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RESUMEN

En este estudio se realizaron dos factoriafepa?a determinar el efecto del Tween80, como protector
enzimético y la adicion de Mn§Q@ CuSQ como inductores enzimaticos del horiametes versicolor

sobre un efluente estéril y uno no estéril. Para tal fin se realiz6 un disefio fact@maal ®es concentra-

ciones de cada uno de los inductores ademas del protector enzimatico, siendo éstos las variables indepen-
dientes; las variables dependientes del factorial fueron el porcentaje de decoloracién y la actividad
enzimatica las cuales fueron determinadas por métodos colorimétricos, ademas del pH. Los datos genera-
dos en este estudio, determinaron que las diferentes concentraciones de los inductores definidos para cade
una de las enzimas, no tienen un efecto significativo sobre la actividad enziméatica. Se determinaron
maéaximos valores de actividad para la enzima Mn-peroxidasa de 6.19U y de 18.17U y los valores de
actividad de la enzima Lacasa fueron de 4.99U y de 2.37U en los factoriales estéril y no estéril. Estos datos
de actividad no fueron relacionados con los méaximos indices de decoloracién que fueron del 85% y 61%
en cada uno de los factoriales al adicionar 0.02% de Tween80, 2mM de, MngMm de CuSQ Las
diferencias en la decoloracién entre los dos efluentes, es dada por la cantidad de sélidos suspendidos en
el medio que cambian su conformacién al ser esterilizados y por la acumulacién de metabolitos en el
medio debido al crecimiento de flora nativa y del mismo hoframetes versicolor

Palabras clave:protector enzimatico, inductores enzimatichsmetes versicolorMn-peroxidasa, Lacasa.
ABSTRACT

In this study two factorials®2were carried out to determine the effect of Tween80, as an enzyme protector
and the addition of MnSQand CuSQas enzyme inducers for the action of the fuhgimetes versicolor

on sterilevs nonsterile effluents. To this end a factorial designw2s carried out with three concentrations

of each one of the enzyme inducers as well as the enzyme protector; these being the independent
variables. The dependent variables of the factorial were the percentage decolorization and the enzyme
activity, which were determined by colorimetric methods, as well as the pH. Results generated in this study
determined that the different concentrations of the defined inducers for each one of the enzymes don't
have a significant effect on the enzyme activity. Maximum activity values were determined for the
enzyme Mn-peroxidase, 6.19U and 18.17U, and the activity values for the enzyme Laccase were 4.99U
and of 2.37U for the two factors, sterile and not sterile effluents. This activity data was not related to the
maximum indices of decolorization that were 85% and 61% under all of the conditions where 0.02% of
Tween80, 2mM of MnSQand 5ppm of CuSPwere added. The decolorization differences between the
two effluents were due to the quantity of suspended solids, given that they change their conformation
when being sterilized, and from the accumulation of metabolites in the media due to the growth of native
flora and the fungu3rametes versicolor

Keys words: protective enzymatic, enzyme inducefsametes versicolgrMn-peroxidase, Laccase
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INTRODUCCION Por lo anterior, se determiné la adiciéon de
dos inductores y un protector enzimatico

A nivel mundial, las aguas residuales prove-para la decoloracion del efluente que sale

nientes de las industrias papeleras, se caragte |a industria a la planta de tratamiento de

terizan por la intensidad del color generadoaguas de la industria papelera, por medio

en los procesos de despulpado y blanqueade |a adecuacion de un disefio factorial 2

miento de la pulpa y caracterizadas tambiérzon puntos medios y se determinaron las

por la alta demanda quimica y bioldgica degiferencias de la accién de estos inductores

oxigeno (DQO y DBO) (Nyanhongo, 2002). sopre el agua residual estéril y no estéril.

