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RESUMEN (Remocion, antropogeénicos, Placket-Burman,
purificacion, fermentacion).

Especies fungicas jamas descritas o Utiles para el hombre son temas de investigacion
vigente en el area biotecnoldgica. Su realizacion tiene como finalidad la construccion
de un acervo de especies fungicas que transformen alimentos, que favorezcan el
ciclo biogeoquimico, que produzcan metabolitos bioactivos o que mitiguen la
toxicidad de compuestos antropogénicos. Es en este Ultimo aspecto en el que se
plantea esta investigacion. Fusarium es una especie ubicua, compleja, originaria de
suelo, proveniente de aislados saprofitos y patdgenos. Las formas fitopatégenas de
Fusarium se conocen por su capacidad para producir enzimas celuloliticas.
Asimismo, en otras investigaciones se describié con capacidad para producir 6xido-
reductasas. Una de estas son las Lacasas (E.C. 1.10.3.2). Las cuales se conocen
por su capacidad para catalizar una amplia variedad de sustratos fendélicos y no
fendlicos. Los cuales son estructuras de diferentes compuestos antropogénicos. En
la investigacion se establecieron las condiciones de fermentacion de dos cepas de
Fusarium oxysporum para la produccion de Lacasas. Con un modelo Placket-Burman
se identificaron factores de interés en su produccién tal como fuente de carbono y
temperatura. Para continuar el estudio se purificaron parcialmente las Lacasas de F.
oxysporum species complex 33 NRRL38515. Mediante precipitaciéon con membranas
de ultrafiltracién y cromatografia de exclusién molecular se obtuvieron Lacasas de un
peso molecular entre 50 kDa y 100 kDa. Este extracto purificado se evalué con
diferentes colorantes y farmacos de estructuras fendlicas y observamos

modificaciones estructurales en los productos de reaccion.
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ABSTRACT

Fungal species never described or useful to man are current research topics in the
biotechnological area. Its purpose is to build a collection of fungal species that
transform food, that favor the biogeochemical cycle, that produce bioactive
metabolites or that mitigate the toxicity of anthropogenic compounds. It is in this last
aspect that this research is based. Fusarium is a ubiquitous, complex species, native
to the soil, originating from isolated saprophytes and pathogens. Phytopathogenic
forms of Fusarium are known for their ability to produce cellulolytic enzymes. Likewise,
in other investigations it was described with the capacity to produce oxide-reductases.
One of these is the Laccases (E.C. 1.10.3.2). Which are known for their ability to
catalyze a wide variety of phenolic and non-phenolic substrates. Which are structures
of different anthropogenic compounds. In the investigation, the fermentation
conditions of two strains of Fusarium oxysporum for the production of Laccases can
be produced. With a Placket-Burman model, factors of interest in its production were
identified, such as carbon source and temperature. To continue the study, the
Laccases of F. oxysporum species complex 33 NRRL38515 were partially purified.
By means of precipitation with ultrafiltration membranes and molecular exclusion
chromatography, Laccases with a molecular weight between 50 kDa and 100 kDa
were purchased. This purified extract was evaluated with different dyes and drugs
with phenolic structures and we observed structural modifications in the reaction

products.
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia la cantidad de contaminantes antropogeénicos en el ambiente es de interés
para todas las sociedades mediante sus agencias gubernamentales (Y. Wang et al.,
2021). Debido a que el nivel de contaminacidon que ocasionan algunos residuos
farmacéuticos, alimentarios, agricolas, ganaderos, textiles y plasticos alcanzan
concentraciones de ng/L a mg/L. Los cuales son detectables en cuerpos de agua,
suelos y aire. El crecimiento de la poblacién, el uso industrializado y la incapacidad
de los organismos vivos para metabolizar perfectamente estos compuestos conduce
a una mayor bioacumulacién en el ecosistema (Polyethylenimine y Rysov, 2020). Los
contaminantes antropogénicos que generan un problema de toxicidad son los
productos farmacéuticos tales como el diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno,
carbamazepina, los derivados de la industria alimentaria tal como el bisfenol, los
productos de cuidado personal como el triclosan, los productos agricolas, pesticidas
y narcéticos, de los cuales muchos son disruptores endocrinos (ATSDR, 2016; Zhu
et al., 2016; Polyethylenimine y Rysov, 2020). Los disruptores endocrinos se asocian
con enfermedades hepaticas, pulmonares, cancerosas, problemas reproductivos y

alteraciones endocrinas (Al Sharabati et al., 2021).

Diversas organizaciones en diferentes paises establecen restricciones y limites
legales promedio de estos compuestos. En la tabla 1 se muestran las
concentraciones maximas de contaminantes antropogénicos que se encuentran en

diferentes ambientes acuéaticos.

I
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1.1. CONTAMINANTES ANTROPOGENICOS

Tabla 1. Concentraciones maximas de contaminantes
antropogénicos que se encuentran en diferentes ambientes,
modificado de Lépez Pacheco et al., 2019.

. Productos
_ ... Industria
Concentraciones _, Principio de .
Farmacos : de la . Agricultura
(ng/L) activo : cuidado
comida
personal
Reservorios de 10 8.3 683 50 i
agua potable
Plantas de
tratamiento de 1673000 1721 7630 - 78
aguas industriales
Fuente de agua 276000 490 24961 - 25900
Océanos 129 - 7708 - -
Aguas 339 : 50.9 i 9.28
subterraneas

Los fenoles son la mayor parte de los contaminantes ambientales. Los cuales se
definen como hidroxiderivados del benceno y sus ndcleos condensados. Ellos estan
presentes en las aguas residuales domésticas e industriales, en las aguas naturales
y en los suministros de agua potable (NMX-AA-050-SCFI-2001). Debido a su
toxicidad, recalcitrancia y a sus propiedades bioacumulativas, diversas
organizaciones establecen medidas para su eliminacion y limites de concentraciones

en diferentes ambientes (Rani y Shanker, 2018).

El Registro Estatal de Emisiones y Fuentes Contaminantes (PRTR) en Espafia
establece que las concentraciones de fenoles deben ser inferiores a 1 ug/L. la
Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) establece que la
exposicion de por vida a concentraciones mayores a los 2 mg/L en agua potable
podria generar dafios a la salud humana. Asimismo, la FDA determiné que la

I
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concentracion de fenoles en aguas embotelladas no debe exceder los pg/L. Por otro
lado, la OSHA establecio limites legales promedio de 5 parte por millon (ppm) de
fenoles en el aire. En nuestro pais la NMX-AA-050-SCFI-2001 establece el método
para la determinacion de fenoles en aguas naturales, residuales y residuales con
tratamiento. Sin embargo, la informacién respecto a concentraciones limites en otros

ambientes es escasa.

Los métodos de tratamiento para la eliminacion de contaminantes toxicos en aguas
involucran tres etapas. Estas incluyen tratamientos primarios, secundarios y
terciarios. La etapa de tratamiento primario es una etapa de cribado preliminar que
depende del tamafio de los componentes para filtrarlos y separarlos. Luego sigue una
etapa de tratamiento secundario para eliminar los soélidos en suspension por
descomposicion microbiana. Finalmente, la etapa de tratamiento terciario tiene lugar
para mejorar la calidad del agua antes de ser descargada en ambientes marinos o
reciclada para ser utilizada para muchos propdsitos, como riego de cultivos y jardines,
lavanderia, lavado de autos y en muchas otras industrias (Al Sharabati et al., 2021;
Singh, 2021).

Debido a que los fenoles y sus metabolitos son omnipresentes en el ambiente. Su
eliminacion efectiva consiste en técnicas basadas en baja energia. Las cuales son
econOmicas y respetuosas con el ambiente. Sin embargo, la remocion de estos
compuestos es un reto, ya que las tecnologias convencionales solo realizan
remociones parciales (Rani y Shanker, 2018). Asimismo, la cantidad y diversidad de
moléculas contaminantes es abundante. Por tanto, la investigacién biotecnolégica
encuentra un area de oportunidad en la basqueda de alternativas de eliminacion de

fenoles mediante organismos bioldgicos.

Una alternativa de tratamiento para eliminaciéon de fenoles es el uso de enzimas

fungicas

Los hongos son omnipresentes y los principales responsables de la descomposicion
de materia organica, la liberacion de fosforo, nitrégeno y carbono en la atmdésfera y
el suelo. Estos secretan una amplia variedad de enzimas y metabolitos secundarios
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bioactivos. Algunas especies despiertan principal interés por su capacidad para
adaptarse a condiciones extremas de la Tierra. Ya que, para su sobrevivencia a esta
combinacion de restricciones ambientales, tuvieron que desarrollar multiples

mecanismos de tolerancia al estrés (Zucconi et al., 2020).

Un ejemplo son los hongos de pudricion blanca que degradan la lignina, estos se
utilizan para transformar productos farmacéuticos como ibuprofeno, ketoprofeno,
acido clofibrico, atenolol, propranolol, diclofenaco y acido mefendmico (Hata et al.,
2010; Cruz-Morato et al., 2013; Haroune et al., 2014). Mediante enzimas oxidativas y
extracelulares, tales como, la Lacasa (EC 1.10.3.2), lignina peroxidasa (EC1.11.1.14)
y manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13) los transforman. Un topico relevante y
novedoso para remover farmacos en ambientes contaminados (Rodarte-Morales et
al., 2011).

Por otro lado, los hongos filamentosos son uno de los organismos capaces de
producir enzimas con utilidad, esto debido a la practicidad de la elaboracion del cultivo
y su produccion de enzimas extracelulares con potencial aplicacion industrial
(Guimarées et al., 2006).

I
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[ Remocién de colorantes ]

J

Figural. Fuente de contaminates y su biorremediacion con Lacasas fungicas. Los
contaminantes emergentes como los antibidticos, los disruptores endocrinos, los
contaminantes a base de colorantes y los medicamentos farmacéuticos a menudo se liberan
en el medio ambiente, causan impactos dafiinos y problemas de salud para los humanos y
otros animales, el tratamiento del agua con Lacasas y sus enfoques biotecnoldgicos generan
productos menos téxicos, inertes o compuestos totalmente degradados. Modificado de
Arregui et al., 2019.

