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INTRODUCCION

Las lacasas son enzimas que pertenecen a la familia de las oxidasas multicobre y catalizan la oxidacién de
sustratos que contienen grupos funcionales como anillos aromaticos y fenoles (Riva, 2006). Su cadena
polipeptidica se establece entre 220 y 800 aminoacidos, los cuales estan organizados en tres dominios.
Ademds, en su estructura se distribuyen 3 centros de Cu?*, los cuales participan en la transferencia de

electrones intermoleculares, conformando asi el sitio activo (Arregui et al., 2019; Janusz et al., 2020).

El mecanismo catalitico de las lacasas en medio acuoso se basa en la formacidn de radicales a partir del
sustrato, mediante el acoplamiento oxidativo entre el oxigeno molecular disuelto en agua, el sitio activo
de la enzima y el sustrato. Las especies radicales generadas pueden sufrir diferentes procesos: un
reordenamiento molecular, el rompimiento de enlaces o la reaccion directa con otra molécula en el medio
(Pezzella et al., 2015). Por ello, las lacasas pueden ser usadas en procesos sintéticos o de degradacion; lo
gue, aunado a su baja especificidad de sustrato, hace que estas enzimas sean “herramientas ecolégicas”
adecuadas para una gran cantidad de aplicaciones (Binnington & Barrett, 1988; Pezzella et al., 2015).
Dentro de las aplicaciones tecnoldgicas reportadas para las lacasas se encuentra su aprovechamiento en
laindustria textil, con especial interés en el blanqueamiento que estas producen sobre fibras tefiidas (Riva,

2006; Rodriguez-Couto & Toca-Herrera, 2006; Pezzella et al., 2015).

Actualmente, una de las problematicas ambientales mas relevantes se relaciona con la baja calidad de los
cuerpos de agua debido a la presencia de especies contaminantes, principalmente colorantes sintéticos
(Fernandez-Fernandez et al., 2013). De estos colorantes, los mas empleados en la actualidad son los
colorantes azoicos (Legerska et al., 2018; Srinivasan et al., 2020), los cuales contienen un grupo funcional
R-N=N-R, en donde R puede ser un fenol o anillos aromaticos, convirtiéndose asi en un sustrato ideal para
la lacasa. Por lo tanto, se propone la posibilidad de oxidar compuestos azoicos con la enzima lacasa como
catalizador en medio acuoso. Sin embargo, laimplementacion no se ha llevado a cabo debido a la variacién
de pH, temperatura y fuerza iénica de los efluentes acuosos industriales, lo cual afecta la estabilidad
estructural y funcional de la enzima (Chiacchierini et al., 2004; Mateo et al., 2007). El anterior problema
generd la busqueda de alternativas tecnoldgicas que evitaran la desnaturalizacién de la enzima y entre
ellas surge la inmovilizacidén de la enzima en un soporte inocuo a través de interacciones fisicas o quimicas

(Chiacchierini et al., 2004; Mateo et al., 2007).

Dentro de los métodos de inmovilizacidon quimica existe la inmovilizacién por coordinacion, el cual hasta

ahora ha sido poco empleado. Su principio quimico se basa en que los iones de los metales de transicion,



gue contienen orbitales tipo d desocupados, tienen la capacidad de aceptar varios pares electrénicos
libres provenientes de moléculas vecinas. Cada vez que el ion metdlico acepta un par de electrones de su

donador se genera un enlace de coordinacion (Torres-Salas et al., 2011).

Con base en lo anterior, este trabajo considera que la enzima lacasa de Trametes versicolor puede
funcionar como donador de pares electrénicos a un ion metalico, como el Ni?*. Si inicialmente se tiene un
sistema “soporte —ion”, donde el soporte es una matriz de agarosay la especie idnica es Ni?* parcialmente
coordinado (i.e., aun puede aceptar mas pares electrdnicos); y en un segundo plano estan los pares
electrénicos libres de las cadenas laterales de la lacasa, los cuales podrian coordinarse con el Ni%,
formando asi un sistema “soporte —ion—enzima”. Asi mismo, se plantea la posibilidad de que la aplicacidon
de este segundo sistema pueda mejorar el acceso de los sustratos al sitio activo de la enzima (debido a
fendmenos superficiales como fisisorcidén) y que, por tanto, se registre un aumento en su actividad

(Torres-Salas et al., 2011).

Por lo que, se realizd un analisis general de la superficie de la enzima lacasa de T. versicolor. Se establecid
gue los aminoacidos superficiales de esta enzima pueden donar pares electronicos y convertirse en
potenciales ligandos de un ion metalico Ni**. Ademds, se disefié una metodologia que permite la
inmovilizacidn de la enzima lacasa de T. versicolor sobre una resina de agarosa — Ni**, que no ha sido
reportada como soporte de lacasa en la literatura. La evaluacién del sistema agarosa — Ni?* — lacasa se
realizd midiendo la actividad especifica de la enzima para catalizar la oxidacién de un colorante azo (el
acido 2,2'-azino-bis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfonico; ABTS) y se compard con la actividad especifica de
dicha enzima en su forma libre (i.e., no inmovilizada); esto bajo las mismas condiciones de pH,
temperatura y concentracion. Los datos obtenidos demuestran que la enzima inmovilizada, en contraste
con la enzima libre, mostré mayor actividad catalitica, incluso 72 horas después de su almacenamiento.
Como controles para comprobar la inmovilizaciéon, se evalud la actividad especifica del sistema lacasa —
Ni* en solucidn, asi como la interaccidn entre el soporte y el colorante en ausencia de la enzima. Los
resultados muestran que el sistema lacasa — Ni** aumenta los valores de actividad catalitica, pero no tanto
como lo hace el sistema agarosa — Ni%* — lacasa. Ademas, el soporte es inerte a la oxidacion del ABTS y que
presenta una ligera adsorcidn inespecifica. Todos estos resultados respaldan que fue posible la obtencién
del sistema soportado agarosa — Ni** — lacasa. Por ultimo, es importante destacar que este trabajo inicia
un estudio racional en el disefio del sistema agarosa — Ni» — lacasa, que podria convertirse en una

estrategia de oxidacidn de colorantes azoicos en soluciones acuosas.



