminante. Entre los contaminantes a tratar, se destacan los metales pesados, pesticidas, aguas
residuales e hidrocarburos ya que estos pueden estar presentes en altas o bajas concentraciones,
sin embargo, el que se encuentren en bajas concentraciones sigue siendo preocupante debido a
que puede resultar altamente toxico para los seres vivos o el mismo suelo que los contiene

(Zubuike et al., 2016).



Una de las tecnologias utilizadas para la biorremediacion de sitios contaminados por compuestos
nocivos son los biocatalizadores. Estos son enzimas de naturaleza proteica que facilitan la
conversion de sustratos a productos, promoviendo condiciones favorables que reducen o aceleran
la energia de activacidon en una reaccion. La utilizacion de enzimas en biorremediacion tiene
multiples ventajas con respecto al uso de organismos completos, por ejemplo: no se generan
subproductos toxicos, pueden permanecer en ambientes extremos, no pierden su actividad a
causa de inhibidores generados por el metabolismo celular, tienen actividad catalitica incluso a
bajas concentraciones del contaminante y facilidad en el control del proceso (Duran, 2000; Rao

etal, 2010).

Si bien sus caracteristicas son idoneas para ser utilizadas en un proceso de biorremediacion, es
necesario proteger o propiciar mayor resistencia a las enzimas para mejorar los resultados de su
actividad en aplicaciones de biorremediacion. Para esto, las enzimas pueden ser inmovilizadas en
distintos soportes o matrices que brinden proteccién a las enzimas y, ademads, permitan los

procesos de actividad enzimatica propios de las enzimas.

La inmovilizacién es un proceso muy importante para la utilizacion de enzimas en
biorremediacion. Debido a que se requiere una matriz que envuelva la enzima y ésta pueda entrar
en contacto directo con el medio sin afectar su actividad catalitica. En el caso de tratamiento de
aguas residuales es muy importante considerar que el medio en el que va a encontrarse la enzima
presenta condiciones adversas. Para que la enzima pueda trabajar de manera correcta y sin perder
su actividad catalitica se utiliza una matriz resistente a estas condiciones, como por ejemplo
microesferas de alginato de calcio, las cuales se han utilizado para inmovilizar la enzima HRP en

el tratamiento de colorantes presentes en aguas residuales. Una de las principales aplicaciones de



las enzimas inmovilizadas es en el tratamiento de aguas residuales ya que el sector industrial
crece cada vez mas conforme pasa el tiempo, asi como también los efluentes en el medio
ambiente. La industria textil es una industria que se caracteriza por el uso de colorantes para la
elaboracion de sus productos, por lo que los efluentes producidos por esta industria contendran
en su mayoria este tipo de compuestos. Los colorantes son carcinogénicos aun en
concentraciones relativamente bajas. Por lo que la biorremediacion para reducir o eliminar este
tipo de compuestos de los efluentes es una alternativa que se considera prometedora. El uso de
peroxidasas como herramienta para la remocion de colorantes es practicamente nueva comparada

con los métodos tradicionales (Chiou y Wu, 2014).



2. Antecedentes

2.1. Enzimas con aplicaciones en biorremediacion: Peroxidasas

Las peroxidasas son enzimas con un grupo hemo que catalizan la oxidacion de diferentes
sustratos (en presencia de perdxido de hidrogeno) altamente utilizados en la industria. Por lo
tanto, poseen la capacidad para oxidar diferentes compuestos quimicos y son producidas por

plantas, animales y microorganismos (Hamid y Rehma, 2009).

El uso de peroxidasas ha sido demostrado para remover compuestos fenolicos y sus derivados.
Estos compuestos son comunmente utilizados para la fabricaciéon de productos de interés
industrial y son altamente toxicos. La remocion de fenoles por medio de estas enzimas se da a
través de reacciones de oOxido-reduccion en presencia de peroxido de hidrogeno y produce
oligomeros, los cuales pueden ser eliminados facilmente (Regalado ef al., 2004). Un ejemplo de
esto es la peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en ingles) que degrada al fenol. La HRP es
una peroxidasa que puede ser encontrada en abundancia en las raices del rdbano picante. Es una
enzima que posee dos centros metalicos y dos atomos de calcio, éste acomodo estructural le
confiere a la enzima una correcta funcionalidad. En los tltimos afios la enzima ha sido
ampliamente estudiada debido a sus multiples aplicaciones y las diferentes propiedades que la

caracterizan (Veitch, 2004).

El mecanismo de accion de la HRP es el siguiente: la enzima en su conformacion nativa es
oxidada por H,O; para formar un compuesto conocido como compuesto I. Este compuesto oxida

una molécula de fenol (PhOH) para formar un radical libre (PhO,) el cual es convertido en el



compuesto II. A su vez el compuesto II oxida una segunda molécula de fenol para producir otro
radical y completar el ciclo regresando a su conformacion nativa. Los radicales libres formados
se difunden desde la enzima a la solucion donde reaccionan para formar productos
poliaromaticos. Los cuales son insolubles en agua y pueden ser removidos por operaciones de

solido-liquido (Chiong ef al., 2014).

E +H,0, — Ei+ H,0, (1)
Ei + PhOH' — Eii + PhO, (2)
Eii + PhOH" — E + PhO + H,0. (3)

Figura 1. Mecanismo de reaccion para sustratos fenélicos. Tomado de Bansal y Kanwar (2013).