1.2.Las enzimas extracelulares, su medio de adaptacién y uso en sectores
industriales

Las enzimas extracelulares que son producidas por hongos son atractivas y de

importancia para su aplicacion en diferentes industrias tales como las relacionados

con los textiles, cuero, confiteria, bebidas, alimentos, agricultura y la salud humana,

esto por su estabilidad en condiciones extremas de temperatura y pH (Shubha J y

Srinivas C, 2017). Guimarédes et al., 2006 estudiaron la produccion de xilanasas,
I ————————
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glucosa-oxidasa, fosfatasa alcalina, fosfatasa acida, fitasa, pectinasa y amilasa, las
cuales se extrajeron de Aspergillus caespitosus, A. phoenicis, Rhizopus stolonifer, A.
versicolor, Mucor rouxii, Paecilomyces variotii, A. phoenicis y Rhizopus microsporus
var. rhizopodiformis. Martinez-Pacheco et al., 2020 describieron la capacidad de

Fusarium solani para producir xilanasas extracelulares.

El método de cultivo es una de las etapas criticas en la produccién de enzimas
extracelulares. Asimismo, varios parametros lo son, tales como, el tiempo de cultivo,
temperatura, nivel de inoculacién, humedad, pH aireacion, agitacion (velocidad y
duracion de la mezcla) y tamafio de particula. Sin embargo, uno de los factores con
mayor importancia es la eleccion del sustrato ya que la eleccién de uno u otro sustrato

induce la produccion especifica de una enzima (Steudler et al., 2019).

Hoy en dia, las enzimas se utilizan en mas de 40 sectores industriales para fabricar
mas de 700 productos comerciales. En 2017, el mercado mundial de enzimas
industriales fue de $ 6 mil millones. La prediccion es que el mercado crezca hasta un
6% en los proximos afios (Arnau et al., 2020). En paralelo con la creciente relevancia
de las enzimas en la industria e investigacién, asi como en el costo-efecto y la

presencia de nuevas o novedosas enzimas (Yazici et al., 2020).

En todos los casos se demuestra la capacidad de los hongos para la produccion de
enzimas extracelulares. Asimismo, la variabilidad que existe entre cada especie o
cepa fangica. Lo cual sugiere un escrutinio a detalle de las condiciones éptimas de
produccién enzimatica. En tal campo, las perspectivas son prometedoras ya que un
namero que asciende a 100 000 organismos es un universo de estudio amplio por
explorar en los proximos afos. En ello, el uso de enzimas éxido reductoras como
Lacasas se propone para el tratamiento de los compuestos de desecho debido a que

retienen o transforman estas moléculas en otras menos dafiinas (Arregui et al., 2019).

1.3.Lacasas

Las Lacasas (E.C. 1.10.3.2) son enzimas oxidativas que tienen un anillo trinuclear de
cobre. Ellas destacan por sus propiedades para catalizar una amplia gama de
sustratos fendlicos y no fendlicos (como materiales aromaticos, cancerigenos,

I
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compuestos organofosforados y organometalicos) y la reduccion de dioxigeno para
producir agua sin cofactores ni subproductos toxicos (Y. Wang et al., 2021). La
primera se descubridé en el arbol de la laca japonés Rhus vernicifera, hace mas de

cien afios (Soden y Dobson, 2001).

Figura 2. Estructura tridimensional de la Lacasa de Melanocarpus albomyces. Las esferas de
color naranja representan los atbmos de cobre en el sitio activo de la Lacasa.

Durante la reaccion, en el sitio T1 se produce la oxidacion del sustrato y el oxigeno

molecular se reduce a dos moléculas de agua en el grupo trinuclear T2y T3 (Novoa
et al., 2019), tal como se muestra en la figura 2 y 3.

Lacasas red

s
A o

Lacasas ox 4 Sustrato red

O,

2 H20
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.
Figura 3. Representacion general de la reaccion de catalisis de Lacasas con 2,6- Dimetoxifenol
(2,6-DMP) como sustrato.

Estan relacionadas estructural y evolutivamente con el gran grupo de proteinas de
cobre azul, que incluyen a las ascorbato oxidasas vegetales y a la proteina plasmatica
de mamiferos, la ceruloplasmina. Las Lacasas dependen de los cuatro iones de
cobre, que se localizan entre tres sitios de union diferentes, ampliamente
conservados. Los cuales desempefian una funcién importante en su actividad

catalitica (Bhamare et al., 2018).

Algunos reportes sugieren que la funcién de las Lacasas en los sistemas vivos es la
proteccién contra factores ambientales adversos, incluido organismos competitivos o
parasitos y compuestos toxicos (Pawlik et al., 2021). Fernandez-Fueyo et al., 2014
demostraron que las peroxidasas y las Lacasas fungicas se regulan diferencialmente
por el pH, la temperatura y por diferentes componentes del medio en Pleurotus
ostreatus. Asimismo, Pawlik et al., 2021, sugierieron que la sintesis de la Lacasa en
Cerrena unicolor estd regulada en las etapas transcripcional, traduccional y

postranscripcional.

Por tanto, el establecimiento de las condiciones de produccion de Lacasas
especificas para cada especie fungica es interesante para la mejora en la produccion

de la enzima detectada por su actividad especifica.

1.4.El proceso de fermentacion como método de produccién de enzimas
fungicas

La fermentacion es un método popular para la produccion de proteinas, enzimas o

de metabolitos con interés biotecnoldgico. En la realizacion y control de un proceso

de fermentacién es esencialmente importante la presencia de cultivos iniciadores.

Diferentes microorganismos se emplean como cultivos iniciadores durante el proceso

fermentativo. Ademas de bacterias y levaduras, los hongos filamentosos son

organismos que se emplean como iniciadores de estos procesos (Sugiharto, 2019).

I
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En los procesos fermentativos diversas condiciones influyen para la obtencion de los
productos de interés, tales como, las diferencias entre especies fungicas, la

naturaleza de los sustratos y las condiciones del cultivo.

1.5.Herramientas para la comprensiéon de procesos complejos como la
fermentacién microbiana de compuestos antropogénicos.
La fermentacién microbiana es un proceso complejo en el que intervienen muchas
variables a la vez. Donde se debe tener un control adecuado en la produccion de
algun producto deseado. Sin duda, la naturaleza biol6gica de este proceso implica
gue incidan sobre su desarrollo una gran cantidad de variables. Cuyos efectos
combinados resultan de dificil interpretacion. Las técnicas de analisis multivariante
permiten obtener una mejor comprension de procesos complejos. El analisis
multivariado reine métodos estadisticos que se enfocan en la observacion vy
procesamiento simultaneo de diferentes variables estadisticas para obtener
informacion relevante. Las dos categorias principales de métodos de analisis
estadisticos multivariantes son los denominados métodos descriptivos y los métodos
explicativos. Asimismo, el procesamiento y la representacién grafica fueron
disefiados para proporcionar la descripcién general precisa de todos los datos

analizados y al mismo tiempo, minimizar la pérdida de informacion.

De tal manera que, la aplicacion del andlisis multivariado es variable con relacion a
lo que queremos conseguir con él en sus diferentes escenarios en los que se aplican.
Por ejemplo, de gran ayuda son para optimizar los datos o simplificar la estructura
sin sacrificar informacién valiosa y sirve para facilitar la explicacion de datos.
También, para ordenar y agrupar: cuando tengamos mdultiples variables, se creara
un conjunto de objetos o variables "similares" en funcién de las caracteristicas
medidas para ordenar y agrupar los datos. El analisis multivariado servira para saber
si todas las variables son independientes o dependientes entre si. En el
establecimiento de relaciones predictivas entre variables es de gran ayuda: Deben
determinarse para predecir el valor de una o mas variables a partir de observaciones
de otras variables. O bien, auxilian en la construccion y prueba de hipoétesis:

hipotesis estadisticas especificas se prueban y expresan en parametros
I ————————
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poblacionales multivariados: esto se hace en la aprobacion de hipétesis o

reafirmacion de hipétesis previas.

Por ultimo, el objetivo de su uso en mi investigacion es para conocer la influencia o
larelacion de dependencia entre variables nutrimentales y ambientales. Para la
identificacion de los factores que contribuyan a incrementar los rendimientos de las

Lacasas de Fusarium oxysporum.

1.6.El desafio que representa la eliminacion de contaminantes del agua

El desarrollo socioeconémico mundial genera una corriente de sustancias (algunas
de ellas nuevas), que se producen casi inmediatamente en el medio ambiente. La
estimacion en la industria quimica es que se generan mas de 70, 000 productos
guimicos diferentes, con un valor de ventas mundial estimado de $ 5000 mil millones
(Asthana 2014).

Los contaminantes tales como productos farmacéuticos, de cuidado personal,
productos quimicos industriales y pesticidas son omnipresentes. Por tal motivo es un
desafio eliminarlos con eficiencia en las plantas de tratamiento de aguas residuales
(EDAR) debido a su estabilidad y resistencia a la degradacioén fisicoquimica (Zdarta
et al., 2022).

Los colorantes son sustancias naturales o artificiales que aportan color a las
diferentes fibras que se utilizan en las industrias textil, farmacéutica, alimentaria,
cosmeética, plastica, fotogréfica y del papel. Los colorantes que mas se utilizan a
escala industrial son el azo, la antraquinona, el indigo, el xanteno y el triarilmetano.
La mayoria de los tintes sintéticos se utilizan en las industrias textil y de curtidos para
tefir una amplia variedad de productos. Asimismo, otras industrias, como la
cosmética, papelera, alimenticia, farmacéutica y proveedores de servicios, utilizan

colorantes sintéticos (Ardila-Leal et al., 2021).

I
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Tabla 2. Clasificacion y estructura de los colorantes de acuerdo a su
grupo croméforo (Ardila-Leal et al., 2021).

Tipos de
Estructura del _ o
colorantes ) Ejemplos de colorantes Caracteristicas
o grupo cromoforo
quimicos

Naranja de metilo Estos

Rojo Congo colorantes
tienen un grupo
funcional (-
R N=N-) que une
Az0 N=N dos radicales
R’ Naranja G alquilo o arilo,
simétricos  y/o

asimétricos,
idénticos o no

azoicos.

