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Ley de Fapple

(Sobre la perversion de los objetos inanimados)

De todo objeto inanimado, prescindiendo de su
composicion, configuracion o proposito, se puede esperar
gue actue en cualquier momento de forma totalmente
insospechada, ya sea por razones enteramente oscuras o
mas bien absolutamente misteriosas.
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Resumen

RESUMEN

La contaminacion por plaguicidas es un fendbmeno que afecta a todos los
ecosistemas. Estos compuestos se distribuyen a lo largo de la cadena alimenticia
y ejercen sus efectos negativos en los organismos, entre los que sobresalen el
cancer, malformaciones y modificaciones en la reproduccion. Ademas, son
compuestos recalcitrantes, por lo que es necesario encontrar diferentes
alternativas para su degradacion. Las enzimas purificadas producidas por hongos
ligninoliticos han resultado ser especialmente eficientes en la degradacion de
compuestos recalcitrantes. Entre ellas, la lacasa sobresale por ser la mas
adecuada para su uso a gran escala debido a que solo requiere de oxigeno para
llevar a cabo la catalisis. Aunque su aplicacion se ha visto limitada por tener un
bajo potencial redox en comparacion con las peroxidasas, su rango de sustratos
se puede ampliar utilizando mediadores, los cuales pueden oxidar compuestos por
mecanismos que no estan disponibles para la enzima.

En este trabajo exploramos el uso de diferentes mediadores para la
transformacion de plaguicidas organohalogenados. Entre los distintos mediadores
estudiados, las mayores actividades de transformacion se obtuvieron con los
mediadores naturales acetosiringona y siringaldehido. Utilizando el sistema
lacasa-siringaldehido fue posible transformar los plaguicidas bromoxinil,
niclosamida, bromofenoxim y diclorofen. Para el diclorofen se encontré que uno de
los productos de transformacion se obtiene como resultado de wuna
deshalogenacion oxidativa, el cual es un proceso muy interesante en la
biorremediacion porque puede ser aplicado en la transformacion de contaminantes
halogenados, que son compuestos muy toxicos y recalcitrantes. Tanto para el
diclorofen como para el bromoxinil se encontré la formacion de aductos entre el
siringaldehido y los plaguicidas. Esta reaccion sugiere que in situ, los plaguicidas
podrian unirse a los componentes del humus del suelo, y de esta manera disminuir
su movilidad en el ambiente y por consiguiente, su toxicidad. Por lo anterior, el
sistema lacasa-mediador se presenta como una alternativa atractiva para la

transformacion de plaguicidas organohalogenados.

VI




Introduccioén

1. Introduccioén.

La poblacién mundial esta en constante crecimiento y por ende, la demanda
de alimentos. La agricultura enfrenta el reto de obtener altas tasas productivas
para lo cual ha recurrido al uso de sustancias exdgenas, que aungue benéficas
a corto plazo, ejercen un efecto negativo en el ambiente. Este problema es
especialmente significativo en México por ser un pais con una importante
actividad agricola.

Los plaguicidas causan numerosos problemas, entre los que destacan su
acumulacion y persistencia en el ambiente ademas del riesgo que representan
para la salud humana. El panorama no parece mejorar ya que las plagas van
generando resistencia y cada vez se requiere de sustancias quimicas mas
sofisticadas, lo que va aunado a su resistencia a la degradacion.

El efecto negativo de los plaguicidas fue especialmente evidente con el
caso del DDT, uno de los plaguicidas mas conocidos. A partir de 1939 se utilizé
de forma masiva para combatir a los insectos transmisores del tifus y de la
malaria. Para los afios setenta se prohibié su uso tras demostrarse los efectos
negativos que ejercian sobre diferentes especies, incluyendo el humano. Sin
embargo, el DDT es un plaguicida muy recalcitrante a la degradacion vy,
después de su prohibicibn en muchos paises, todavia se pueden encontrar
rastros en diferentes ecosistemas. Aunque los plaguicidas que se utilizan en la
actualidad estan diseflados para ser menos persistentes, es importante
explorar alternativas para degradar los restos que se han acumulado por afos
asi como estrategias eficientes y amigables con el ambiente para restaurar los
sitios contaminados.