La actividad de las peroxidasas para su utilizacion en la biorremediacion esta definida por la
estructura de su sitio activo, debido a que la catélisis inicia por el acoplamiento fisicoquimico del
sustrato a sus sitios activos. Para una Optima actividad enzimatica hay diferentes variables que
deben tomarse en cuenta, por ejemplo, un cambio en el pH puede conllevar la restructuracion del
sitio activo y perder actividad enzimatica. Ademas, la temperatura tiene un efecto importante, ya
que al incremento de ésta el sitio activo toma su conformacién mas favorable y hay una mayor

interaccion entre las moléculas del sustrato y las del sitio activo (Bansal y Kanwar, 2013).

Entre las aplicaciones mas destacadas se encuentran:

* Ensayos inmunologicos
Esta enzima es altamente utilizada en el inmunoensayo ELISA (Hamid y Rehma, 2009)
en éste un antigeno es inmovilizado en un sustrato; el antigeno se une a un anticuerpo

especifico que a su vez es detectado por otro anticuerpo que esta enlazado a la enzima



HRP. Para la deteccion se utiliza un sustrato cromogénico, el cual en presencia de la
enzima provoca una coloracion que es proporcional a la concentracion de antigeno

presente (Gan y Patel, 2013).

Biosensores

Son dispositivos utilizados para la deteccion de un analito bioldgico especifico.
Empleando tres componentes distintos: uno que reconoce al analito emitiendo una sefial,
un transductor y un dispositivo lector. Xu et al. (2010) desarrollaron un biosensor capaz
de detectar peréxido de hidrogeno, el cual es un compuesto cuya determinacion es de
suma importancia en diferentes sectores, como pueden ser: industrial, alimenticio e
incluso en la salud, debido a que es considerado un mediador bioquimico de la patologia
celular que puede estar involucrado en enfermedades neurodegenerativas. El sensor esta
constituido por un electrodo modificado con una pared de multiples nanotubos de
carbono (MWNTs), utilizando glutaraldehido y albimina para crear el enlace HRP-
MWNTs. Puede detectar peroxido de hidrogeno a concentraciones relativamente bajas
debido a que utiliza una peroxidasa como biocatalizador y demostr6 alta estabilidad en

los ensayos realizados (Veitch, 2004).

Terapia contra el cancer
Una de las técnicas que se emplean para el tratamiento del cancer es la terapia con
profarmacos enzimaticos dirigidos por anticuerpos. Este consta de un complejo enzima-

anticuerpo que es altamente selectivo debido a que el anticuerpo se enlaza a un antigeno



especifico expresado en la superficie de las células tumorales (Niculescu-Duvaz y
Springer, 1996).

La combinacién entre 4cido indolacético y la enzima HRP ofrece una aplicacion
potencial para su uso en terapia dirigida. En un estudio realizado por Bonifert et al.
(2016), se caracterizaron dos peroxidasas HRP recombinantes en el organismo Pichia
pastoris 'y se utilizaron en células cancerigenas Independientemente de las
incompatibilidades entre las glicosilaciones que presentan las células de plantas y las de
los seres humanos, en una de las enzimas recombinantes se obtuvo actividad catalitica

resultando altamente activa con el dcido indolacético en ausencia de H,O.

Biorremediacion

La mayoria de las aplicaciones en esta drea se han centrado en el tratamiento de
compuestos fenolicos. Cheng y Zuo (2005) inmovilizaron la enzima HRP en una matriz
de arcilla intercalada con aluminio para la oxidacién de compuestos fendlicos en aguas
residuales. Demostraron, de manera satisfactoria, la remocién de fenoles por

precipitacion o transformacion de estos en otros productos.

Sin embargo, la enzima HRP también es utilizada para el tratamiento de aguas residuales
contaminadas por compuestos aromaticos y colorantes. En un estudio elaborado por
Maddhinni, et al. (2006) se evalud la capacidad de la enzima HRP y perdxido de
hidrégeno para oxidar un colorante elaborado a base de compuestos azoicos, dando

resultados satisfactorios al degradar a este contaminante. La oxidacion del colorante se



evalud en funcion de la enzima HRP a una concentracion fija de H,O; y a una actividad

HRP constante.

2.2. Inmovilizacion de enzimas

La inmovilizacién es un proceso que se lleva a cabo para aumentar la viabilidad de una enzima.
De forma fisica, la enzima se envuelve en un material al que se le conoce como soporte o matriz,
dicho material permite que la enzima perdure por una mayor cantidad de tiempo en un medio y
condiciones determinadas. Tales caracteristicas pueden ser: resistencia de compresion,

hidrofilidad, biocompatibilidad y resistencia a ataques microbianos (Gonzalez y Batista, 2013).

Existen diferentes técnicas de inmovilizacion y dependiendo de las caracteristicas del bioproceso
es la técnica de inmovilizacion a utilizar, ya que la actividad enzimadtica puede estar influenciada

por el entorno al que estard expuesta la enzima (Datta et al., 2013).

* Adsorcion
Esta técnica involucra interacciones hidrofobicas, puentes de hidrogeno y fuerzas de Van
der Waals. La enzima se inmoviliza en la matriz a partir de este tipo de enlaces; es un
proceso que se vuelve reversible al cambiar las condiciones fisicas del sistema. Es el tipo
de inmovilizacion mas sencilla y generalmente se mantiene la actividad catalitica

(Niculescu-Duvaz y Springer, 1996).

Dey et al. (2002) utilizaron fibras de coco para la inmovilizacion de alfa-amilasa de

Bacillus circulans. Dando como resultado un soporte capaz de absorber gran cantidad de



agua y poseer un alto intercambio i6nico. El estudio fue realizado con el fin de evaluar a

la fibra de coco como matriz de inmovilizacion para la enzima alfa-amilasa.