Azul brillante de remazol Los colorantes
R de antraquinona
Azul brillante son de los més

utilizados por su

0 bajo precio,

_ accesibilidad y
Antraquinona O‘@ —
rendimiento en

° Rojo Alizarina S el proceso de

tefiido. Tienen
dos grupos
carbonilo unido

a cada lado de

I
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un anillo de

benceno.

indigo

Carmin de indigo

Azul Ciba 2B

El indigo
sintético es el
que mas se
utiliza en la
industria textil a
nivel mundial.
Es resistente a
la luz y a altas

temperaturas.

Xanteno

0

Rodamina 6G
Rodamina 123

Fluoresceina

Los xantenos se
utilizan en
alimentos,
cosmeéticos,
papel y tinta.
Las

industrias
manufactureras
los utilizan
debido a sus
propiedades
superiores de
tefido y
coloracion, pero
son poco
biodegradables

y algunos de
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.

ellos son

toxicos.

Un numero significativo de estos compuestos esté fuera de control debido a que las
regulaciones son escasas. Desde el afio 2000, la Unién Europea establecio una
estrategia para definir las sustancias toxicas y sus intermediarios en las aguas
residuales. En 2015, la Comision Europea publicé una lista de compuestos prioritarios
de alto riesgo, que incluyen hormonas, productos farmacéuticos, productos de
cuidado personal y aditivos alimentarios, que deben observarse y neutralizarse en un

futuro proximo (Barbosa et al., 2016; Rogowska et al., 2020;Zdarta et al., 2022).

I
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Tabla 3. Las concentraciones de compuestos que se identificaron con
frecuenciaen los efluentes de las EDAR (Rogowska et al., 2020).

Concentracion

Tipo de farmacos Principio activo Referencias
(Hg/L)
_ _ ) Cunha et al.,
Antidepresivos Citalopram 840
2019
_ Oliveira et al.,
Gabapentina 79.86
o 2015
Antiepilépticos _ _
Carbamazepina 3.58 Evgenidou et
al., 2015
Gros et al.,
Ibuprofeno 9.20
2017
Diclofenaco 23.50 Madikizela y
Analgésicos/antiinflamatorios Chimuka.,
Naproxeno 14.40
2017
Petrie et al.,
Paracetamol 11.73
2015
Cefalexina 5.07 Deb et al.,
o Trimetoprima 2.40 2017
Antibioticos o
Oliveira et al.,
Sulfametoxazol 3.25
2015

1.7.La produccion de medicamentos en México
En 2015, la produccion global del sector farmacéutico ascendio a 1,228 mmd y se
espera que para el periodo 2015-2020 crezca un 8.3%. Los principales paises

productores por orden de importancia son: China, Estados Unidos, Suiza, Japon y
-
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Reino Unido. En dicho estudio aseguran que el consumo de medicamentos crece

cada vez mas, en los paises en desarrollo (PROFECO, 2017).

El sector farmacéutico mexicano ocupa el lugar 11 entre los 15 mercados mas
importantes del mundo y el segundo en América Latina, de acuerdo con la Comisién

Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS).

En nuestro pais este sector es una de las actividades econdmicas mas significativas
por su aportacion a la produccion bruta de las industrias manufactureras. Ademas,
en 2014 generé mas de 83 mil empleos, segun informacion de la Camara Nacional
de la Industria Farmacéutica (CANIFARMA, 2014).

1.8.Las afecciones que causan los compuestos fendlicos en el medio ambiente
La creciente cantidad de compuestos fendlicos en los ambientes acuéticos han
atraido la atencién de instituciones cientificas y de proteccién ambiental debido a su
potencial toxicidad en relacion con sus propiedades carcinogénicas, teratogénicas y
mutagénicas que generan efectos adversos en la salud humana (M. Zhou et al.,
2017). Los compuestos fendlicos que se encuentran inmersos en el agua entran en
el organismo humano a través del agua potable y los que sedimentan ingresan a
través de las cadenas alimentarias. Asimismo, en los organismos acuaticos a través
de la cadena alimentaria. Debido a sus caracteristicas persistentes y no
biodegradables, estos se acumulan en el agua y los sedimentos. En donde, los
organismos acuaticos cazan, se alimentan, lo cual representa una amenaza para los
ecosistemas acuaticos. Este tipo de compuestos envenenan organismos acuaticos,
contaminan productos agricolas y afectan las funciones del sistema nervioso, urinario

y digestivo humano (S. Wu et al., 2020).

De las ramas tecnologicas en las que esta involucrado el uso de compuestos
fendlicos son: en la ingenieria petroquimica, la impresion, el tefiido, el procesamiento
de alimentos y la produccién quimica. Cuando estos se desechan en el ambiente se

convierten en extremadamente toxicos con escasa biodegradabilidad.

Con el desarrollo industrial global y el crecimiento de la poblacion se generé un

incremento en la contaminacion del ambiente. En ello, los tintes industriales son de
I
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los agentes contaminantes mas peligroso. Estos se utilizan en diversas industrias

como la pulpa, papel, fotogréfica, farmacéutica, pintura y cosmética.

1.9.Herramientas = computacionales, repositorios 'y otros aspectos

bioinformaticos en el estudio de las Lacasas fungicas.

Sin duda alguna, la civilizacién ha generado una enorme cantidad de informaciéon y
las ciencias quimico-biolégicas no son la excepcion. Cada vez la comprension de la
complejidad biologica es mayor y ampliamente aceptada. En donde los estudios a
nivel de tubo de ensaye son técnicamente insuficientes. Entonces, para analizar la
enorme informacion de los sistemas bioldgicos se introducen herramientas
computacionales que permitan plantear modelos y predecir comportamientos y
funciones biolégicas de interés. Por lo que disciplinas como la bioinformatica; un area
multidisciplinar relativamente nueva. Es una interface entre la biologia y la informética
gue permite la aplicacion de herramientas tecnoldgicas para responder a problemas
biolégicos y plantear soluciones. Un campo del trabajo cientifico con enorme
potencial en un mundo en el que surge la necesidad de almacenar y procesar grandes
cantidades de datos cada vez mas complejos. En diferentes areas como la genética,
la biologia celular y molecular, la genética evolutiva y la bioquimica de hongos que
son disciplinas y ciencias en las que ayuda a satisfacer la necesidad de procesar
grandes cantidades de datos. El contexto de este marco tedrico en la obtencion de
Lacasas fungicas de Fusarium oxysporum, con el objetivo de obtener resultados,
predicciones precisas y robustas en las diferentes areas de aplicaciéon y cada vez

cercanas a la realidad.

1.10. Fusarium

Fusarium es uno de los grupos importantes de hongos fitopatdgenos que se conocen
para la agricultura y la horticultura, que causan una variedad de enfermedades en
innumerables cultivos (Summerell, 2019). Las cepas patdégenas de plantas causan

I
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marchitez vascular devastadora y enfermedades de pudricion por almacenamiento
en una amplia gama de huéspedes y se encuentran entre los patdégenos de plantas
del suelo econdbmicamente importantes en el mundo. Este complejo de especies esta
emergiendo como agentes clinicamente importantes de micosis humanas y animales.
La taxonomia de F. oxysporum se ha definido histéricamente por la morfologia de las
estructuras reproductivas asexuales. La escasez y variabilidad de estos caracteres
llevd a una definicion amplia de F. oxysporum que no describe la variabilidad

inherente dentro de este complejo de especies.

Actualmente, hay mas de 100 nombres validos de especies de Fusarium. Los
conflictos frecuentes y la inestabilidad en la sistematica de Fusarium han resultado
en la ausencia de caracteres morfolégicos claros para separar especies, asimismo,

la existencia de la variacion fenotipica entre los cultivos.

El complejo de especies de Fusarium oxysporum (FOSC) comprende un grupo de
hongos ascomicetos que se estudian intensamente debido a su capacidad para

causar enfermedades tanto en plantas como en humanos (Laurence et al., 2014).

Por otro lado, barreras de interesterilidad se detectaron en grupos pertenecientes a
dicho género. Con ello, la identificacion de especies sexuales de Fusarium. En este
caso, especies para las que la reproduccién sexual es dificil de inducir in vitro, el

criterio de especie filogenética es informativo. El gen que mas se utiliza para el

reconocimiento de especies y el andlisis filogenético en Fusarium es el gen del factor
de elongacién 1a (EF-1a). Otros loci Utiles incluyen la regidon del espaciador transcrito
interno (ITS) de la repeticion del gen del ARNr y el gen de la B-tubulina (Cai et al.,
2011).

I
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1.11. Andlisis computacional del complejo enzima-sustrato

Actualmente, herramientas informéaticas como el analisis in silico se utilizan para la
extraccion de informacion oculta y predecible de grandes bases de datos para
encontrar informacion que un experto no determina rapidamente por meétodos

experimentales.

1.12. Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular es un método para predecir la posicion y la afinidad de un
ligando o sustrato en un sitio de union del receptor (macromolécula). El proceso de
acoplamiento implica principalmente la coincidencia espacial y la coincidencia de
energia entre el ligando y el receptor para una conformacion optima. Ademas, durante
el proceso de unién del ligando al receptor, la estructura del sitio de union cambia
constantemente hasta que se establece con éxito un enlace estable. Solo entonces

se puede determinar la distribucion de carga y la configuracion del sistema de unién
(Tao et al., 2020).

Enzima Interaccion

Sustrato Enzima - sustrato
intermolecular en

(kcal/mol)

Figura 4. Acoplamiento molecular de una enzima y su sustrato.

I
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1.13. Dinamica molecular

Las simulaciones de dinAmica molecular proporcionan detalles sobre los movimientos
de particulas individuales en funcién del tiempo. Con estas se abordan preguntas
especificas de las propiedades de un sistema modelo que no son faciles de evaluar
en un sistema real (Singh et al., 2010). Por ejemplo, ¢diferentes sustratos pueden
interaccionar con la Lacasa?, ¢cdémo pueden interaccionar?, ¢La interaccion es
estable?, ¢Son los aminoacidos del sitio activo los responsables de la interaccion?
Otro aspecto esencial es que las simulaciones son aproximaciones que deben
corroborarse con datos experimentales, para tener una mejor precision de los

resultados y criterios metodolégicos.