Se ha estudiado ampliamente la eliminacion de plaguicidas empleando
desde tratamientos fisicoquimicos hasta la biorremediacion. La fitorremediacién
es una opcidn atractiva, pero su aplicacion se ha visto limitada porque es un
proceso que puede tomar afios en lograr resultados significativos. En los
altimos afos, ciertos tipos de hongos han captado el interés de diversos grupos
de investigacion. En particular, los hongos ligninoliticos han mostrado ser

eficientes en la degradacion de gran variedad de compuestos recalcitrantes
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gracias a su bateria de enzimas extracelulares que incluyen a la lignino
peroxidasa, la manganeso peroxidasa, la peroxidasa versétil y la lacasa.

La lacasa ha sido aplicada en la transformacién de gran variedad de
xenobidticos por tener baja especificidad de sustrato y por utilizar oxigeno
como aceptor final de electrones. Desafortunadamente tiene un potencial redox
mas bajo que las peroxidasas, lo que limita su capacidad de transformar
sustratos mas persistentes. Este problema se ha solucionado a través del uso
de mediadores de oxido-reduccion, que son moléculas pequefas que permiten
oxidar este tipo de sustratos por mecanismos que no estan disponibles para la
lacasa.

En este trabajo exploramos la transformacién de plaguicidas halogenados
utilizando la lacasa del hongo Coriolopsis gallica como una alternativa de
biorremediacion. Asi mismo, exploramos la busqueda de nuevos mediadores

gue mejoren la transformacion de estos compuestos de interés ambiental.
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2. Antecedentes.

2.1. Plaguicidas.
Un plaguicida se define como cualquier producto quimico destinado a combatir

parasitos, animales o plantas, que amenacen los cultivos agricolas, la ganaderia o
la salud humana. De esta definicién se excluyen los medicamentos y productos
farmacéuticos, y se consideran solo los productos que se emplean para combatir
parasitos externos [1].

Desde su aparicion en el mercado en el siglo XIX, los plaguicidas sintéticos
han sido utilizados extensivamente tanto en la agricultura como para combatir
insectos y otros animales vectores de enfermedades transmisibles [2]. Sin
embargo, su uso indiscriminado ha ido acompafado de efectos adversos debido a
su persistencia en el ambiente, su bioacumulacién en la cadena alimenticia y los
riesgos que representan para las especies no blanco. Aunque la mayoria de los
nuevos plaguicidas son menos persistentes o bioacumulables, algunos son mas
moviles en el ambiente. Se calcula que solo el 5% de los plaguicidas atacan a su
organismo blanco; el resto es arrastrado al agua o se disipa en el suelo o el aire
[3]. Muchos de los plaguicidas utilizados en el suelo pueden terminar
contaminando ambientes acuaticos. Incluso se han encontrado rastros de
plaguicidas en lluvia, niebla y nieve [4].

Hay diversas maneras de clasificar a los plaguicidas. Con base en el
organismo sobre el que actuan, los plaguicidas se clasifican en insecticidas,
acaricidas, herbicidas, raticidas, fungicidas, nematicidas, moluscicidas, entre otros
[5]. También se clasifican con relacion a la familia quimica que suministra mayor
informacion sobre su toxicidad. En general, se tiende a hacer una clasificacién

combinando ambos criterios [2].
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Tabla 1. Clasificacion de los principales plaguicidas.
Organoclorados

- Organofosforados
Insecticidas

Carbamatos

Piretroides

- Organoclorados
Fungicidas

Organomercuriales

Bipiridilicos

Herbicidas Organoclorados
Otros

Raticidas Dicumarinicos

Los efectos adversos en la salud que se presentan por la exposicion a
plaguicidas son diversos, como problemas respiratorios, desérdenes en la
memoria, dafos dermatoldgicos, cancer, depresion, déficit neuroldgico, abortos, y
defectos de nacimiento [6].

La mayoria de los plaguicidas, incluyendo los organofosforados, carbamatos y
organoclorados, pueden ser neurotdxicos, pero los organofosforados han sido
disefiados con ese fin; incluso, son usados como armas quimicas [7]. Estos
plaguicidas son de vida corta en el ambiente y de accién rapida sobre su
organismo blanco. Afectan primariamente el sistema nervioso al inhibir la enzima
acetilcolinesterasa, cuya funcioén principal es el rompimiento del neurotransmisor
acetilcolina. Al acumularse este metabolito, se incrementa la transmision de
impulsos nerviosos lo que lleva al desgaste del nervio, y finalmente a la falla
general del sistema nervioso [8].