Cabrera-Padilla et al. (2012) lograron la inmovilizacion de la lipasa obtenida a partir de
Candida rugosa en un polimero biodegradable (3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)
obteniendo una eficiencia del 30% con respecto a la enzima libre. La estabilidad de la
enzima fue evaluada dando como resultado una reutilizacion de hasta 12 ciclos con una
actividad catalitica del 50%. Los ensayos de las actividades hidroliticas de la lipasa libre
e inmovilizada se realizaron mediante el método de emulsion de aceite de oliva-agua. El
estudio fue realizado para evaluar la capacidad de poli(3-hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) como matriz de inmovilizacion para la lipasa de Candida rugosa. Asi

como también, las propiedades bioquimicas, morfologicas y fisicoquimicas del polimero.

Enlaces covalentes

La inmovilizacion a partir de enlaces covalentes es posible gracias a la cadena lateral que
poseen los aminodcidos, tales como la histidina y arginina. La superficie de la matriz
posee péptidos modificados que al realizar el enlace con la enzima éste suele ser muy

efectivo para la biocatélisis y la estabilidad de la enzima (Dey ef al., 2002).

En 2000 el Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de Taiwan
llevo a cabo la inmovilizacion de una invertasa en quitosan para mejorar su estabilidad
térmica. Se utilizaron restos de carbohidratos para realizar el acoplamiento covalente de

la invertasa, lo cual permite proteger el sitio activo y preservar la actividad de la enzima



ya inmovilizada. Se obtuvo una actividad del 91% y su vida media a altas temperaturas se
vio incrementada. La invertasa se inmovilizd en soporte de quitosdn utilizando cinco
métodos diferentes para evaluar la matriz de inmovilizacion, el procedimiento de
acoplamiento y evaluar glutaraldehido y / o etilendiamina como espaciador sobre la
actividad relativa, la estabilidad térmica y las caracteristicas cataliticas de la invertasa

inmovilizada (Hsieh et al., 2000).

Inmovilizacion por afinidad

Este tipo de inmovilizacion se realiza en diferentes condiciones fisiologicas. Puede ser a
través de ligandos especificos para una enzima, los cuales se acoplan a la matriz o la
enzima se acopla a una estructura que posee afinidad por la matriz' La estratificacion por
bioafinidad es un ejemplo de este tipo de inmovilizacion y consta de alternar capas del
ligando de afinidad y la proteina, siendo depositadas en la matriz de inmovilizacién (Dey

et al., 2002).

En el Departamento de Quimica del Instituto de Tecnologia en India, los investigadores
Sardar y Gupta, inmovilizaron la pectinasa del tomate en una matriz de agarosa-
Concavalina A, utilizando capas de Concavalina A y pectinasa en un soporte de agarosa.
Este experimento demostrd que la inmovilizacion por afinidad le confiri6 al sistema una
mayor estabilidad térmica. La actividad de la concavalina A se estim6 utilizando
glicogeno como sustrato y analizando la turbidez a 450 nm. La actividad de la pectinasa

se determino usando &cido poligalacturénico como sustrato. Una unidad enzimatica libera

10



1 mol de aztcar reductor cada minuto a 37 °C. La cantidad de aztcar reductor formado se

estim6 mediante el método del acido dinitrosalicilico (Sardar y Gupta, 2005).

Encapsulamiento

El encapsulamiento de las enzimas en los materiales se da a través de enlaces covalentes
o no covalentes y suelen estar dentro de matrices como geles o fibras. El enlace enzima-
matriz es posible gracias a métodos como la inclusion de la enzima dentro de una matriz
polimérica, disolucion de la enzima en una fase no acuosa y separando la enzima a través

de microporos (Chiou y Wu, 2004).

Shen et al. (2011), utilizaron una matriz hibrida de alginato-gelatina-fosfato de calcio
para la inmovilizacion de B-galactosidasa. Se utilizaron dos matrices. Una matriz
consistio en una capsula de alginato de calcio y otra de alginato de sodio, ambas cubiertas
con una pelicula de gelatina y una coraza de calcio. Esta encapsulacion le confiri6
propiedades caracteristicas al sistema gracias a los materiales con las que fue elaborada.
Por ejemplo, la coraza de calcio permitié una mayor estabilidad mecénica, incremento la
eficiencia de la inmovilizacion y evité fugas de la enzima. La encapsulacion resultd ser
muy eficiente en cuanto a la durabilidad y la actividad enzimatica.

Las caracteristicas de la matriz son importantes para la correcta funcionalidad del sistema
de inmovilizacion. Existen diferentes materiales para la inmovilizacion de enzimas y
¢éstos deben presentar propiedades de resistencia a la compresion, resistencia a ataques

microbianos, biocompatibilidad, etc. Los materiales pueden clasificarse en inorganicos y
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organicos. Como parte de los materiales orgénicos se encuentran los polimeros naturales.

(Dey et al., 2002).

Polimeros naturales

Los polimeros naturales han sido ampliamente estudiados en los tltimos afios debido a que

presentan propiedades como la facil degradacion, biocompatibilidad, facilidad de escalamiento a

nivel industrial, etc. A continuacion se describen algunos de los polimeros naturales

comunmente utilizados como matriz de inmovilizacion:

Alginato

Es un polimero que se obtiene a partir de las algas pardas como Macrocystis pyrifera,
Laminaria digitatia y Ascophyllum nodosum. De forma natural, los alginatos se
encuentran como sales de calcio, magnesio y sodio, las cuales forman parte del acido
alginico y han sido ampliamente utilizadas como matrices para inmovilizaciéon de
enzimas. Un ejemplo de esto son las microesferas de alginato de calcio (Yong y Mooney,

2012; Dey et al., 2002).