I
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2. ANTECEDENTES

El aumento de la poblacién, la urbanizacion y la industrializacién ahora son un grave
problema antropogénico que genera contaminacion ambiental e.g. dafio a los
ecosistemas. Debido a que en sus procesos liberan en el ambiente diversas
moléculas, entre ellas las recalcitrantes. En ello, la investigacion biotecnolégica se
convierte en un é&rea de oportunidad ya que mediante ésta se desarrollan
herramientas innovadoras y procesos no contaminantes para corregir el efecto de la
contaminacion. Sin embargo, esto es un desafio debido a la cantidad y diversidad de
moléculas contaminantes. Todas son importantes de por si, sin embargo, los
derivados fendlicos llaman poderosamente la atencion debido a su recalcitrancia y
corrosividad. Para una mejor comprension de la emision directa de fenoles
reconocibles y sobre todo de su posible remediacion. Entonces, en un trabajo previo
se obtuvieron los criterios de seleccidén de un ascomiceto con produccion del complejo
enziméatico 6xido reductor extracelular, el cual se conforma por Lacasas, lignina y
manganeso peroxidasas. Para ello se utilizaron herramientas computacionales con
relacion en la busqueda de informacién en repositorios de acceso libre de genes,
proteinas y modelado molecular, asi como de metodologias experimentales. Con las
cuales se determind al asilado silvestre de Fusarium como un candidato interesante

para la produccién del complejo 6xido reductor (Alonso-Hurtado, 2020).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad, en el medio ambiente se acumula una gran cantidad de fendlicos.
Su presencia provoca toxicidad de los seres vivos. Particularmente, los fendlicos
disueltos en cuerpos de agua que el hombre utiliza para su comodidad. Este desecho
es un problema severo y que apremia su solucién. Mas all4 de la voluntad politica,
en la solucion del problema se involucra la dependencia tecnoldgica, el proceso de
remediacion y sus costos. Una alternativa es el uso de las enzimas con propiedades
oxido reductoras para el procesamiento de fendlicos, asi como, los microorganismos

productores y su proceso de obtencidn de estas enzimas.
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad se genera y acumula una gran cantidad de fendlicos, este desecho
es un problema severo y que apremia su solucion. En donde las enzimas fungicas
con propiedades oOxido reductoras tienen el potencial para el procesamiento de
fendlicos. Por ello, las 6xido reductasas (Lacasas, lignina peroxidasa y manganeso
peroxidasa) son interesantes ya que llevan a cabo la degradacién de compuestos de
desecho de naturaleza quimica fendlica y no fenodlica. En especifico, las Lacasas se
consideran capaces de oxidar una gran cantidad de compuestos debido a su baja
especificidad de sustrato. El aislado silvestre Fusarium oxysporum es un candidato
con potencial para la produccién del complejo 6xido reductor que contiene Lacasas,
lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa. Por ello, las propiedades adecuadas de
fermentacion, la actividad especifica y las caracteristicas bioquimicas del complejo

se necesitan estudiar.

Katia Lizbeth Alonso Hurtado 24



UMSNH Biologia Experimental QB

5. HIPOTESIS

El establecimiento de las condiciones de fermentaciébn de F. oxysporum genera

Lacasas con potencial para la degradacion de contaminantes fendlicos.

6. OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones de fermentacion de F. oxysporum para la produccion de

Lacasas con potencial en la degradacion de contaminantes fendlicos.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar molecularmente la cepa fungica productora de la actividad lacasica

2. Ensayar diferentes condiciones de fermentacion de F. oxysporum tales como
fuente de carbono, temperatura, pH, y tiempo para la produccion de Lacasas.

3. Caracterizacion bioquimica de las Lacasas de F. oxysporum.

4. Determinar la capacidad de las Lacasas del proteoma extracelular de F.
oxysporum en la degradacion de lignina, ABTS, RBBR, acetaminofén y

carbamazepina.
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8. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Identificacion molecular de las cepas con produccion de

Lacasas

| }

Modelado in silico de la interaccion molecular

DlsiemsEn e [ conelsEnes e entre Lacasas y diferentes sustratos (lignina

de fermentacion para la produccion de . .
P P de la cascara y semilla de aguacate Persea

~ClEl americana Mill cv. Hass, ABTS, RBBR,
acetaminofén y carbamazepina)
Seleccién de la cepa con mayor Determinacion de la actividad de

actividad de Lacasas ' Lacasas con sustratos en interaccion

v \

Caracterizaciéon bioquimica de las Lacasas
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1.Microorganismos y condiciones de crecimiento

Las cepas fungicas E6FO y E6F13 se aislaron y caracterizaron de plantas de frijol
con signos de decaimiento del vigor, los cuales se colectaron del esatdo de
Zacatecas, México. Los aislados se mantuvieron en agar papa dextrosa (APD) y se
incubaron a 25 °C durante siete dias para los procedimientos posteriores.

9.2.Identificacion molecular de las cepas E6FO y E13FO mediante el Factor de
Elongacién 1a (TEF-7a).
Los aislados fangicos se inocularon en agar papa dextrosa (APD) y se incubaron
durante siete dias a 25 °C. La extraccion de ADN se realiz0 de acuerdo a una
modificacién del protocolo que reportd Orozco-Mosqueda et al. (2015). Para el
ensayo, 100 mg de micelio de cada cepa se colocaron en tubos eppendorf de 1.5 ml
y se adicionaron perlas de vidrio. Después, en el tubo se agregaron 200 ul de bufer
de lisis y 200 ul de la solucion fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). Al
término, la disolucion se agitdé al maximo de velocidad en un vortex (VM-300) durante
6 min. Posteriormente, 300 ul de la solucién fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico(25:24:1) y 300 pl de bufer de lisis se adicionaron y por ultimo, se agitaron
en un vortex (VM-300) por 30 segundos. Las muestras se centrifugaron a 14,000
rom durante 30 s. Finalmente, la extraccién de la primera fase se realizé y se
agregaron 300 pl de la solucion cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), se agitaron en
el vortex y se centrifugaron a 14 000 rpm durante 30 s. Finalmente, las fases acuosas
de ambas muestras se tomaron y se colocaron en 2.5 volimenes de isopropanol frio
a - 20 °C, las mezclas se incubaron 30 min a -20 °C, se centrifugaron a 14 000 rpm
por 5 min. El sobrenadante se retird y el sedimento se lavé con 500 ul de etanol al 70
%, la solucidén se agitd en un vortex hasta despegar el sedimento de DNA que se
formo y posteriormente se centrifugd a 14 000 rpm durante 3 min. El sedimento se
secO y se suspendidé en 20 ul de agua desionizada estéril. Al final, al residuo de DNA
se le agrego 1 pl RNAasa para eliminar el contenido de RNA y se agitd en vortex 15
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min a temperatura ambiente. EI DNA que se extrajo de cada cepa se cuantificd
mediante las lecturas de absorbencia en un NanoDrop (Thermo Scientific), y la
pureza de cada muestra se determind con las relaciones 260/280 y 260/230 de
absorbencias. Posteriormente, la amplificacion de TEF-7a se realiz6 con los
iniciadores EF688 Y EF1251. Los productos de PCR se secuenciaron en la compafiia
Psomagen, USA. Las secuencias consenso se obtuvieron con el programa
Chromas.Pro, Asimismo, las secuencias con mayor similitud se obtuvieron del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI) y se alinearon mediante Clustal
W con el programa MEGA-X. El arbol filogenético se construyé con el algoritmo del

vecino mas cercano.

9.3.Cuso temporal de crecimiento en medio minimo

El cultivo fangico se realiz6 en medio minimo liquido (Bartnicki- Garcia y Nickerson,
1962), con la siguiente composicion (g/L): dextrosa 20, fosfato potasico monobasico
(K2HPOu4) 3,0, sulfato de magnesio (MgSOa4-7 H20) 0,5; nitrato de amonio (NH4NO3)
0,5, sulfato de zinc (ZnS04-7 H20) 1,8 x 1073, sulfato ferroso (FeSO4) 1 x 1073, tiamina
1 x 10°3; &cido nicotinico 1 x 103, sulfato cuprico (CuSOa4-5 H20) 4 x 10 4, sulfato de
magnesio (MnSO4- H20) 3 x 10 . La inoculaciéon se realiz6 con propagulos de 25
mm? por cada 10 ml de medio. Los medios se filtraron y se recuperaron alicuotas del
filtrado, las cuales se utilizaron para la determinacion del contenido de proteina y la
actividad especifica durante 12 dias a 25 °C a 120 rpm.

9.4.Establecimiento de las condiciones de fermentacion Optimas para la
produccion de Lacasas fungicas extracelulares
Para el escrutinio de los factores de interés en la fermentacion de Fusarium
oxysporum se utilizé6 un modelo factorial fraccionado 2kP (modelo Placket-Burman).
El cual se generé en el programa Statistics 7.0 con la herramienta “design of
experiments projects in industry”. El disefio se evalud con dos niveles (-1 y +1) con
la finalidad de filtrar "n" variables en experimentos "n+1". Las variables
independientes seleccionadas para la presente investigacibn y sus valores
decodificados (-1 y +1) se resumen en la Tabla 2 y 3. En el modelo se utilizaron tres

diferentes fuentes de carbono (dextrosa, fructosa y sacarosa), temperatura (25 °C y
I ————————
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35°C), pH (5y 7) y tiempo de incubacién (5 dias y 7 dias) para optimizar la produccion

de Lacasas en una fermentacion liquida.

La ecuacion lineal del modelo PB es la siguiente:

y=boXo + b1X1+ b3Xs+ baXa+ bsXs5 vevevurniiiiiiiiiiaa, bnXn

Tabla 4. Factores y niveles de estudio del modelo Placket-Burman.

Niveles de estudio

Factores
-1 1
Dextrosa 10 20
Fructosa 10 20
10 20
Sacarosa
pH 5 7
Temperatura 25 35
Tiempo S !

Tabla 5. Matriz de datos del modelo Placket-Burman con los factores
y niveles de estudio.