Los hongos ligninoliticos com®rametes

versicolor, Phanerochaete chrysosporiuyn  MATERIALES Y METODOS

Pleurotus ostreatyshan sido ampliamente

estudiados en la recuperacion de efluentedicroorganismos

provenientes de esta industria, debido a la

produccién de un sistema enzimatico capaZ @ra estos estudios, se utiliz6 una cepa de
de degradar la lignina y compuestosTrametes versicolot AC 2M del cepario

fendlicos, el cual se compone por las enzimagle! Laboratorio de Biotecnologia Aplica-
Mn-peroxidasa (MnP), Lignina peroxidasa da de la Pontificia Universidad Javeriana

(LiP) y Lacasa (LAC) (Herrera-Morat al, ~ (Bogota, Colombia), conservada a 4°C en
2004: Rothschildet al., 1999: Ullahet al., PDA; la cual fue reconstituida en caja con
2000). siembra en forma de sandwich en agar ex-

tracto de salvado siguiendo el método de

Las enzimas son expresadas por los hont@ et al.(2001).
gos como un proceso idiofasico, el cual esta
ligado a la limitacién de carbono y/o nitré- Efluente

geno o sulfato en e! medio y su S|nte§|s % agua utilizada para este estudio fue re-
particularmente activa con altas tensiones

. Do colectada del canal que sale del tren de pro-
2? c;)i'%egnglgD%S&rﬁ;ithﬁla’ elfggl’ ';Aé%hs_l duccion del papel y que alimenta la planta
Rothschild et al., 1999: Schlosseet de tratamiento de aguas residuales propor-

al.,1997). La actividad de estas enzimasmonad(le por la empresa Propal S.A., Cal,

- Colombia a la cual se le han retirado los
puede ser incrementada por el uso de me-

diadores como el ABTS (2,2'-azino-bis[3- solidos suspendidos de mayor tamario.
etilbenztiazolina-6-acido sulfonico]), e
intermediarios de la degradacion de la

lignina entre los que se encuentra el alco-a partir del cultivo agarizado, se tomaron
hol veratrilico (Bourbonnais, 1995; 3 discos de agar de 0.5 cm de diametro que
Johannes, 1996; Majcherczyk, 1999), alposteriormente fueron transferidos a
igual que la adicion de iones metalicos grlenmeyer de 250 ml con 50 ml de caldo
como Mr? para la enzima MnP y Cu para extracto de salvado (Marquez-Roottaal.,

la enzima LAC (Galhaup y Haltrich, 2001; 2000) y 20 cubos de 1 émle espuma de
Kirk y Farrell, 1987). Por otra parte, debido poliuretano (Herrera-Mora y Rosas-Acosta,
a que éstas son enzimas extracelulares, se003); las condiciones de operacién fue-
ha estudiado también el uso de protectoreggn agitaciéon de 120 rpm, pH 6.0 + 0.2 y
enzimaticos como CHAPS, Triton, SDS y 300 C por 5 dias siguiendo la metodologia

Tween80 que recubren la enzima y evitange Fontet al. (1997) y Herrera-Morat al.
la degradacion por accién mecanica(2004).

(Bafiuelos-Panuco, 1994).

Producciéon del in6culo
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Evaluacion del efecto de inductores enzi- (J.T. Baker V034-08) 25 mM, MnSQO
maticos (Merck 632 A 132963) 100 Mn, albimina
_ ) _de huevo (Sigma A5503) 0.1%,,6,
El estudio del efecto de inductores enzi-(Merck 107210) 100 Mn, Succinato de
maticos se realizé en erlenmeyers de 125%q(io (Sigma S-5047) 20 Mn pH 4.5,
mL con 25 mL (relacién 1:4) de agua resi- (kywaharaet al., 1984), con coeficiente de
dual esteéril y no estéril a pH 6.5y 3 cubos axtincién g, ,=4,460 Micm (Michel et al.
de hongo inmovilizado siguiendo la me- 1991). La enzima LAC se determiné por la
todologia de I_-Ierrera-_Morat al._(2004) oxidacioén del ABTS (2,2’-azino-bis[3-
llevandolos a incubacion en agitador me-etjlpenztiazolina-6-acido sulfénico]), con
canico a 30°C y 120 rpm durante 3 dias. yolumen de reaccion de 1 ml, ABTS (Sigma
o . A1888) 0.5 mM y buffer acetato de sodio
Disefio factorial Z 100 mM pH 4.5; con coeficiente de extin-
cion §,,=29300 | mot cnt' y tiempo de
reaccion de 3 minutos (Tinoa al.,2001;

Wanget al., 2001).