Un grupo de investigadores especializados en reactores biologicos y enzimaticos del
Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Cadiz, inmovilizaron glucosa
oxidasa en céapsulas de alginato de calcio. La investigacion se centrd en estudiar las

condiciones y caracteristicas ideales para una eficiente encapsulacion de glucosa oxidasa.

12



Se demostré que el alginato es una matriz de inmovilizacion que posee la ventaja de
cambiar el espesor de la cépsula y el porcentaje de difusion de la enzima, variando el
tiempo de gelificacion, las concentraciones de alginato de sodio y del cloruro de calcio

(Blandino y Macias, 2001).

Quitosan

Es un polisacarido que posee caracteristicas que son esenciales para que una material
pueda usarse como matriz de inmovilizacion. Entre ellas destacan: la estabilidad
mecanica, la afinidad para enlazar proteinas y los grupos que pueden interactuar

directamente con la enzima (Sirisha ef al., 2016).

En 2004, los investigadores Wu y Chiou, del Departamento de Ingenieria Quimica de la
Universidad Nacional Tsing Hua en Taiwan, desarrollaron un método de inmovilizacion
en quitosan para la enzima lipasa obtenida a partir de Candida rugosa. La enzima se
inmovilizé en dos diferentes tipos de esferas mediante la activacion de grupos hidroxilo,
utilizando carbodiimida como agente enlazante. Los resultados mostraron un incremento
en la estabilidad de la enzima, por lo que este tipo de matriz es ideal para su utilizacion
en biocatalisis de procesos industriales debido a su bajo costo y estabilidad operacional

(Chiou y Wu, 2004).

Pectina
Es un polisacarido presente en la pared celular primaria de las plantas. Se utiliza junto

con el alginato de calcio como matriz para encapsular la enzima, ésta combinacién
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incrementa su resistencia a desnaturalizacion, temperatura y actividad catalitica (Chiou
y Wu, 2004).

Se desarrollaron esferas de alginato-pectina para la encapsulacion del complejo
concanavalina A-peroxidasa TP para su posible utilizacion en la remocién de compuestos
aromaticos presentes en aguas residuales y efluentes industriales. La conformacion de la
matriz dio como resultado un incremento en la estabilidad de la enzima debido a que la
encapsulacion con alginato-pectina posee una mejor estabilidad frente a los agentes
desnaturalizantes fisicos y quimicos en comparacion a la encapsulacion con la enzima

soluble (Matto y Husain, 2006).

* Colageno
Este polimero natural es también utilizado como matriz de inmovilizacion. Las fibras de
coldgeno con iones de Fe’' brindan un excelente soporte y la actividad catalitica se
mantiene incluso después de ser utilizada 26 veces (Dey ef al., 2002).
Hanachi, P. et al. (2015) comprobaron que puede emplearse coladgeno tipo I como matriz
de inmovilizacion para la enzima fosfatasa alcalina. Encontraron que la actividad
enzimatica permanecia un 48.6% después de 9 veces de aplicacion. Hubo aumento en su

estabilidad térmica y una resistencia a la desnaturalizacion de la enzima.

2.3. Sustratos utilizados en ensayos enzimaticos
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Para que se lleven a cabo los ensayos enzimaticos es necesario el uso de un sustrato debido que
la actividad enzimatica expresa la cantidad de sustrato consumido en la reaccion durante un
tiempo determinado. A continuacion se describen dos diferentes sustratos utilizados para la

realizacion de ensayos enzimaticos:

* ABTS

El ABTS es un compuesto quimico que se utiliza para observar la cinética de reaccion de
enzimas especificas. Es comunmente utilizado como sustrato en conjunto con H,O, para enzimas
peroxidasas. Ha sido ampliamente utilizado como mediador de la lacasa obtenida de
Mpyceliophtera termopila debido a su alta estabilidad y su conocida reaccion de 6xido-reduccion.
Solis-Oba et al., (2007) realizaron un estudio para demostrar que el ABTS es un agente oxidante
y ademas interactia con la lacasa, de tal forma que se recicla multiples veces entre la enzima y el

sustrato.

Un estudio elaborado en el Departamento de Quimica de la Universidad de Iowa en Estados
Unidos, evaltia la oxidacion de ABTS por H,O, catalizado a partir de la peroxidasa HRP
encapsulada en un soporte sol-gel de vidrio hecho con silice. Se utilizé vidrio silice SiO; y
RSiO; (Donde R puede ser grupo metil o propil) como matriz de inmovilizacion. El estudio tuvo
como fin comparar la actividad catalitica de la peroxidasa encapsulada en las diferentes matrices
sol-gel. Se observd que conforme se eleva la concentracion de sustrato ABTS, el rendimiento
disminuye ligeramente, porque se requieren mas volumenes de la enzima para oxidar el sustrato.

Ademas, el complejo HRP-MeSiO; tuvo un 70-85% de rendimiento en la oxidacion de ABTS,

15



mientras que el complejo HRP —SiO, y HRP-PrSiO, lograron entre 30-40% (Kadnikova y

Kostic, 2002).
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Figura 2. Oxidacion de ABTS mediante peréxido de hidrogeno (H,O,) catalizado por la peroxidasa

HRP encapsulada en matriz sol-gel de silice. Tomado de Kadnikova y Kostic (2002).

* Guayacol

Es un compuesto fenolico natural obtenido a partir del guayacan y puede ser sintetizado a
partir de la metilacion del catecol utilizando potasa y sulfato de dimetilo. Es utilizado para la
sintesis de vainilla, induce la proliferacion celular, como sedante en el &mbito odontologico y

como antiséptico, expectorante y como anestesia local en medicina (Guayacol, 2017).