Co

X1
X2
X3
X4
X5
X6
X7

rridas Dextrosa (g/l) Fructosa (g/l) Sacarosa (g/l) pH Temperatura (°C) Tiempo (d)
20 20 20 7 35 7
10 20 10 5 35 5
10 10 20 7 25 5
20 10 10 5 25 7
10 10 10 7 35 7
10 20 20 5 25 7
20 10 20 5 25 5
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e~ ———————————
X8 20 20 10 7 35 5

El cultivo se realizé en medio minimo liqguido minimo (Bartnicki- Garcia y Nickerson,
1962), con la siguiente composicién (g/L): dextrosa 20, fosfato potasico monobasico
(K2HPOa4) 3,0, sulfato de magnesio (MgSOa4-7 H20) 0,5; nitrato de amonio (NH4NO3)
0,5, sulfato de zinc (ZnS04-7 H20) 1,8 x 1073, sulfato ferroso (FeSO4) 1 x 103, tiamina
1 x 10°3; &cido nicotinico 1 x 1073, sulfato clprico (CuSO4-5 H20) 4 x 10 *#, sulfato de
magnesio (MnSO4- H20) 3 x 10 . La inoculaciéon se realizé con propagulos de 25
mm? por cada 10 ml de medio. Los medios se filtraron y se recuperaron alicuotas del
filtrado, las cuales se utilizaron para la determinacién del contenido de proteina y la

actividad especifica de las enzimas.

9.5.Bosques aleatorios
El bosque aleatorio se realiz6 con 500 arboles completamente desarrollados. La
puntuacion de precision del modelo de bosque aleatorio se ajusté a 70 % para el

conjunto de datos de entrenamiento y 30 % para el conjunto de datos de prueba.

Tabla 6. Matriz de datos del modelo de bosques aleatorios de F.
oxysporum species complex 33 NRRL38515.

Categori Dextrosa Fructosa Sacarosa p Temperatura Tiempo
a C1D) D) D) H_(C) (d)
a 20 20 10 7 25 5
a 20 20 10 7 25 5
a 10 20 20 5 25 7
a 20 20 10 7 25 5
a 20 20 10 7 25 5
a 20 20 10 7 25 5
a 20 10 10 5 25 7
a 10 20 20 5 25 7
a 10 20 20 5 25 7
a 20 20 10 7 25 5
a 20 10 10 5 25 7
a 20 10 10 5 25 7
a 20 10 20 5 35 5
a 20 10 20 5 35 5
a 10 20 20 5 25 7
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a 20 10 20 5 30 5
a 10 20 20 5 25 7
a 20 10 20 5 30 5
a 10 10 20 7 25 5
a 20 20 20 7 30 7
a 10 10 20 7 25 5
a 20 20 20 7 30 7
a 20 10 20 5 30 5
a 10 10 10 7 30 7
b 10 10 10 7 30 7
b 10 10 10 7 30 7
b 20 20 20 7 30 7
b 20 10 10 5 25 7
b 10 20 10 5 30 5
b 10 20 10 5 30 5
b 10 10 20 7 25 5
b 10 20 10 5 30 5
b 10 10 20 7 25 5
b 20 10 10 5 25 7
b 20 20 20 7 30 7
b 10 20 10 5 30 5
b 10 10 20 7 25 5
b 20 10 10 5 25 7
b 20 20 20 7 30 7
b 10 10 20 7 25 5
b 20 20 20 7 30 7
b 10 20 10 5 30 5
b 10 20 20 5 25 7
b 20 10 20 5 30 5
b 10 20 10 5 30 5
b 10 10 10 7 30 7
b 10 10 10 7 30 7
b 10 10 10 7 30 7

Tabla 7. Matriz de datos del modelo de bosques aleatorios de F.
oxysporum species complex 22 NRRL38608.

Categori Dextrosa Fructosa Sacarosa p Temperatura  Tiempo
a (9/) 9/l 9/l H (C) (d)

a 20 10 20 5 30 5
a 20 10 20 5 30 5
a 20 10 20 5 30 5
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a 10 20 20 5 25 7
a 10 20 20 5 25 7
a 10 10 10 7 30 7
a 10 10 10 7 30 7
a 10 20 20 5 25 7
a 10 10 10 7 30 7
a 10 10 10 7 30 7
a 10 10 10 7 30 7
a 20 10 20 5 30 5
a 10 10 10 7 30 7
a 20 10 20 5 30 5
a 20 10 20 5 30 5
a 20 20 20 7 30 7
a 20 20 20 7 30 7
a 20 20 20 7 30 7
a 20 20 10 7 25 5
a 20 20 10 7 25 5
a 20 20 10 7 25 5
a 20 20 20 7 30 7
a 20 20 20 7 30 7
a 20 20 20 7 30 7
b 10 10 20 7 25 5
b 20 20 10 7 25 5
b 10 10 20 7 25 5
b 20 20 10 7 25 5
b 10 10 20 7 25 5
b 20 20 10 7 25 5
b 10 20 20 5 25 7
b 10 20 20 5 25 7
b 10 20 20 5 25 7
b 10 10 20 7 25 5
b 20 10 10 5 25 7
b 10 10 20 7 25 5
b 20 10 10 5 25 7
b 10 10 20 7 25 5
b 20 10 10 5 25 7
b 20 10 10 5 25 7
b 20 10 10 5 25 7
b 20 10 10 5 25 7
b 10 20 10 5 30 5
b 10 20 10 5 30 5
b 10 20 10 5 30 5
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b 10 20 10 5 30 5
b 10 20 10 5 30 5
b 10 20 10 5 30 5

9.6.Seleccion de la fuente de carbono para la obtencién de Lacasas de
Fusarium oxysporum.
El medio minimo se preparo con las cantidades que se especifican en la tabla 6. Para
el experimento se utilizaron matraces Erlenmeyer de 125 ml. El volumen de medio
gue se selecciond para cada matraz fue de 25 ml, con tres repeticiones para cada
ensayo. Las fuentes de carbono se definieron como las variables dependientes del
experimento, con ello, cada una se utilizé de forma independiente. La esterilizacion
del medio se llevé a cabo por filtracion. La inoculacion de los medios se realizé con
propagulos de 25 mm?. Posteriormente, los medios se taparon con torundas de

algodon y se dejaron en incubacion a 120 rpm a 25 °C durante 5 dias.

Tabla 8. Componentes del medio minimo liquido, (Bartnicki- Garcia 'y
Nickerson, 1962).

Componentes del medio minimo g/l
Dextrosa/Fructosa/Sacarosa 20,0
Fosfato potasico monobasico (KH2POa) 3,0
Sulfato magnesio (MgSOa4* 7H20) 0,5
Nitrato de amonio (NH4ANO?3) 0,5
Sulfato de zinc (ZnSO4* 7H20) 1,8 x 1073
Sulfato ferroso (FeSO4* 7H20) 1x10°%
Tiamina 1x 103
Acido nicotinico 1x103
Sulfato clprico (CuSOas* 5H20) 4 x 10+
Sulfato de manganeso (MnSO4* H20) 3x10%
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9.7.0btencion del extracto

Las muestras de cada matraz se filtraron con papel filtro de poro medio. El filtrado se
colocé en tubos Falcon de 50 ml y se utilizé para la cuantificacion de proteina y
actividad enzimatica. Un analisis de una via se realizé para determinar la fuente de

carbono optima.

9.8.Determinacion de la actividad de Lacasas

La actividad especifica de la enzima Lacasa se determin6 en una mezcla de reaccion
que se formo con 200 pl de extracto enzimatico 0.01 mg/ml, 600 pl de bufer de citrato
0.1 My 200 pl de ABTS 5 mM. La reaccion se realizé en un espectrofotdmetro a 420
nm durante un minuto. La actividad enzimatica se expreso en U/ml. Una unidad (U)
se define como la cantidad de actividad enzimatica que cataliza la transformacion de
1 umol de sustrato por minuto, con un coeficiente de extincion molar € = 36, 000 M1
(Papinutti et al., 2003).

9.9.Ensayos in silico

9.9.1. Busqueda del sitio activo y su conservacion en distintas Lacasas
Primeramente, las estructuras cristalizadas de diferentes Lacasas se buscaron en el
repositorio Protein Data Bank (PDB). El objetivo del ensayo fue la busqueda del sitio
activo y los aminoacidos ampliamente conservados en cada una de ellas. El
alineamiento de las secuencias proteicas y el arbol filogenético se hizo con la

herramienta CLUSTALO del repositorio Uniprot (www.uniprot.org). Con ello, la

conservacion del sitio activo y la cercania al filo de las Lacasas de Melanocarpus
albomyces se observd. Debido a que las Lacasas de los organismos que se eligieron
para este estudio conservan los aminoacidos del sitio activo, el paso posterior se
realiz6 solo con dos estructuras 1GYC (Trametes versicolor) y 3FU8 (Melanocarpus
albomyces). Un alineamiento de ambas estructuras se llevé a cabo con la
herramienta PDBeFold en el repositorio EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk). Con esto, las
partes de las estructuras que son similares se visualizaron. Por ultimo, una simulacion

de los cristales de las Lacasas de F. oxysporum se realizé con la herramienta
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swissmodel (swissmodel.expasy.org). Los modelos de las proteinas que se

obtuvieron son similares a las Lacasas descritas en M. albomyces.

9.9.2. Busqueda de sitios de glicosilacion en las Lacasas de F.
oxysporum
Los sitios potenciales de N-glicosilacion de dos Lacasas de F. oxysporum fueron
previstos con NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Las
secuencias proteicas de Lcc2 y Lcc5 de F.oxysporum se utilizaron para predecir los
sitios de glicosilacion.

9.9.3. Acoplamiento molecular
Las estructuras de los diferentes sustratos se obtuvieron del repositorio ChemSpider
(www.chemspider.com) en formato PDB. Estas se ajustaron a su estado de minima
energia en el programa Maestro Elements (v.3.4) mediante el método semi-empirico
AML1. La Lacasa de Melanocarpus albomyces se utiliz6 como modelo de la estructura
proteica. La estructura se obtuvo del repositorio Protein Data Bank (cédigo del PDB
3FU8). En el programa Auto Dock Tools (v. 1.5.6) se preparo la proteina. En el primer
paso de la preparacién, las moléculas del solvente se eliminaron y los atomos de
hidrégeno faltantes se agregaron para después guardar el archivo con extension .txt.
En el archivo con extension .txt se incluyeron los datos de las coordenadas
especificas del sitio activo para la realizacion de la busqueda de interaccion en el
programa. El acoplamiento molecular se realizé en el programa Auto Dock Vina (v.
1.1.2) y los resultados se visualizaron en el programa Discovery Studio 2019 Client.
En este proceso se utilizd al sustrato co-cristalizado con la enzima, el 2,6-

dimetoxifenol, como ensayo control.