De los plaguicidas citados en la Tabla 1, hacemos especial referencia a los
insecticidas organoclorados por su importancia comercial y ambiental. Son
compuestos aril, carbociclicos o heterociclicos que actuan como insecticidas de
ingestion y de contacto. Fueron los primeros insecticidas quimicos organicos
utiizados de forma masiva a escala internacional por ser muy eficaces y

econdmicos. Actualmente su uso se ha visto muy restringido en los paises
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desarrollados tras comprobarse su capacidad de bioacumulacién y persistencia
ambiental [2].

Aunque las intoxicaciones agudas por plaguicidas organohalogenados son
cada vez mas raras a medida que se van desplazando del mercado, todavia se
registran casos de intoxicaciones leves por la ingesta de alimentos con residuos
de plaguicidas. Se han referido diversos sintomas asociados a la exposicion a
largo plazo como dermatitis, alteraciones digestivas (nauseas y vomitos), astenia,
irritacion de las mucosas respiratorias y conjuntivales, y sintomas neuroldgicos
(cefaleas, vértigo y pérdida de equilibrio) [2]. Su bioacumulacién esta favorecida
por su alta liposolubilidad y porque las vias metabdlicas no permiten su
eliminacién. Se absorben por la piel y por las vias respiratoria y digestiva. Son muy
afines a los tejidos grasos donde tienden a acumularse en proporcion inversa al
grado de biotransformacién organica y de excrecion. Ademas del tejido adiposo,
se concentran en otros tejidos ricos en grasas neutras como la glandula adrenal,
manifestando un efecto estrogénico [2].

Las intoxicaciones agudas por plaguicidas pueden tratarse con una evacuacion
gastrica; hasta ahora no existe algun tratamiento antidético y muchas veces los
tratamientos de eliminacion son ineficaces. En muchos paises en desarrollo como
México donde aun se usan plaguicidas organohalogenados que se han prohibido
en otros paises, las intoxicaciones no son raras; esto, aunado a su persistencia en
el ambiente y su amplia distribucién, hacen que la exposicion a estos compuestos
sea un riesgo latente. Es entonces que la degradacion de éstos plaguicidas cobra

vital importancia.

2.1.1. Degradacion de plaguicidas
Se han estudiado diversas estrategias para la degradacion de plaguicidas en el

suelo, siendo las tres mas importantes las reacciones fotoquimicas, la degradacion
abidtica y la biodegradacién [9].

Existe una gran variedad de trabajos referentes a la fotodegradacion de
plaguicidas. En general, las estrategias de fotodegradacién se basan en la

transferencia de energia a la molécula para llevarla a un estado excitado a partir
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del cual puede sufrir, entre otros procesos, homdlisis, heterdlisis o fotoionizacion.
La energia que reciben por la luz del sol suele ser tan baja que es necesario
irradiar directamente al plaguicida con luz UV lo que aumenta considerablemente
el costo del tratamiento. Es posible transferir la energia necesaria al plaguicida
utilizando compuestos que se excitan a longitudes de onda mayores; este proceso
se conoce como fotosensibilizacion, pero al igual que los procesos fotocataliticos,
presentan el inconveniente de que los compuestos intermediarios utilizados
(fotosensibilizadores o metales cataliticos) suelen ser biotoxicos. También se
pueden utilizar procesos de oxidacion avanzados, que consisten en la abstraccion
de un electrén o de un radical hidrégeno del plaguicida por un radical OH® obtenido
por la fotdlisis de algun compuesto intermediario como ozono o perdxido de
hidrogeno. El problema que se presenta en este caso es que los productos de
reaccion pueden ser tanto o mas peligrosos que los propios plaguicidas [10].
Aunque con estos procesos se logran altas tasas de transformacion, presentan el
inconveniente de ser costosos e incluso nocivos para el ambiente.