El Guayacol es un sustrato comunmente utilizado para evaluar la presencia de una enzima.
En el caso de peroxidasas, cuando se utiliza en presencia de H,O, y la enzima se encuentra
presente, ésta se convertird rapidamente en agua y oxigeno, el oxigeno reacciona con el
Guayacol de tal forma que éste es oxidado y el producto final puede ser analizado por

espectrofotometria (Bynum, 1996).
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Un experimento, llevado a cabo en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de
la Universidad del Estado de Pensilvania, evalué la oxidacion de Guayacol por la peroxidasa
lignina. La investigacion tuvo como fin estudiar la capacidad del alcohol velatrilico para
mediar la oxidacion de Guayacol catalizado por la peroxidasa. Los resultados mostraron que
la oxidacion de Guayacol por lignina tiene como producto tetraGuayacol y la cantidad de
tetraGuayacol formado fue linealmente dependiente a la concentracion de la enzima. El
mecanismo de oxidacion de Guayacol siguid el comportamiento clasico de la cinética de

Michaelis-Menten (Tien y Koduri, 1995).

Velocidad, s™
S = N W A DY N

| 1 | | |

0 0.5 1 1.5 2 23 3
[Guaiacol]|, mM

Figura 3. Efecto de la concentracion de Guayacol en la tasa de formacion de TetraGuayacol.

Tomado de Koduri y Tien (1995).

e Alcohol veratrilico

Es un metabolito secundario obtenido a partir del hongo Phanerochaete chrysosporium. Es
ampliamente utilizado como sustrato en la catalisis de la peroxidasa lignina, puesto que acta

como mediador redox para la degradacion de la misma. Es un compuesto arménico que presenta
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alta reactividad cuando se encuentra como cation radical y es capaz de proteger a la enzima
cuando el peréxido de hidrogeno se encuentra en concentraciones elevadas (Zapanta y Tien,

1997; Pascual et al., 2012).

2.4. Bioprospeccion de especies de macromicetos de Baja California con potencial para la

obtencion de peroxidasas.

Debido al potencial que tienen las peroxidasas como biocatalizadores de compuestos toxicos al
medio ambiente, es necesario que se realicen estudios de bioporspeccion para identificar especies
que sirvan como fuentes de extraccion de estas enzimas. Asi mismo es necesario establecer el
potencial biotecnologico de Baja California como fuente de biocatalizadores por lo que en este
trabajo se decidid estudiar dos macromicetos, Lactarius sp. y Russula sp., para evaluar su

potencial.

Lactarius sp.

Es un hongo perteneciente a la familia Russulaceae. Este tipo de hongos se caracterizan por su
capacidad para secretar latex por medio del cuerpo fructifero recién cortado, y posee una
coloracioén que varia entre diferentes tipos de azul. En cuanto a su morfologia, su pileo puede
medir entre 2-5.5 cm de didmetro, variando su forma segin su etapa de crecimiento, plana-
convexa cuando estan en las primeras etapas y concavos al llegar a la madurez. Lactarius sp., ha
sido objeto de estudio para evaluar su capacidad de absorcion de metales pesados, para su

posible utilizacion en biorremediacion (Nuytinck, 2015).
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Akin et al. (2009), evaluaron la capacidad de Lactarius deliciosus, Russula delica y Hizopogon
roseolus para acumular los metales Cd, Cr, Cu, Pb y Zn. Dando como resultado una mayor

acumulacion de cromo en Lactarius deliciosus (Dilna et al., 2011).

Demirbas (2001) realizé un estudio en el que evalud la concentracion de 21 metales en 18
especies de hongos. Entre los cuales destacan: Lactarius piperatus, Lactarius sp. y Lactarius
volemus. Obteniendo como resultado la absorcion de 44.4 mg/kg de Mn en Lactarius sp, 145
mg/kg de Ni en Lactarius piperatus 'y 0.37 mg/kg de Sb en Lactarius sp. La determinacion de la
concentracion absorbida por las diferentes especies se realizd mediante espectrofotometria de

absorcion atémica.

Kosanic et al., (2016) determinaron la concentracion de metales y antioxidantes, ademas del
potencial antimicrobiano y anticancerigeno de Lactarius deliciosus. Los metales evaluados se

muestran en la Tabla 1.

Tabla I. Concentracion de metales absorbidos en Lactarius deliciosus (mg/kg).

Fe

/n Cu Mn Ni Cd Pb Cr

Co

216.83+1.38 | 123.57+£0.30 | 15.49+0.12 | 5.98+0.04 | 1.58+0.01 | 0.54+0.00 | 0.44+0.30 | 1.11+0.01 | 0.12+0.00

Russula sp.
Es una especie perteneciente a la familia Russulaceae, morfologicamente se caracteriza por
presentar una esperada amarillenta o blanca, sus laminas se encuentran libres y poseen un color

claro, carecen de velo parcial y a diferencia de Lactarius sp. no exudan latex al ser cortados. A
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pesar de que la mayoria de las especies pertenecientes a este género prefieren un clima humedo,

es comun encontrar Russula sp. en ambientes secos y sin otros hongos alrededor. En el d&mbito

de la biorremediacion Russula sp. también ha sido evaluado como organismo bioacomulador de

metales pesados (Volk, 2004).

Pastircakova (2004) evalu¢ la concentraciéon de Hg, Pb, Cd, Mn Zn, Cu, Ni, Co y Cr presente en

51 especies de hongos, de entre los cuales se estudiaron las especies Russula delica, Russula

emética, Russula flava, Russula foetens, Russsula sp. y Russula virescens. Los resultados del

estudio mostraron que Russula sp. acumulo 17.14 mg/kg de Zn.