9.9.4. Dinamica molecular
La proteina se preparo en la interfaz “maestro molecular modeling”. Las simulaciones
de dinAmica molecular se realizaron con el programa Desmond. En las simulaciones
se utilizaron las conformaciones de menor energia de interaccion como conformacion
inicial, las cuales se obtuvieron de los ensayos de acoplamiento molecular. EI campo

de fuerza que se utiliz6 es el OPLS2005, para las conformaciones iniciales se
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consideraron células orto rombicas, las cuales incluyen moléculas de agua dentro de
una distancia de 10 Ay la concentracion de sal fue de 0.15 M. Las simulaciones de
produccion se realizaron con ensambles NPT durante 2 nanosegundos (ns) con una
trayectoria de 10 picosegundos (ps) a 300 Ky 1,01325 psi. El termostato empleado
durante la simulacién fue Nose-Hoover con un tiempo de relajacion de 1 ps. Ademas,
el barostato isotropico Martyna-Tobias-Klein se eligié en consideracion al método de
corte y rango corto de radios de 10 A. La asignacion de cargas y la optimizacion del
pH se realizaron. Por ultimo, las interacciones se visualizaron en la misma interfaz

de maestro molecular modeling.

9.10. Efecto de los fenoles con Fusarium oxysporum SC 33 y Fusarium
oxysporum SC 22 en medio solido
El medio control del acondicionamiento se preparo con la siguiente composicion (g/l):
dextrosa 20, fosfato potasico monobasico (KzHPOs) 3.0, sulfato de magnesio
(MgSOa4-7 H20) 0.5, nitrato de amonio (NH4NO3) 0.5, sulfato de zinc (ZnSOa4-7 H20)
1.8 x 103, sulfato ferroso (FeS0O4) 1 x 1073, tiamina 1 x 103, &cido nicotinico 1 x 1073,
sulfato cuprico (CuSQOa-5 H20) 4 x 104, sulfato de magnesio (MnSO4- H20) 3 x 104
En el caso de los tratamientos la fuente de carbono se disminuy6 a 10 y 2 g/l para
enriquecerlo con 0.01% y 0.1 % de acetaminofén, carbamazepina y RBBR,

respectivamente.

9.11. Induccion de Lacasas con fenoles

El medio de fermentacion liquida se inoculé con propagulos de 25 mm? condicionados
al crecimiento con acetaminofén al 0.1 %, para observar la la induccion de la
produccién de Lacasas. El cultivo se incubé durante 5 dias a 25 ©a 120 rpm. Después,
la actividad especifica de la Lacasa se determin6 en una mezcla de reaccion que se
formé con 200 ul de extracto enzimatico 0.01 mg/ml, 600 ul de bufer de citrato 0.1 M
y 200 ul de ABTS 5 mM. La reaccidn se realizé en un espectrofotometro a 420 nm
durante dos min. La actividad enzimatica se expreso en U/mg. En donde, una unidad

enzimatica (U) se define como la transformacion de 1 pmol de sustrato por minuto.
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9.12. Caracterizaciéon de las Lacasas de Fusarium oxysporum SC 33

9.12.1. Concentracion de las Lacasas de F. oxysporum SC 33
Precipitacion con acetona. Las proteinas presentes en el extracto crudo de la
fermentacion de F. oxysporum SC 33 se precipitaron con acetona en una proporcion
1:1 (v/v) durante 12 h. Después, la mezcla se centrifugé a 10,000 rpm a 4°C durante

30 min y el precipitado se resuspendio en bufer de citrato 0.1 M, pH 5.

Concentracion con ultrafiltracion. El extracto crudo de la fermentacion de F.
oxysporum SC 33 se coloc6 en membranas de ultrafiltracion de 100 kDa y se
centrifugé a 4,500 rpm a 4 °C durante 30 min. Para el enriquecimiento posterior se
utiliz6 el volumen retenido. Por otro lado, la fase no retenida se utilizé para
fraccionamientos con membranas de ultrafiltracion de 50 kDa y 10 kDa para la

evaluacion de actividad enzimatica de Lacasas.

9.12.2. Cromatografia de exclusién molecular de las Lacasas de F.
oxysporum SC 33 con sephadex G-100

El empaquetamiento de la columna se realiz6 con un volumen de 45 mililitros de fase

estacionaria (sephadex G-100) con una dimensién de 15 cm de longitud x 2 cm de

didmetro, el gel se equilibré con 45 ml de bufer de citrato 0.1 M a pH 5. El extracto

ultrafiltrado con la membrana de 100 kDa se colocé en la columna y se eluyé con 45

ml del mismo bufer. Las fracciones que se colectaron fueron de 3 ml y estas se

utilizaron para la determinacién de proteina y actividad especifica de Lacasas.

9.12.3. Desglicosilacion de las Lacasas purificadas de F.
oxysporum SC 33

Para la desglicosilacion del extracto purificado de las Lacasas se utilizé a la enzima

Endoglicosidasa H (Endo-H). La reaccion de desglicosilacion se realizé de acuerdo a

las instrucciones del fabricante (Promega, USA). En la reaccion se colocaron 1-2 ug

del extracto y la reaccion se aforo a un volumen de 9 ul con agua. Posteriormente, 1

pl de solucién desnaturalizante se adiciond y se calentd por 5 min a 95 °C. Después,

la muestra se dej6é durante 5 min a temperatura ambiente y se adicionaron 2 pl de
-
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bafer de reaccion 10X y 1 pl de Endo H, el volumen se aforé hasta 20 pl.
Posteriormente la reaccion se dejé durante 2 h a 37 °C. El producto de la reaccion se
analizé por SDS-PAGE al 12 %.

9.12.4. Electroforesis (SDS-PAGE)
El extracto crudo y las fracciones se colocaron en un gel de electroforesis SDS-PAGE
(5% gel concentrador y 12% gel separador) con un intervalo de concentracion de
proteina de 20-50 ug. La electroforesis se realizé a 117 V durante 90 min.

9.12.5. Tincién con nitrato de plata
El gel se incub6 durante 1 h en una soluciébn de metanol, acido acético y agua
desionizada (40:10:50) para fijar las proteinas. El gel se enjuagd durante 24 h con
diferentes cambios de agua desionizada y se incubé en una solucién de tiosulfato de
sodio al 0.02% (p/v) por 1 min. Posteriormente, el gel se lavo tres veces con agua
desionizada, se incub6 en una disolucion de nitrato de plata al 0.1% (p/v) con
formaldehido al 0.02% (v/v) a 4 °C por 20 min. Las sefiales electroforéticas se
revelaron con una disolucién de carbonato de sodio al 3% (p/v) con formaldehido al

0.05% (v/v), la reaccion se detuvo con acido acético al 5%.
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9.12.6. Parametros bioquimicos aparentes de las Lacasas de F.

oxysporum SC 33
9.12.6.1. Determinacion de pH

La actividad de las Lacasas se evaluo en un intervalo de pH de 3 a 6. Para el ensayo
se utilizé un bufer de citrato y de fosfato. Las mezclas de reaccion se formaron con
600 pl de cada bufer y 200 pl del extracto enzimatico (0.01 mg/ml). Posteriormente,
la reaccion se incub6 durante 1 h y la actividad se determind en un espectrofotémetro
al adicionar 200 pl de ABTS 5 mM.

9.12.6.2. Determinacion de temperatura
La actividad de las Lacasas se evalud en un intervalo de 30 °C a 60 °C, para el ensayo
se colocaron 600 ul bufer de citrato pH 5 y 200 ul del extracto enzimatico (0.01 mg/ml).
Posteriormente, la reaccidn se incubd durante 1 h en cada valor de temperatura y la

actividad se determin6 en un espectrofotdmetro al adicionar 200 pl de ABTS 5 mM.

9.12.6.3. Determinacion de Km y Vmax
La afinidad de las Lacasas por los sustratos ABTS, Guaycol, acetaminofén,
carbamazepina, rojo Congo y RBBR, se analizaron en un intervalo de concentracion
de 0.1 mM a 5 mM. Los resultados se ajustaron al modelo de Lineweaver-Burk.

9.13. Determinacion de la capacidad de las Lacasas del proteoma extracelular
de F. oxysporum SC 33 en la degradacién de ABTS, RBBR, acetaminofén y

carbamazepina

9.13.1. Analisis de espectrofotometria Uv-vis en la remocién de los
compuestos fendlicos

Los colorantes se prepararon en una concentracion de 10 mg/l. Posteriormente, en

matraces de 25 ml se colocaron 2 ml de cada uno de los colorantes, 2 ml del extracto

fungico (0.01 mg/ml) y 6 ml de bufer de citrato 0.1 M, pH 5. Las muestras se dejaron

en incubacién durante 24 h para determinar el porcentaje de decoloracién mediante

espectrofotometria UV-vis. Las lecturas de absorbancia se realizaron a 250, 280 y

497 nm para acetaminofén, carbamazepina y rojo congo, respectivamente.
I ————————
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9.13.2. Analisis de espectrofotometria infrarroja en la remocion de los
compuestos fendlicos

Los productos de reaccidon de la enzima con acetaminofén, carbamazepina, RBBR y

rojo Congo se liofilizaron y se analizaron por espectrofotometria de infrarrojo con un

espectrometro Thermo Scientific FT-IR Nicolet™ iS™ 10 con la técnica de ATR. Los

datos se expresan en nimeros de onda (v cm) para los maximos principales de

absorcion.