Hasta ahora, la remocion de contaminantes mediante microorganismos o
plantas tiene como principal limitante su escasa habilidad para crecer en
ambientes altamente contaminados con quimicos organicos e inorganicos.
Ademas, la naturaleza hidrofébica de la mayoria de los plaguicidas es un
obstaculo importante para su absorcion por microbios o plantas [4]. Aunque las
plantas poseen mecanismos enzimaticos muy Uutiles para degradar muchos
plaguicidas, su aplicacion ha sido principalmente para la bioextraccion de
contaminantes inorganicos como lo son metales pesados. Dado que el crecimiento
de las plantas depende de diversos factores ambientales como disponibilidad de
nutrientes y agua, tipo de suelo, pH, entre otros, los maximos beneficios de la
fitorremediacion pueden lograrse en aplicaciones a largo plazo [11].

Por otro lado, las bacterias de los géneros Flavobacterium, Arthrobacter,
Azotobacter, Burkholderia y Pseudomonas se han utilizado en procesos de
biorremediacion. Sin embargo, las condiciones anaerdbicas a las que estan
expuestas en el suelo genera bajas tasas de supervivencia [4]. Ademas, la

presencia de otros contaminantes pueden inhibir el crecimiento y la actividad de
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las comunidades microbianas. Es por ello que se ha explorado la utilizacion de

enzimas aisladas de los organismos capaces de transformar los plaguicidas.

2.1.2. Degradacion enzimatica de plaguicidas
Existe una gran variedad de enzimas aisladas de diferentes especies de

bacterias y hongos capaces de degradar diferentes tipos de plaguicidas [8, 12].
Por ejemplo, las carboxilesterasas (CbEs) son eficientes en la degradacién de
carbamatos y piretroides al hidrolizar ésteres carboxilicos [13].

Entre los diferentes tipos de plaguicidas, los organofosforados son los mas
biodegradables por lo que ha sido relativamente mas facil aislar enzimas capaces
de degradarlos. Por ejemplo, del género de bacterias Agrobacterium ha sido
posible aislar enzimas degradadoras de organofosforados, las cuales se
modificaron para expandir el rango de sustratos hacia organofosforados alifaticos
[14]. Las fosfotriesterasas (PTE) son las enzimas mas estudiadas en la
degradacion de organofosforados por su alta eficiencia y actualmente se estudia
su aplicacion en la produccion de antidotos contra intoxicaciones, la
biorremediacion de materiales de desecho, la biodegradacion de residuos de
plaguicidas y el desarrollo de biosensores de organofosforados [12]. Diferentes
tipos de hidrolasas también juegan un papel importante en la degradacion de
plaguicidas organofosforados, como la organofosforado hidrolasa (OPH) de
Pseudomonas diminuta MG y Flavobacterium sp., y la hidrolasa OPCH2 de
Pseudomonas pseudoalcaligenes [13, 15].

Los hongos ligninoliticos, también llamados de la pudricion blanca, mineralizan
la lignina, un compuesto extremadamente recalcitrante, por medio de un proceso
oxidativo obligadamente aerdbico. Este proceso esta basado en la produccién de
radicales libres generados por la accién de enzimas extracelulares, llamadas
enzimas modificadoras de la lignina que incluyen a la lignino peroxidasa, la
manganeso peroxidasa, la peroxidasa versatil y la lacasa [16, 17]. Estas enzimas
han resultado eficientes en la transformacién de un gran numero de xenobioticos
incluyendo hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), fenoles clorados,

bifenilos  policlorados (PCBs), dioxinas, compuestos organofosforados,
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nitrotoluenos, cloroanilinas, colorantes, y otros compuestos que representan un
riesgo para el ambiente [17], por lo que resultan atractivas para la transformacion
de plaguicidas. La peroxidasa versatil del hongo ligninolitico Bjerkandera adusta
mostré ser capaz de transformar plaguicidas organohalogenados a través de una
deshalogenacion oxidativa [3].

La lacasa es de especial interés porque a diferencia de las peroxidasas, no
requiere de peréxido para llevar a cabo la catalisis por lo que resulta mas atractiva
para su aplicaciéon a gran escala. Sin embargo, hasta ahora su aplicacion en la
transformacién de plaguicidas ha sido posible sélo cuando se ha utilizado junto
con el mediador ABTS. Utilizando este sistema, se logré la transformacion del
agente nervioso VX, del insecticida analogo diisopropil-amiton y del plaguicida
dymron [18, 19].