Se realiz6 un disefio factoriaf 2on pun-
tos medios con el fin de determinar el efec-
to de diferentes inductores enziméaticos
sobre la decoloracion del efluente y la acti-
vidad enzimatica del hongdrametes
versicolor (Box et al., 1998; Montgomery,

1991). Las variables independientes del 35 UC fueron determinadas acorde con el
factorial, fueron Tween80 como protector método estandarizado del cobalto-platina-
de enzimas, CuSQnductor de la enzima o para el cual es necesario ajustar el pH a
lacasa y MnSQinductor de la enzima man- 7.0 ¢ 7.6). La medicién de UC fue realiza-

ganeso peroxidasa; con valores de 0.05%jg en espectofotémetro a 465 nm contra
(v/v) de Tween80, 1.5 mM de Cugp8.5  planco de agua destilada siguiendo la me-
ppm de MnSQ para los puntos medios tgqologia descrita por Livernochet al.

(Bafuelos-Panuco, 1994; Michelt al., (1983) y Pallerla y Chambers (1997).
1991), valores de 0.02% (v/v) de Tween80,

1mM de CuSQy 5 ppm de MnSOpara las  Angjisis estadistico

concentraciones bajas y 0.08% (v/v) de

Tween80, 2 mM de CuSQy 12 ppm de El analisis de varianza (ANOVA), fue reali-
MnSO, determinando asi concentracioneszado en el software estadistico Design
altas (Bafiuelos-Panuco, 1994; Galhaup yExpert] 6.0.11 con un nivel de confianza
Haltrich 2001; Rosas-Acostt al. En revi-  del 95%. Las superficies de respuesta fue-
sion). Las variables dependientes fueron pHron realizadas en el software Statisticd b.1
unidades de color (UC) y expresién de las

enzimas Mn-peroxidasa (MnP) y lacasaRESULTADOS Y DISCUSION

(LAC).

Determinacioén de las unidades de color
del efluente

Analisis factorial sobre agua residual

Determinacion de la actividad esteril

enzimatica L .
El desarrollo del analisis de varianza

(ANOVA), arrojo que el modelo generado
La enzima MnP se determiné por el méto-Para el pH, % de decoloracién y de la enzi-
do de la oxidacion de rojo de fenol; volu- Ma LAC no fue significativo, lo cual indica
men de reaccion de 1 ml, con rojo de fenoldue l0s diferentes inductores y el protector
(Merck 70156870) 0.01%, lactato de sodio€nzimatico, tienen poca influencia en el
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incremento o en la disminuciéon de las va-
riables anteriormente mencionadas; cas¢ __ .

. ) ., urface Plot (Factorial Design Expert Esteril. STA 9v*28c)
contrario se obtuvo con la determinacion| =eon-toesweryomresosseyoraszyy
de la enzima MnP donde el Cug@ene
un efecto significativo sobre la actividad
enzimatica aumentandola en 2.24+2.26U.
El i6n Cu, ha sido ampliamente estudiado

I 0389
I 0954

nw
e muaEEE

para aumentar la actividad de la enzima = e
LAC, pero en nuestro estudio pudimos ob- e - 2
servar que éste, genera un aumento en Ip o e — o
enzima MnP, pero este aumento puede es- T — g

I above

tar més relacionado a las concentraciones
de sulfatos que a la misma accion del ion 4 4
Cu; Schlosseet al. (1997) describen en

uno de sus apartes que ademas de la impor:_IGURA la. Efecto del CuSQ del Tween80
tancia de la concentracién de carbono v, “

L . .~ ’sobre la actividad de MnP.
nitrdgeno para la actividad de las enzimas

ligninoliticas, también son importantes las

concentraciones de sulfatos en el medio y

que es un factor adicional que puede estafr
limitado 0 en exceso; en estas aguas, 105 i e e e
niveles de sulfato pueden ser altos debidg

a la extraccién de pulpa por el método del
sulfito.