9.14. Andlisis de los datos
Los resultados de los experimentos se analizaron estadisticamente con el programa
STATISTICA 10 y R. Para el analisis se emplearon pruebas univariadas y

multivariadas.
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10. DISCUSION

Las Lacasas (E.C. 1.10.3.2) pertenecen al grupo de proteinas multicobre. Debido a
su escasa especificidad de sustrato son interesantes para diferentes propdsitos de
transformacion quimica que promueven diferentes organizaciones ambientales,
industriales y sectores biotecnoldgicos (Agrawal et al., 2019a). Estas se encuentran
ampliamente distribuidas en plantas, hongos, bacterias e insectos. Entre los hongos
gue destacan por la produccion de Lacasas estan algunos basidiomicetos y

ascomicetos (Huy et al., 2020).

Al respecto, el nimero de especies fungicas totales conocidos es un tema
interesante con numerosos topicos de debate, controversia y sin solucién a lo largo
del tiempo (Hyde et al., 2020). Actualmente, mas de 148.000 especies de hongos se
reconocen (Species Fungorum, 2021; http://www.speciesfungorum.org). Con el
desarrollo de nuevas tecnologias para su identificacion, cada afio se agrega un
namero creciente de nuevas especies al acervo fungico (Maharachchikumbura et al.,
2021). La creencia es que el reino Fungi comprende
entre 2,2 y 3,8 millones de especies, con 2 a 3 millones aun por descubrir. De los
cinco 6rdenes principales en los que se encuentran la mayoria de las nuevas
especies que se publicaron en 2019, cuatro (Hypocreales, Pleosporales, Lecanorales
y Capnodiales) pertenecen a Ascomycota (Jayawardena et al., 2021;
Maharachchikumbura et al., 2021).

Este modelo fungico es interesante para nuestro estudio por la patogenicidad
asociada a plantas. Asimismo, por su genoma y su rapida adaptacion al medio
ambiente hostil. Un organismo es excepcional por su genoma en constante evolucion
y su capacidad de adaptacion a entornos hostiles en un tiempo corto (Deiulio et al.,
2018). Asimismo, en el genoma de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 4287 se
encontraron seis genes para la produccion de Lacasas (Lcc1, Lce2, Lee3, Lec4, Lec9

I
Katia Lizbeth Alonso Hurtado 41


http://www.speciesfungorum.org/

UMSNH Biologia Experimental QB

y Lceb) y cuatro secuencias proteicas que se identificaron como A7LBK7_FUSOX,
A7LBK8_FUSOX, A7LBK6_FUSOX, A7LBK9_ FUSOX (Alonso-Hurtado, 2020). Un
antecedente para nuestra investigacion que sirvié para desarrollar estrategias in silico

e in vitro en la determinacion y produccion de Lacasas.

Para ello, una recopilacion de cristales y secuencias proteicas de Lacasas en hongos
basidiomicetos y ascomicetos se realizé en este trabajo. Cristales de Lacasas en
Fusarium oxysporum no se encontraron. Sin embargo, en los repositorios de datos si
se encontraron secuencias de Lacasas en su genoma. Por lo cual, el siguiente paso
de la investigacién in silico consistié en la busqueda del sitio activo de las Lacasas.
El cual se conforma por los aminoacidos: His 508, His 431, His 436, His 434, His 95,
His 502, His 504, His 140, His 138 y His 93. Una de las preguntas por responder, es
;este sitio activo se conserva indistintamente del filo al cual pertenecen los
organismos productores de Lacasas? Esto se respondio con la coincidencia de los
aminoacidos del sitio activo en el alineamiento que realizamos en Uniprot
(www.uniprot.org). En donde se identificaron los residuos de Histidina presentes en
las secuencias de Fusarium. Por tanto, la observacién es que el sitio activo de las

Lacasas es ampliamente conservado.

Asimismo, con la herramienta swissmodel (swissmodel.expasy.org)_se realiz6 una
aproximacion del cristal de Lacasas. Con esta herramienta se encontrd coincidencia
mayor del 90% con una Lacasa de Melanocarpus albomyces. Este ascomiceto es
ampliamente descrito por su produccién de Lacasas. En Protein Data Bank los
cristales de M. albomyces existen desde el afio 2002 hasta el 2021, es decir, la
abundancia de cristales en este hongo es amplia. Por ello, de los diferentes cristales
gue se encontraron de M. albomyces un candidato para nuestros estudios in silico es
3FUS8 debido a que tiene 1.8 A de resolucion, es una proteina sin mutaciones y se
encuentra en interaccion con 2,6-Dimetoxyfenol (DMP). El 2,6-DMP, es un
compuesto fendlico con el cual la enzima interacciona en su sitio activo. Autores tales
como, Agrawal et al., (2020) y Liu et al., (2021), incluyeron en sus investigaciones la
implementacion de este tipo de herramientas in silico debido a que la cristalizacion

de enzimas es un proceso complicado. Asimismo, con cristales de enzimas de cada
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organismo y con herramientas bioinformaticas conocer cada una de estas enzimas
es posible. Los cristales de Lacasas de M. albomyces se tomaron como un modelo
del cristal de las Lacasas para Fusarium oxysporum. Por tanto, la conservacion del
sitio catalitico es primordial para la inferencia del comportamiento de las Lacasas en
cualquier organismo. En este caso se infiere que los residuos de Histidina unidos a
los atomos de cobre son esenciales para la transferencia de electrones desde el
sustrato a los sitios T1, T2 'y Ts del sitio catalitico. Asimismo, su reduccion de oxigeno
molecular a agua .Algunos autores tal como Rostami et al., 2022 reportaron la
participacion de dichos aminoacidos en la transferencia electrones hasta el sitio

trinuclear de cobre.

Los cuales reportaron a Myrothecium verrucaria ITCC-8447 con actividad de Lacasas
en el intervalo de 6 d a 10 d. En el caso de Pinheiro et al., (2020) la mayor actividad
de Lacasas en Trametes versicolor se obtuvo a los 5 d. Por tanto, las dos cepas son
modelos de estudio interesantes por la actividad que presentan, en un intervalo de
tiempo amplio. Por ello, ambas cepas fungicas se utilizaron para ensayos posteriores.
En los cuales se evaluaron criterios de crecimiento 6ptimo e induccién de la enzima

con fenoles.

En la produccion de enzimas fungicas, uno de los criterios es la eleccion de las
condiciones o6ptimas del medio de produccién de la enzima de interés. Con el
desarrollo de técnicas estadisticas modernas, la optimizacion de un medio de cultivo
para la produccion enzimatica es practica, eficiente y econdémica. El disefio de
Plackett-Burman es un método eficaz para evaluar la importancia relativa de los
componentes del medio de produccién enzimética, ya que significativamente reduce
el niumero total de experimentos (Yan et al., 2021). Para el caso del factor de pH en
ambas cepas el pH 6ptimo del medio de produccion de Lacasas es de 5. Othman et
al., (2021) reportaron el impacto del pH en el medio de produccion de Lacasas en
Trichoderma harzianum S7113, en su caso el pH 6ptimo es de 5. Por tanto, se infiere

que para la produccion de Lacasas el pH del medio es acido.
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El modelo Placket- Burman considera los efectos principales e ignora las
interacciones entre las variables, por lo que generalmente se usa en combinacion con
otra metodologia estadistica robusta. En este caso, el modelo de bosques aleatorios
se utilizé como complemento para el establecimiento de los factores de interés en la
produccion de Lacasas. Un modelo de bosques aleatorios es una técnica de
aprendizaje automatico que se construye a partir de una coleccion de arboles de
decision (X. Zhou et al., 2020). Con este modelo, los factores determinantes en
ambas cepas son la fuente de carbono y la temperatura. En el caso de la temperatura
en FOSC 33 la temperatura de 25 °C y de FOSC 22 de 35 °C. Los resultados son
similares a lo que reportaron Wang et al.,(n.d.) con Auricularia cornea donde el efecto
de la temperatura en el medio de produccion de Lacasas se encuentra en valores de
26 °C a 30 °C. Por tal motivo, el siguiente paso de esta investigacion se basé en la
dilucidacion de la fuente de carbono. Ya que como los resultados lo muestran la
fuente de carbono es determinante en la produccién de Lacasas fungicas y no fue
claramente definida en los modelos estadisticos. Entonces, ambas cepas se
crecieron en diferentes fuentes de carbono. Con ello, se determiné que la mejor
fuente de carbono es la dextrosa para FOSC 33 y la sacarosa para FOSC22 en la
produccion de Lacasas. Estos resultados son similares a los que reportaron Othman
et al., (2021). Ellos determinaron que en el caso de Trichoderma harzianum S7113,
la fuente de carbono éptima para la produccion de Lacasas fue la dextrosa.

Mediante ensayos de acoplamiento molecular se realiz6 una aproximacion para
conocer los posibles compuestos fendlicos candidatos para su catalisis mediante las
Lacasas fungicas. La afinidad de unidon se establece por las interacciones
intermoleculares no covalentes, como los puentes de hidrégeno, interacciones
electrostaticas, fuerzas hidrofobicas y de Van der Waals (Villacis- Perez, 2021). Por
tanto, las interacciones o fuerzas intermoleculares son las responsables de las
atracciones o repulsiones entre distintas moléculas o iones. En este caso, el
acetaminofén, la carbamazepina y el azul brillante de remazol resultaron con mayor
energia de afinidad en la interaccion con -6.4 kcal/mol, -7.0 kcal/mol y -7.2 kcal/mol,
respectivamente. En la visualizacion de las interacciones se observaron puentes de

hidrégeno, fuerzas de van der waalls, enlace carbono-hidrégeno, pi-pi, pi-alkil y pi-
I ————————
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azufre. La importancia de estas interacciones a nivel energético se debe a la fuerza
de cada interaccion; puente de hidrogeno (P-H) -1 a -40 kcal/mol; interacciones
hidrofébicas -0.7 a -1.5 kcal/mol, interacciones aromaticas -1.6 a -2.5 kcal/mol y Pi-
Anidn -2 a -5 kcal/mol (Cambridge MedChem, 2020; Villacis- Perez, 2021). Mo et al.,
(2018) establecieron en su trabajo que las interacciones de fenoles tales como el
nonilfenol y el octilfenol lineales dependen tanto de los enlaces de hidrégeno como
de los contactos hidrofdbicos. Entonces, la estabilidad de reacciéon con estos
compuestos se debe a la participacion de los puentes de hidroégeno, fuerzas de van
der Waals carbono-hidrégeno, pi-pi, pi-alkil y pi-azufre con aminoacidos cercanos al
sitio activo y esencialmente con His 508, presente en el sitio activo. Por otro lado,
Kameshwar et al., (2018) evaluaron diferentes compuestos fendlicos (mondémeros,
dimeros y tetrameros) y determinaron que las Lacasas tienen afinidad por estas
moléculas en los mismos sitios de acoplamiento. Es decir, que las Lacasas tienen un
gran potencial redox para catalizar sustratos de distinta composicion estructural. Lo
cual es similar con nuestros resultados ya que la Lacasa tuvo afinidad por los
diferentes compuestos propuestos, en el mismo sitio de acoplamiento.