2.2. Lacasas.
La lacasa (EC 1.10.3.2, p-difenol:dioxigeno oxidorreductasa) debe su nombre a

que fue primeramente aislada del arbol de laca, Rhus vernicifera [20]. La
presencia de lacasa en otras plantas superiores es escasa. También se ha aislado
de algunas bacterias, pero principalmente se encuentra en hongos [21].

La lacasa fungica tipica es una proteina de aproximadamente 60-70 kDa con
un punto isoeléctrico acido de alrededor de pH 4.0, con un 6ptimo de actividad
entre 50°C y 70°C [22]. Es una glicoproteina cuya porciéon de carbohidratos
consiste, en la mayoria de los casos, de manosa, N-acetilglucosamina y galactosa,
y constituye cerca del 45% de la masa en las lacasas de plantas y entre el 10% y
el 20% en las lacasas fungicas. Se ha propuesto que la glicosilacién es
responsable de la estabilidad estructural de la enzima. También se ha dicho que

protege a la enzima de la protedlisis y la inactivacion por radicales libres [23].

La lacasa pertenece al grupo de oxidasas cobre-azul. Es una enzima
monomeérica que usualmente contiene 4 atomos de cobre unidos a 3 sitios redox,

clasificados de acuerdo a sus caracteristicas espectroscépicas [24]:
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1. Sitio tipo 1 (T1) mononuclear, cuyas caracteristicas espectroscopicas y
electronicas son similares a la de los centros cobre azules que se encuentran
en las proteinas de transferencia de electrones. Su presencia le confiere el
color azul a la enzima en solucion y se caracteriza por una banda de absorcién
a 600 nm (e~ 5000 M cm™, [23]). En ausencia del cobre responsable del color,

se llaman lacasas amarillas o blancas [22].

2. Sitio tipo 2 (T2) mononuclear, que presenta una geometria metalica trigonal y
propiedades de resonancia paramagnética nuclear comparables con los

complejos tetragonales de Cu(ll).

3. Sitio tipo 3 (T3) dinuclear, con un estado basal diamagnético que se origina del
acoplamiento antiferromagnético fuerte entre los dos iones Cu(ll), debido a la

presencia de un ion hidroxilo que puentea.

El potencial redox de la lacasa depende del organismo de origen, variando
entre 0.5y 0.8 V [25]. Se ha propuesto que el ligando axial que coordina al cobre
T1 es el responsable del potencial redox. Cuando la fenilalanina es el residuo
axial, la enzima es de alto potencial redox, mientras que las de medio y bajo
potencial tienen una leucina o una metionina, respectivamente; sin embargo, al
hacer mutaciones en estos residuos, no se ven cambios significativos en los
potenciales [23]. Piontek y colaboradores [26] sugieren que la distancia del enlace
entre una de las histidinas que coordinan al cobre T1 es responsable del potencial
redox. Al aumentar la distancia del enlace, la contribucién del par de electrones
libres del nitrégeno disminuye, dejando al cobre deficiente de electrones,
desestabilizando de los estados de oxidacion mas altos y aumentando el potencial

redox.

En la Figura 1 se muestra un esquema del ciclo catalitico de la lacasa, la cual
actua por un mecanismo enzimatico de ping-pong que inicia cuando el cobre del
sitio T1 oxida al sustrato, preferencialmente fenoles y anilinas, y se genera un
radical libre [20]. El electrén extraido es transferido a través de un motivo tripéptido
His-Cys-His conservado en las lacasas. El electrén llega al sitio T2/T3 donde el

oxigeno molecular es reducido a agua [22]. El resultado general de este proceso



Antecedentes

es la reduccidon de una molécula de oxigeno a 2 moléculas de agua y la oxidacion
de 4 moléculas de sustrato para producir 4 radicales [25]. Aunque una gran
variedad de compuestos pueden ser oxidados por la lacasa, su rango de sustratos
esta limitado por su bajo potencial redox comparado con el de las peroxidasas
[27].

4@ / @ O,
arrras > (T1))> His - Cys - His == (1) @@
4 @ (Cu?* > Cu) \ @ H,O

Figura 1. Ciclo catalitico de la lacasa.