SIS
s
- SR <7 0682
En la figura 1, se puede observar el efectq | g B o

B2 )
| Hes
2223
[ 3192
416
B 5128
I 6,097

que tiene el CuSQsobre la actividad de la
enzima MnP, junto con las variables de

Tween80 (figura 1la) y MnS@figura 1b), : - oo
las cuales no tienen efecto significativo - oo
sobre la actividad; los valores maximos de

actividad arrojados por el estudio fueron 1b
de 6.19U al adicionar 0.08% (v/v) de
Tween80, 2 mM de CuSQy 5 ppm de Figura 1b. Efecto del MnSQy del CuSQ

MnSO,. sobre la actividad de MnP.
Tabla 1

Valores de los promedios de cada uno de los niveles del factbaglua estéril
Tween 80 % (viv) | CuSQmM MnSO, ppm | pH % Dec MnP LAC
0,02 5 1 7,22 74,53 0,00 4,27
0,08 5 1 7,02 79,63 0,00 3,68
0,02 12 1 6,81 71,11 6,06 1,98
0,08 12 1 7,06 67,43 6,19 1,69
0,02 5 2 6,96 85,01 0,00 4,89
0,08 5 2 6,82 80,70 0,00 4,47
0,02 12 2 6,54 80,57 2,75 4,99
0,08 12 2 6,85 69,92 2,88 4,02
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Michel et al. (1991), reportan en su trabajo Con respecto a la decoloracion por parte
una actividad enzimatica de 1500U en undel hongoTrametes versicolorse alcanzé
medio de cultivo que contiene 1.45 g/L deun valor del 85% en tres dias. Esta decolo-
MnSO,7H,0; la cual fue aumentada al adi- racion fue determinada al adicionar al me-
cionar 2.4 mM de NHhasta 2000U. Los dio 0.02% (v/v) de Tween80, 1mM de
componentes dadores de Mn(ll) generan urCuSQ, y 15 ppm de MnSQ Herrera-Mora
incremento sobre la actividad enzimaticaet al. (2004), determinaron un porcentaje
debido a que la enzima MnP, oxida el de decoloracién del 43% sobre el efluente
Mn(Il) a Mn(lll), pero esto se da bajo cier- de entrada a la laguna de oxidacion, los
tas concentraciones de manganeso; a altasuales fueron relacionados con la activi-
concentraciones, se genera una inhibiciordad enzimatica del hongdrametes
de la enzima debido a que se generan grantersicolor. En este estudio no se puede re-
des cantidades de peréxido de hidrégendacionar la actividad enzimatica con la de-
que rompen el ciclo catabdlico de la enzi-coloracién del efluente y esto determina el
ma (Kirk y Farrell, 1987) y también afecta accionar de otras enzimas como glioxal
la cantidad de biomasa flingica y el creci-oxidasa, celobiosa quinona oxidorreduc-
miento miceliar del hongo (Rothschiet  tasa y veratril alcohol oxidasa no determi-
al., 1999); por otro lado, Kirk y Farrell nadas en el estudio las cuales tienen una
(1987), indican que la enzima MnP tam- forma de accion similar a las enzimas MnP,
bién es estimulada por la accién de otrosLignina peroxidasa y LAC (Reid y Paice,
sustratos como el lactato el cual ayuda a 1d0994) en la reduccién de los agentes
oxidacién del Mn(Il) a Mn(lll); esto puede cromogenos en los efluentes.

ser un punto relevante para incrementar la

actividad enziméatica. Igualmente, el pH esAnalisis factorial sobre agua residual no
un factor indispensable debido a que laestéril

enzima MnP es inestable a pHs m,ayores %n este factorial, a diferencia del realizado
7.5 en los cuales la determinacion de la