Posterior al acoplamiento se evalud la estabilidad de reaccién entre la Lacasa el
acetaminofén, la carbamazepina y el azul brillante de remazol durante 2
nanosegundos. La estabilidad de la reaccion del acetaminofén, la carbamazepina y
el RBBR no supero los 2 A, lo cual sugiere que los tres compuestos son candidatos
para llevarse a cabo las reacciones in vitro. Debido a que con esto se infiere que en
los primeros 2 ns de la reaccion, los sustratos se unen al sitio T1 para llevar a cabo la
transferencia de electrones. Mehra et al., (2018) determinaron que la estabilidad de
reaccion de las Lacasas se atribuye a la cercania del sustrato al sitio T+.

La tecnologia de bioaumentacion agrega principalmente microorganismos de cultivos
enriquecidos que degradan de manera eficiente los contaminantes objetivo en el
sistema de reaccién, con el objetivo de mejorar la capacidad operativa del sistema
de reaccion de una manera especifica y determinada (Wang et al., 2019). Es por ello,
gue en la busqueda de produccion de Lacasas a partir de F. oxysporum lo primero
gue se realizo fue la determinacion del efecto toxico de los compuestos fendlicos

sobre el crecimiento de FOSC 33 y FOSC 22. Con ello, cambios morfolégicos se
-~

Katia Lizbeth Alonso Hurtado 45



UMSNH Biologia Experimental QB

observaron a nivel macroscopicos. Con concentraciones de 0.1% de fenoles, la
coloracion de ambas cepas se modificd, sin embargo, el crecimiento no se modifico.
Por tal motivo, la utilizacion de un inéculo enriquecido con fenoles fue de interés para
nuestra investigacion ya que, con esto, la capacidad metabdlica del hongo
permaneceria activa a la degradacion de fenoles. Alguno autores tal como Jiang et
al., (2016) aislaron a un hongo haldfilo JS4 de una fabrica farmacéutica, con
capacidad de degradar 500 mg/L de fenol en 32 h en condiciones 6ptimas. En nuestra
investigacion se evaluoé la capacidad de ambas cepas para la produccion de Lacasas
con un enriguecimiento previo con fenoles. En el primer paso de purificacion de las
Lacasas se realizaron dos métodos, la precipitacién con acetona y la ultrafiltracion
con membranas de 100 kDa. Con este ensayo se determin6 que la concentracion de
Lacasas es mas efectiva con membranas de ultrafiltracion.

Las Lacasas fungicas extracelulares son glicoproteinas que estan compuestas por
N-glucanas con alto contenido de manosa. La glicosilacion tiene una funcion esencial
en la actividad, secrecion, retencion de cobre y estabilidad térmica de las Lacasas
(Xu et al., 2019). Entonces, para evaluar el efecto de desglicosilacion en las proteinas
del extracto purificado de FOSC 33 se utiliz6 la enzima Endo- H. Con ello, en el gel
de electroforesis SDS-PAGE se observaron dos sefales entre 75 y 100 kDa, en
comparacién con el control sin tratamiento con Endo-H se observé una disminucion
en los pesos moleculares, una de las sefales en 150 kDa desapareci6. En el caso
de las Lacasas fungicas es comun encontrarlas glicosiladas, tal es el caso de T.
versicolor, que al ser evaluada con enzimas de desglicosilacion su peso molecular
disminuye a 54 kDa (limura et al.,, 2018). Otro caso es de las Lacasas que se
obtuvieron a partir de Madurella mycetomatis (Tulek et al., 2021). Por tanto, este
resultado sugiere que el extracto contiene proteinas glicosiladas y una de ellas son

las lacasas.

Las Lacasas fungicas suelen existir como estructuras monomeéricas, homodimeéricas,
heterodiméricas u otras estructuras oligoméricas (Shanmugam et al., 2018). En este
trabajo, las sefiales electroforéticas que se identificaron tuvieron un peso molecular
de 100 kDa, el cual es consistente con el de las Lacasas fungicas tipicas, ya que se
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reportan con un Intervalo de peso molecular entre 50-100 kDa. En este caso, el
proceso de purificacion coincide con el de otros hongos ascomicetos como Thielavia
sp. en donde la mayor concentracion de proteinas se obtiene con ultrafiltracion
(Mtibaa et al., 2018). Sadhasivam et al. (2008) describieron una Lacasa monomeérica
purificada del hongo ascomiceto T. harzianum con un peso molecular de 79 kDa,
mientras que la de Sclerotinia sclerotiorum es monomeérica con un peso molecular de

65 kDa en su forma nativa.

En estudios anteriores, una amplia variedad de Lacasas fungicas se purificaron con
Sephadex G-100 tal es el caso de la Lacasa de Aspergillus sp. HB_RZ4 con un
rendimiento de 6.21 % (Sayyed et al., 2020) y la Lacasa de Trichoderma asperellum
BPLMBT1 con un rendimiento de 1.8 % (Shanmugam et al., 2018). Sin embargo, el
rendimiento de purificacion de la Lacasa de FOSC33 con Sephadex G-100 disminuy6
la actividad especifica en comparacion con el paso de ultrafiltracién. Lo cual indica
gue la enzima no se adsorbe perfectamente en el gel de dextrano y que requiere una
cromatografia de intercambio idnico previo a la utilizacién de Sephadex G-100 como
lo reportaron Olajuyigbe et al., (2019) con la Lacasa de Cyberlindnera fabianii.

Para los parametros bioquimicos aparentes de la Lacasa se evaluo el efecto del pH
con ABTS (2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) como sustrato. Por tanto,
los resultados coinciden con los de otros hongos ascomicetos que se reportaron tal
como Thielavia sp. (Mtibaa et al., 2018) y Scytalidium thermophilum (Younes y
Sayadi, 2011). Mientras que Othman et al. (2018) describieron a Agaricus bisporus
AU13 y Leptosphaerulina sp. con resultados similares. Respecto al efecto de la
temperatura, en el ensayo se observé que la Lacasa mostré estabilidad hasta los 60
°C. Este resultado se encuentra en un intervalo que muestran las Lacasas, ya que
estas se caracterizan por tener temperaturas 6ptimas entre 50 y 80 °C. Estos
resultados coinciden con los de Kiiskinen et al. (2002) y Mtibaa et al. (2017), quienes
reportaron temperaturas oOptimas entre 60 °C y 70 °C para M. albomyces y

Chaetomium sp., respectivamente.
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Mientras que la oxidacion del guaycol (8.67 mM) no fue tan eficiente respecto a los
otros compuestos que se evaluaron. Por tanto, los valores de Km de la Lacasa de
FOSC 33 con los diferentes compuestos, muestran su amplia especificidad de
sustrato. EI ABTS es un sustrato que se reporta ampliamente para analizar el
comportamiento cinético de las Lacasas. Es por ello, que en la busqueda del
comportamiento de otras Lacasas encontramos que los valores de Km de la Lacasa
de FOSC33 son menores respecto a los valores que se reportan para Ganoderma
lucidum (3,7 mM) (Ko et al., 2001). En el caso de los valores cinéticos con el
acetaminofén y rojo Congo, observamos su especificidad por estos sustratos.

La decoloracion y remocién de compuestos que se basa en el uso de métodos
enzimaticos es una alternativa potencial para sustituir métodos quimicos. Diferentes
autores proponen el uso de Lacasas fungicas como una herramienta prometedora
(Mtibaa et al., 2017; Manai et al., 2016) para la remocion de colorantes y farmacos.
Sin embargo, este Ultimo es poco explorado. En este trabajo observamos
modificaciones estructurales en los compuestos propuestos. Mediante un analisis de
espectroscopia de infrarojo, el acetaminofén presentd modificaciones en sus enlaces
O-H que se encuentran a los 3160 cm™ y en los enlaces C=C del anillo aroméatico que
se encuentran entre los 1400 cm y 1600 cm. Las modificaciones espectrales en el
intervalo de 3200 cm™® a 3500 cm™ muestran los cambios en la estructura del
acetaminofén cuando se encuentra con el extracto de las Lacasas de F. oxysporum
species complex 33. Asimismo, en el caso de la carbamazepina las sefiales
caracteristicas del enlace C-H del anillo aromatico a los 3279 cm™y el enlace N-H

gue se encuentra en 3435 cm se modificaron por la interaccién con el extracto.

El rojo Congo mostré modificaciones en los enlaces azo N=N que se encuentran en
los 1582 cm™ (Figura 29). Estas sefiales se modificaron con el extracto de las Lacasas
de F. oxysporum species complex 33. La falta de sefiales entre 3300 cmy 3500 cm"
! se debe a la ausencia de enlaces O-H Con lo cual se infiere que las Lacasas estan
llevando a cabo la catélisis de los compuestos propuestos. Estos resultados

coinciden con los que reportaron Lallawmsanga et al., (2019). Mediante la oxidacion
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de los mismos y la formacion de radicales libres que se acoplan entre si para formar

polimeros que se disuelven en agua (E. Wu et al., 2019).

11. CONCLUSION

El aislado silvestre F. oxysprorum exhibe capacidad para la produccién de Lacasas.
Con el uso de herramientas estadisticas y computacionales identificamos factores
determinantes en la produccion de Lacasas tales como la fuente de carbono y
temperatura. Las Lacasas de F. oxysporum se identificaron con potencial en la
remocion de farmacos y colorantes de naturaleza fendlica tales como acetaminofén,

carbamazepina, rojo congo y azul brillante de remazol.
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