Demirbas (2001) estudi6 18 especies de hongos silvestres provenientes de la region este del mar

negro para evaluar la acumulacion de: Pb, Cd, Hg, Cu, Mn, Zn, Fe, Co, As, Ca, Na, K, Mg, Ba,

Ni, Ti, Cr, AL, Bi, Sb, and Ag. Los resultados del género Russula se observan en la Tabla II

Tabla II. Concentracion de metales absorbidos por especies de Russula (mg/kg)

Hongo Metal Concentracion (mg/kg)
Russula foetens Pb 491
Russula delica Sb 0.26
Russula sp. Al 24.1
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3. Hipotesis y Objetivos

3.1. Hipdtesis:

La actividad enzimatica de los hongos Lactarius sp. y Russula sp. colectados en Baja California
se mantiene cuando las enzimas son inmovilizadas en matrices de alginatos y quitoséan, lo que

permite su utilizacion para procesos de biorremediacion.

3.2. Objetivo General:

Evaluar la actividad enzimatica de las enzimas extraidas de a partir de los hongos Lactarius sp. 'y

Russula sp., al ser inmovilizadas en matrices de alginato y quitosan.

3.3. Objetivos especificos:

* Bioprospeccion de especies para la obtencion de biocatalizadores con actividad
enzimatica.

* Aislamiento y purificacion enzimas de los hongos Lactarius sp. y Russula sp colectados
en Baja California.

* Medir la actividad enzimética de enzimas extraidas a partir de los hongos Lactarius sp. 'y
Russula sp.

* Evaluacién de la actividad enzimética de las enzimas extraidas a partir de los hongos
Lactarius sp.y Russula sp.

e Evaluacidn de la actividad enzimatica de las enzimas inmovilizadas.
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4. Desarrollo experimental

4. 1. Colecta de organismos

Los hongos fueron colectados en el parque de El Salto de Santa Rosa ubicado en el municipio de
Ensenada del Estado de Baja California, México y se encuentra en las coordenadas GPS:
longitud (dec): -116.775278, latitud (dec): 32.036111. La localidad se encuentra a una mediana
altura de 220 metros sobre el nivel del mar (http://www.nuestro-mexico.com/). El lugar presenta
humedad y desechos orgénicos en el suelo, lo que favorece el crecimiento de los mismos (Figura
4). Una vez colectados fueron enjuagados con agua destilada y almacenados a -80°C hasta su

uso.

Figura 4. Escena tipica en El Salto de Santa Rosa, donde se puede observar la extensa vegetacion.
En este lugar se colectaron los hongos utilizados en este trabajo para la extraccion de peroxidasas.
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4.2. Aislamiento y purificacion

4.2.1. Preparacion de muestras

Las muestras recolectadas se lavaron superficialmente con buffer de acetatos 20 mM a pH 7.0.,
se pesaron y cubrieron con papel aluminio para ser almacenadas en bolsas de plastico las

cuales se depositaron en un congelador a -80°C.

4.2.2. Homogenado

Los homogenados se llevaron a cabo utilizando un homogeneizador, a las muestras se les
agreg6 buffer de fosfatos en una concentracion de 1:1.2. El buffer utilizado se elaboro6 en el

laboratorio en base a la fomulacion quimica que se muestra a continuacion:

Tabla III. Formulacion quimica del Buffer de fosfatos, 10X (1 L)

Reactivo Cantidad (g)
NaCl 80
KCl 2
Na,HPO, 14.4
KH,PO, 2.4

4.2.3. Aislamiento y purificacion

Para la preparacion de polvos de acetona cada homogenado se centrifugé a 10,000xg durante

60 minutos a 5 °C. Al sobrenadante se le adicionaron 1.5 volimenes de acetona a -20°C. La
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mezcla se dejo reposando un periodo de 15 a 18 h a 4°C. Posteriormente se centrifugod a
10,000xg por 30 min a 5°C, el precipitado que se obtuvo se colocd en 1.5 volimenes de
acetona. Esta muestra se dejo reposar un periodo de 10 a 15 minutos a 4°C y se centrifugd de

nuevo bajo los mismos criterios de velocidad, tiempo y temperatura antes mencionados.

En la ultima centrifugacion, el precipitado se recolectd y se pesé en una balanza digital.
Una vez calculado el peso final del precipitado se colocd en una membrana de dialisis de 12

kDa. Posteriormente, la muestra se filtro.

La concentracion proteica se cuantificd por método de Lowry mientras que la calidad de la

peroxidasa purificada se evalué mediante los ensayos de actividad enzimatica.

4.2.4. Determinacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se determind con el método de Lowry. El cual es un método
colorimétrico que se basa en la unidon de los iones Cu?" (en medio alcalino) con los atomos de
nitrégeno de los enlaces peptidicos de la proteina. La formacion de este complejo provoca una
coloracion azul claro y un desdoblamiento en la estructura de la proteina, propiciando que los
residuos fenolicos de la tirosina queden expuestos para asi participar en la reduccion del reactivo
Folin-Ciocalteu mediado por el cobre. El acido fosfomolibdotiingstico presenta una coloracion
amarilla y es el componente principal del reactivo Folin-Ciocalteu, que al ser reducido por los

grupos fenolicos produce una coloracion azul intenso (Lowry et al., 1951)
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4.2.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS PAGE)

Se utilizaron geles de poliacrilamida en medio discontinuo de 80 x 73 x 0.75 mm y con una
concentracion de 4.0 % (Laemmli, 1970). Los amortiguadores utilizados fueron para el gel Tris-
HCI pH 8.8 y Tris-glicina pH 8.3 para el sistema. La electroforesis se corrid a un voltaje
constante de 200 V. Para los geles se utilizé un marcador molecular BIORAD de 250,000 Da a

10,000 Da.

