i /CEIDTAM
V; - /Jalisco
' Cemricmpeteioncrorridang

oiogico Agropecuar

Desarrollo de un sistema de inmovilizados enzimaticos para
reduccidon de fenoles en agua contaminada

Autor: Helen Virginia Flores Macias
Maria Elena Macias Ibarra

helen.virginia.flores@gmail.com

Palabras clave: Contaminacion, fenol, biorremediacion, F. equiseti, lacasas.

Resumen.

El fenol es un contaminante que al estar en contacto con el presenta un alto riesgo para la salud, debido a que es
téxico, cancerigeno y mutagénico. La cantidad de fenoles que se pueden encontrar en efluentes industriales puede
oscilar entre 1mg/L y 7000 mg/L y sus niveles de toxicidad oscilan entre los 10 y 24 mg/L, mientras que si se tiene en
la sangre una concentracion de ~1.5 mg/mL es letal. Por tal motivo, es importante tener sistemas que logren reducir
este contaminante en agua. El objetivo de este trabajo fue producir e inmovilizar la enzima lacasa del hongo
Fusarium equiseti para degradar la concentracion de fenoles en agua artificialmente contaminada. Se realizé por
medio de la fermentacién en estado sdélido del hongo F. equiseti en biorreactores en columna, se realizaron pruebas
de inmovilizaciéon con los soportes EVA y PGV y se realizaron cinéticas en microplaca para conocer la actividad
enzimatica y la eficiencia de la fermentacion. Como resultado se logré obtener 4.07 U/mL de actividad enzimatica en
ABTS y una concentracién de proteina de 1.02 mg/mL. Al inmovilizar la enzima, el soporte con mayor eficiencia logré
mantener la actividad enzimatica un 60.2%. Al realizar las pruebas de degradacién de fenoles la enzima inmovilizada
con PGV, logro disminuir un 2.52% la cantidad de compuestos fendlicos en un tiempo de 2.5 horas. Estos resultados
evidencian el potencial de degradacién de esta enzima para contribuir a mitigar los riesgos asociados a los fenoles
en el medio ambiente y la salud humana.

puede solucionar inmovilizando la enzima (6-8), por
ello, este trabajo se enfoca en evaluar si las enzimas
lacasas obtenidas del hongo F. equiseti pueden ser
inmovilizadas y utilizadas eficazmente para la
degradacion del contaminante fenol en agua.

Introduccion.

La contaminacion del agua es una preocupacién que
creciente debido a los contaminantes que llegan a
través de las aguas residuales de diversas industrias,
uno de los contaminantes con mayor importancia es el
fenol debido a que es téxico, cancerigeno y
mutagénico (1), mediante la biorremediacion se
pueden utilizar enzimas extraidas de plantas, bacterias
u hongos para el tratamiento de contaminantes (2,3).

Objetivos.

Evaluar la produccion de lacasas del extracto
enzimatico obtenido de la fermentacion en estado

Una enzima capaz de degradar el contaminante fenol
es la lacasa (4), la cual ha sido identificada
anteriormente en el hongo F. equiseti (5), sin embargo,
al estar una enzima en su estado libre pierde
estabilidad y su capacidad de degradacion (6), esto se

solido del hongo filamentoso F. equiseti, evaluar la
efectividad de los soportes EVA y PGV por medio de
métodos fisicos para determinar el soporte mas
adecuado para inmovilizar la enzima lacasa,
determinar la actividad enzimatica de las lacasas



inmovilizadas y comprobar su efectividad en agua
artificialmente contaminada con compuestos fendlicos.

Metodologia.

La investigacién tuvo un enfoque experimental y fue
realizada en el laboratorio de Ciencias de la
Naturaleza del Centro Universitario del Sur. Se
reactivdo una cepa de F. equiseti previamente
caracterizada (5) para realizar una fermentaciéon en
estado sdlido en un biorreactor de tipo columna y
maximizar la producciéon enzimatica del hongo (9),
como sustrato de la fermentacion se utilizé bagazo de
agave. Se realizd una extraccion enzimatica por medio
de un lavado de buffer (10), para cuantificar los
extractos enzimaticos obtenidos de lacasa se utilizo el
método de ABTS (11) y se determinaron las proteinas
obtenidas con el método de Bradford (12). Para llevar
a cabo la inmovilizacion enzimatica se comparé la
eficacia de dos soportes; polimero de etilvinilacetato
(EVA) (13) y nanoarcilla de tipo bentonita hidrofilica
(PGV) (14). Finalmente, se determind el porcentaje de
degradacion de compuestos fendlicos realizando una
cinética en microplaca utilizando un espectrofotometro
de microplacas, la longitud de onda utilizada fue de
200-800 nm con un paso de longitud de longitud de
onda de 2 nm (15).

Resultados y discusion.

Se logré obtener mediante la fermentacién en estado
solido del hongo F. equiseti la enzima lacasa, la cual
presentd como maxima actividad enzimatica una
cantidad de 4.07 U/mL de actividad enzimatica en
ABTS y una concentracion de proteina de 1.02 mg/mL.
Después de dos semanas en estado libre su actividad
enzimética disminuyo a 3.07 U/mL. Se realizaron
pruebas de inmovilizacion y el soporte PGV fue el mas
efectivo, logré conservar un 60.24% de la actividad
enzimatica, debido a que se obtuvo una actividad final
de 1.85 U/mL, mientras que el EVA obtuvo una
actividad enzimatica casi nula. En una investigacion
anterior realizaron pruebas de inmovilizacién de la
enzima lipasa utilizando como soporte arcilla bentonita
modificada y lograron conservar una actividad
enzimatica del 56.6% (16), esto es concordante con
los resultados encontrados en esta investigacion, esto
demuestra la efectividad del PGV como soporte.
Utilizando la enzima lacasa inmovilizada en el soporte
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PGV se logré obtener una degradacion de 2.52% a
400 ppm de fenol en 2.5 horas. En un estudio
realizado con Fusarium oxysporum se logro una
degradacion de fenoles del 100% en el transcurso de 7
dias utilizando una concentracion 2.5 mM (17), en este
estudio, suponiendo que la degradacion sea constante
en 99.2 horas se lograria obtener una degradacién del
100%, lo cual es menor al tiempo que se requirié en
ese estudio. Un estudio que utilizé lacasa obtenida de
Paraconiothyrium variabile logré degradar un 80% de
fenoles en 30 min utilizando 5 U/mL de enzima sin
inmovilizar (18), la concentracion utilizada en este
proyecto es de 1.85 U/mL, al ser una concentracion
menor es de esperarse que la degradacion tarde mas
tiempo. También se analizd en este trabajo la
degradacion de la enzima en estado puro y se obtuvo
una degradacion del 91.29% en 2.5 horas, lo cual fue
mayor a lo obtenido en una investigacion donde se
logro degradar un 85% después de 5 dias (5), lo que
demuestra la eficacia de la enzima lacasa.

Conclusiones.

Las enzimas lacasas obtenidas del hongo F. equiseti
fueron inmovilizadas y utilizadas eficazmente para la
degradacion del contaminante fenol en agua.
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