- ) con el agua estéril, al andlisis de varianza
actividad es nula; en este estudio, el valo

r .
) ANOVA), | pH, | MnP y |
promedio del pH, fue de 6.91, valor que( ). para el pH, la enzima MnP y la

IR “enzima LAC, determiné que el modelo no
puede generar una disminucion en la acti-,

vidad enzimatica gracias a la inestabilidadfue significativo. De otro modo, el mismo
. 9 . ._analisis realizado para el % de decolora-
de la enzima a valores neutros o basico

. Sci()n, determindé que los efectos conjuntos
del pH (Gill y Arora, 2003). del Tween80 con MnS(que disminuye la

Tabla 2
Valores de los promedios de cada uno de los niveles del factbragud no estéril
Tween 80 % (v/v)] MnSO, mM | CuSO,ppm pH %Dec MnP LAC
0,02 1 5 6,98 48,34 18,17 2,37
0,08 1 5 7,21 12,02 9,80 0,53
0,02 2 5 7,06 61,08 16,63 1,26
0,08 2 5 7,39 0,00 12,04 1,13
0,02 1 12 7,06 8,66 15,50 1,74
0,08 1 12 7,10 48,76 12,36 2,02
0,02 2 12 7,06 15,57 11,53 1,18
0,08 2 12 6,83 13,35 12,38 1,01
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decoloracion en -9.17+16.25%, y del que a concentraciones altas y bajas de los
Tween80 con CuSQson que aumenta la dos inductores en conjunto, se presentan
decoloraciéon en +15.03+£16.25 %, son sig-los menores datos de decoloracion, mien-
nificativos (p>0.05). tras que las combinaciones, generan los mas
altos indices de decoloracion del efluente.
La determinacion de las unidades de color
de los efluentes, es altamente influenciada
90 Suaco ot Facorl Deoin Expr Estr STA 280 por el pH del mismo; esto debido a que los
elementos que generan color, son desesta-
bilizados a pH’s acidos y son reconstitui-
dos a pH’s cercanos al neutro. Por otro lado,

E - la cantidad de color en el efluente puede
iy —Iot estar relacionado a la cantidad microorga-
; E nismos nativos de la misma o también a la
—o acumulacion de metabolitos propios de los

—p hongos (Livernocheet al.1983). La deco-

I above

loracién mas alta encontrada en el factorial
fue generada al agregar 0.02% (v/v) de
Tween80, 2mM de MnSOy 5 ppm CuSQ
Ficura 2a. Efecto del Tween80 y MnSQO los demas niveles presentan una disminu-
sobre la decoloracién cion de las unidades de color excepto al
adicionar 0.08% (v/v) de Tween80, 2mM
de MnSQ y 5ppm CuSQ

40 St Pt (Factoral Dosin Exprt Estor STA 6wz Los maximos valores de actividad de las
S enzimas MnP y LAC (MnP = 16.635U y
LAC = 1.263U), no fueron reportados en
las concentraciones de inductores donde
se alcanza la maxima decoloraciéon del

oD efluente; segun los estudios realizados por
=g Mielgo et al. (2002), la adicién de Mn(ll)
—=w | para incrementar la actividad enzimatica
—5s no afecta la decoloracion del efluente y por
o el contrario, genera un efecto negativo al
presentarse altas concentraciones de Mn(ll)
2.b reduciendo asi la decoloracion del efluente.

Razén por la cual es importante determinar
b. efecto del Tween80 y CuS0O4 sobre |ae| accionar de otras enzimas como
decoloracion. celobiosa quinona oxidorreductasa, glioxal

oxidasa y veratril alcohol oxidasa sobre la

decoloracion de este tipo de efluentes de-
En la figura 2a, se puede observar el efectdido a que degradan sustratos similares los
conjunto del Tween80 y del Mn§Qcon-  que degradan las enzimas MnP y LAC, las
centraciones altas o bajas en conjunto deuales son generadas por el hongos para
los inductores, presentan las mas altagealizar una mayor degradacion de los
decoloraciones del efluente; pero sus comsustratos y que hacen parte del sistema
binaciones, presentan decoloraciones batigninolitico (Herrera-Mora y Rosas-
jas. Por otro lado, la figura 2b, determina Acosta, 2003; Reid y Paice, 1994).