4.3 Determinacion de actividad enzimatica

Se llevo a cabo la determinacion de la actividad enzimética de la Peroxidasa de Rabano Picante
(HRP), Peroxidasa de Hongo Blanco (PHB) y Peroxidasa de Hongo Rojo (PHR) inmovilizadas
en microesferas de alginato y quitosan mediante la preparacion de un sistema de reaccion el cual
fue monitoreado con el cambio de absorbancia en funcion del tiempo.

Se utilizaron los siguientes métodos:

* ABTS
Este método se basa en la oxidacion de ABTS producida por la catalisis de la peroxidasa en
presencia de perdxido de hidrégeno.
El ensayo se realizd a temperatura ambiente con la peroxidasa comercial de rabano picante,
utilizando Buffer de PO4 a una concentracion de 100 mM y un pH de 6.81 como solucion

amortiguadora. Se midi6 la absorbancia a 405 nm utilizando como linea base ABTS.
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Tabla IV. Componentes utilizados en el ensayo enzimatico de HRP libre con ABTS.

ABTS Buffer de fosfatos H,0, Enzima
Peroxidasa
(ml) (ml) (ml) (ml)
HRP 1 0.95 0.1 0.005

Tabla V. Componentes utilizados en el ensayo enzimatico de HRP inmovilizada en esferas de
alginato de sodio con ABTS.

ABTS Buffer de fosfatos H,0,
Peroxidasa Unidades
(ml) (ml) (ml)
HRP 1 0.95 0.1 10

* Guayacol

El método se basa en la oxidacion de Guayacol a tetraGuayacol en presencia de H O, y la

reaccion es catalizada por la peroxidasa.

El ensayo se realizd a temperatura ambiente con la peroxidasa comercial de rabano picante,

utilizando Buffer Tris-HCI a una concentracion de 50mM y un pH 7.00 como

solucidon

amortiguadora. Se midi6 la absorbancia a 470 nm utilizando como linea base Buffer Tris HCl y

Guayacol.

Tabla VI. Componentes utilizados en el ensayo enzimatico de HRP libre.

Guayacol Buffer Tri-HCI H,0, Enzima
Peroxidasa
(ml) (ml) (ml) (ml)
HRP 0.75 1 0.02 0.01
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Tabla III. Componentes utilizados en el ensayo enzimatico de HRP, PHB, PHR inmovilizadas en
microesferas de alginato de sodio.

Guayacol Buffer Tri-HCI H,0, Unidades
Peroxidasa
(ml) (ml) (ml)
HRP 0.75 1 0.02 10
PHB 0.75 1 0.04 10
PHR 0.75 1 0.04 10

Tabla IIIII. Componentes utilizados en el ensayo enzimatico PHB y PHR inmovilizadas en
microesferas de quitosan.

Guayacol Buffer Tri-HCI H,0, Unidades
Peroxidasa
(ml) (ml) (ml)
PHB 0.75 1 0.04 10
PHR 0.75 1 0.04 10

4.4 Sintesis de matrices para inmovilizacion

Se hicieron esferas de alginato de sodio y quitosan como matrices de inmovilizacion para las

enzimas utilizadas en el experimento.

* Esferas de alginato de sodio
El alginato de sodio utilizado para la obtencion de las esferas fue marca Sigma-Aldrich con
nimero de producto W201502. Para la obtencion de enzima inmovilizada, cada enzima se
disolvi6 en buffer de fosfatos a una concentracion de 0.05 mg/mL. Enseguida se mezclaron 2.5

mL de la disolucion de enzima con 2 mL de disolucion de alginato de sodio al 1.8% p/v en
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manitol 0.3 M a un pH de 7.4. Las microesferas se hicieron mediante el goteo de ésta solucion,
con la ayuda de una jeringa de insulina, al ras de la superficie de una disolucién de CaCl, 75 mM
manteniéndose en constante agitacion para favorecer la formacion de las esferas de alginatos con
enzima inmovilizada. Después de 10 minutos se realiz6 la extraccion de las esferas mediante

decantacion y se dejaron secar a temperatura ambiente.

* Esferas de quitosan
El quitosan utilizado para obtener las esferas de inmovilizacion fue marca Sigma-Aldrich con
nimero de producto 448869. De tal manera que, cada enzima se disolvidé en buffer de fosfatos a
una concentracion de 0.05 mg/mL. Enseguida se mezclaron 2.5 mL de la disolucion de enzima
con 2 mL de disolucion de quitosdn al 1.25% p/v en acido acético al 5%. Las esferas se hicieron
mediante el goteo de ésta solucion, con la ayuda de una jeringa de insulina, al ras de la superficie
de disoluciones de NaOH al 20% y de NH4OH al 50 % manteniéndose en constante agitacion
para favorecer la formacion de las esferas de alginatos con enzima inmovilizada. Después de 10

minutos se realizé la extraccion de las esferas mediante decantacion y se dejaron secar a

temperatura ambiente.

Figura 5. Microesferas de quitosian formadas en disoluciones de NH4OH y NaOH, respectivamente.
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5. Resultados y discusion

5.1. Aislamiento y purificacion de peroxidasas de origen natural

Las muestras de Lactarius sp. y Russula sp. fueron sometidas a electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Se realiz6é una curva de calibracion para cada gel (Fig. 7). Todas
las curvas de calibracion fueron similares ya que se utilizaron los mismos marcadores
moleculares. De acuerdo con lo observado en las electroforesis, se identifico una proteina de

37,000 Da en las dos muestras.
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Figura 6. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 4.0 %. En el carril 7,9, 10 se observan las muestras.
En el carril 1 se observan los marcadores moleculares de 250,000 Da a 10,000 Da.
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Figura 7. Curva de calibracion para la determinaciéon del peso molecular de las muestras
correspondientes a cada grupo de experimentacion (r=0.998).

Los pesos moleculares que se identificaron son similares a los pesos moleculares que Le et al.,

2015, reportaron para tirosinasas semipurificadas a partir de dos actinomicetos.

5.2. Actividad enzimatica

Se determino la actividad enzimatica de la peroxidasa HRP y de dos muestras aisladas a partir de
dos macromicetos colectados en El Salto, Baja California. La actividad de la HRP se probd con
dos sustratos ABTS y Guaicol ya que son los dos sustratos mas utilizados para la determinacion
de la actividad de las oxidasas. En este trabajo, se observo que la actividad fue mayor con el
Guayacol, la diferencia en la actividad puede deberse a la diferencia en tamafio que hay entre los
dos sustratos. El Guayacol es una molécula mas pequefia por lo que se difunde con mayor
facilidad hacia el sitio activo, no asi, el ABTS que en algunas ocasiones se oxida por factores del

entorno celular antes de alcanzar el sitio activo. Con estos resultados, se determind que las
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actividades de peroxidasa de las dos muestras de macromicetos se llevarian a cabo utilizando
Guayacol como sustrato. Por otra parte, la actividad de la HRP disminuy6 sensiblemente al ser
inmovilizada en las esferas de alginato. Esta disminucion podria atribuirse a la difusion del
sustrato a través de la matriz de alginato; sin embargo, es necesario que se realicen ensayos de
estabilidad para evaluar si esta matriz ayuda a mantener la actividad de peroxidasa en otros

valores de pH, fuerza ionica y temperatura.

Como parte de este trabajo, la HRP también se inmovilizd en esferas de quitosan utilizando
Guayacol como sustrato, en este caso se pudo observar que la actividad de la HRP fue menor que
la enzima sin inmovilizar y que el de la enzima inmovilizada en alginato utilizando ABTS como
sustrato. Al comparar los dos sustratos en la enzima libre se observd que el mejor sustrato era el
Guayacol; sin embargo, las enzimas inmovilizadas en alginato tuvieron mejor actividad que las
inmovilizadas en quitosan. La diferencia en las matrices es un factor a considerar en los procesos
de inmovilizacion ya que se ha demostrado que el alginato tiene una estructura que le permite un
mejor encapsulamiento y en liberacién de enzimas (Fuenzalida et al., 2016). Kar et al., 2008,
demostraron que la inmovilizacion de la xilanasa de Bacillus licheniformis mejoré el proceso
biocatalitico ya que la estructura de la enzima se estabilizaba.

En cuanto a las actividades que se determinaron en las muestras de Lactarius sp. y Russula sp.;
en Lactarius sp., se observé actividad tanto en la enzima semipurificada como en la enzima
inmovilizada en esferas de alginato y quitosan. La mayor actividad se obtuvo en la enzima
inmovilizada en las esferas de quitosdn y la menor en las esferas de alginato. A diferencia de lo
que se observo en la peroxidasa de rabano, la matriz de quitosan parece ser la mejor opcidn para

inmovilizar ésta enzima ya que la actividad mejor6 al ser encapsulada en comparacion con la
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enzima libre. Efecto similar se observé en la enzima semipurificada de Russula sp. en donde no
se observd actividad en el ensayo con el extracto semipurificado pero en las muestras
inmovilizadas tanto con alginato como con quitosan se observaron actividades similares a las que
se obtuvieron con el Lactarius sp.

Los resultados obtenidos sugieren que el alginato es mejor matriz que el quitosan para la
inmovilizacion de la peroxidasa de rabano, no asi para las extraidas a partir de Lactarius sp. y

Russula sp. en donde la actividad mejor6 considerablemente cuando se utilizé quitosan.

Tabla IX. Actividad enziméatica de peroxidasa comercial (HRP) y dos muestras semipurificadas de
macromicetos de Baja California.

Muestra Sustrato pmoles min™ pg proteina™
Peroxidasa comercial ABTS 0.2400
Peroxidasa comercial Guayacol 1.9186
Peroxidasa comercial en esferas | ABTS 0.1790
de alginato
Peroxidasa comercial en esferas | Guayacol 0.0989
de quitosan
Hongo blanco (Lactarius sp.) Guayacol 0.01252
Hongo blanco en esferas de | Guayacol 0.0164
alginato
Hongo blanco en esferas de | Guayacol 0.0548
quitosan
Hongo rojo (Russula sp.) Guayacol 0
Hongo rojo en esferas de | Guayacol 0.0274
alginato
Hongo rojo en esferas de | Guayacol 0.1041
quitosan
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6. Conclusiones

La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS PAGE) permiti6 el aislamiento de dos enzimas semipurificadas con peso molecular
menores a 37, 000 Da a partir de los hongos Lactarius sp. y Russula sp, extraidos de la
localidad del Salto en Ensenada, Baja California

Con base en los ensayos con HRP, el Guayacol, como sustrato, permite monitorear la
activada enzimadtica de peroxidasas en comparacioén con el ABTS, ya que este segundo
sustrato, al parecer presenta problemas de difusion, lo que le dificulta llegar al sitio activo
de la enzima

La implementacion de alginato como matriz de inmovilizacion favorece a la actividad
enzimatica de la peroxidasa de radbano y la implementacion de quitosan favorece a la
actividad enzimatica de las enzimas extraidas de Lactarius sp., y de Russula sp.

Los organismos Lactarius sp. y Russula sp., son candidatos idoéneos para el aislamiento
de una variedad de sustancias que pueden ser Utiles para biorremediacion, ademas de ser
productos con valor comercial para otros sectores como el farmacéutico, cosmético o

alimenticio
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