42



julio-diciembre de 2005

CONCLUSIONES nientes de una empresa papelera
Los datos generados en este estudio, deter- €mpleando el hong&hanerochaete
minaron que las diferentes concentracio-  chrysosporium Departamento de

nes de los inductores definidos para cada ~ Biotecnologia 'y Bioingenieria.
una de las enzimas, no tienen un efecto sig-  Mexico D.C., Universidad Nacional
nificativo sobre la actividad enzimatica; la Autonoma de Mexico (UNAM), 86.
enzima MnP, alcanzé valore_s maXJmos deBOURBONNAIS, R.: Puce, M.G.: Rep, 1.D.:
6.19U y 18.172U en el factorial estéril y no LANTHEER, P.: YacUCH, M. (1995). “Lig-
estéril respectivamente. Estos valores no se nin oxid’at.i,on b I,acc.:ase is;)z ?nes
reflejaron al adicionar gran cantidad de y e y
. from Trametes versicoloand role of

MnSQ, el cual fue utilizado como dador de mediator 2,2'-azinobis(3-ethylbenz-
Mn(ll) al sistema de la enzima MnP. La en- . . ’ . yiben
zima LAC. alcanzé maximos valores de thiazoline-6-sulfonate) in kraft lignin

’ ) . depolymerization”.Applied and En-
499U y 2.377U en el factorial estéril y no vironmental Microbiology, 61(5):
estéril; en el factorial estéril, el maximo 1876-1880 9y, '
valor (4.99U), se presenta en concentracio- '

nes altas del CuS@nductor escogido para Box, G.E.P.: HINTER, W.G.; HUNTER, J.S.

esta enzima) y para el factorial no estéril  (1998). Estadistica para investigadores:
(2.377V), se present6 a concentraciones ntroduccién al disefio de experimen-
bajas de CuSQ estos datos sugieren que  tos, analisis de datos y construccion
la actividad enzimatica, esta sujeta a la pre-  ge modelos. Barcelona, Espafia, Edi-
sencia de flora nativa en el efluente, debi-  torial Reverté S.A., 673.

do a la competencia de los microorganismos

por el sustrato. DosoreTz C.; GHeEN, A.; GRETHLEN, H. (1990).

“Effect of oxygenation conditions on

Las diferencias de la decoloracién del
submerged cultures dfhanerochaete

efluente en cada uno de los ensayos, estan . . : .
dadas a la cantidad de sélidos suspendidos chrysosporiurh. Applied M'CrOb'OI'
del agua residual que al ser esterilizada, ogy and Biotechnolog)g4: 131-137.
cambia la conformacion de éstos, generangoyr X.: CaminaL, G.. GABARRELL, X.:
do un aumento relativo en las unidades de LAFUENTE, J.; VicenT, M.T. (1997). “On-

color y también.por la cantidad dg micro- line enzyme activity determination
organismos nativos del agua re5|dgfil que  sing the stopped-flow technique: ap-
pueden generar una acumulacion de  pjication to laccase activity in pulp
me}:tabohtos en el efluente dlglmlnuyendo mill waste-water treatment’/Applied
asi el porcentaje dg decqlorgcpr! por parte Microbiology andBiotechnology,48:
del hongo. Las enzimas ligninoliticas MnP 168-173.

y LAC no fueron relacionadas con la de-

coloracion del efluente; esto pone entreGALHAUP, C.; HaLtricH, D. (2001). “Enhanced
dicho la accion de otras enzimas no deter- ~ formation of laccase activity by the
minadas en este estudio que son produci-  White-rot fungusTrametes pubescens
das por este hongo y tienen un efecto similar ~ in the presence of copperApplied
sobre los radicales generados en la degra- Microbiology and Biotechnologys6:
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