2.2.1. Lacasade Coriolopsis gallica.
Calvo y colaboradores [28] reportaron la produccién de lacasa por el

basidiomiceto Coriolopsis gallica que resulté interesante por su capacidad de
transformar diferentes colorantes industriales. La proteina se caracteriz6 bajo
condiciones desnaturalizantes y se determin6 un peso de 84.1 kDa. Se
identificaron 4 isoenzimas con pumtos isoeléctricos de 4.15, 4.20 y 4.27 (dos de
ellas tienen el mismo pl). Su actividad maxima se obtuvo a pH 3, y a una
temperatura de 70°C, con actividad estable a 28°C. Su vida media de actividad fue
de 32 dias a 37°C y 8 dias a 80°C.

En la lacasa de Coriolopsis gallica UAMH 8260 (University of Alberta
Microfungus Collection and Herbariéjm) se determind una sola isoenzima con un pl
de 3.4, un peso molecular de 66 kDa determinado por SDS-PAGE, y de 56.6 kDa
determinado por MALDI-TOF, un contenido de carbohidratos de 21% (w/w,
equivalentes de glucosa), y 3.3 atomos de cobre por molécula de lacasa [29].
Aunque el potencial redox de esta lacasa no se ha determinado, de acuerdo a su
secuencia de aminoacidos reportada (PDB 2vds) [30], esta lacasa comparte los
motivos conservados de las secuencias de las lacasas de alto potencial redox [23].
En la Figura 2 se muestra un diagrama del sitio catalitico de esta lacasa. Se puede

observar que contiene el motivo His-Cys-His conservado a través del cual pasan
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los electrones extraidos por el cobre T1 hacia el sitio T2/T3. Ademas, esta lacasa
contiene los 4 atomos de cobre coordinados por histidinas.

His 109

His 393

Figura 2. Estructura del sitio catalitico de la lacasa de Coriolopsis gallica
UAMH 8260 [30].

Trabajos realizados previamente en nuestro laboratorio han mostrado que esta
lacasa es eficiente en la transformacion de una gran variedad de colorantes
industriales [31], por lo que resultd interesante explorar su aplicacion en la
transformacién de otros xenobidticos. Estudios posteriores mostraron que esta
lacasa es eficiente en la decoloracion de efluentes textiles [28] y en la
transformacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) [29, 32], aunque en

ambos casos su actividad mejor¢ significativamente en presencia de mediadores.

2.3. Mediadores redox.
El rango de sustratos de la lacasa puede ampliarse utilizando mediadores

redox. Un mediador es una molécula pequena de bajo peso molecular que actua
como una especie de receptor de electrones: una vez que es oxidado por la
enzima, se difunde lejos del sitio catalitico y a su vez, oxida cualquier sustrato que,
debido a su tamano o polaridad, no podria entrar directamente al sitio catalitico; de
hecho, el mediador oxidado puede trabajar por medio de un mecanismo de
oxidacion que no esta disponible para la enzima [27, 33]. El ciclo propuesto para el

sistema lacasa-mediador, se presenta en la Figura 3.
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H,0O I Lacasa (ox) X Mediador (red) x Sustrato (0x)
Q, Lacasa (red) Mediador (ox) Sustrato (red)
Figura 3. Ciclo catalitico del sistema lacasa-mediador.

Es importante resaltar la diferencia con el término de potenciador o “enhancer”,
el cual se refiere a compuestos que aumentan la actividad y variedad de sustratos
disponibles para la enzima, pero que caen fuera del ciclo catalitico al ser
consumidos durante la reaccion, es decir, el mediador no regresa a su estado
reducido. Es comun que se utilice el término mediador de manera indistinta para
denominar a estos compuestos. Estrictamente hablando, sélo los complejos de
metales de transicién son verdaderos mediadores de la lacasa, mientras que todos
los sustratos organicos son esencialmente potenciadores de la enzima [34].

El mediador debe ser un buen sustrato para la lacasa para que pueda ser
oxidado facilmente al estado de mediador oxidado (Med.x), y se lleve a cabo la
oxidacion no enzimatica del sustrato [35]. En la Figura 4 se muestran algunos
mediadores que han probado ser eficientes en la transformacién de diferentes

xenobidticos [25].

0
Vi S \_OH N )
COOH o) #N\ s & \\
N N*:< jg/ o N/N N—OH
OH ) < N \
OH
HyC cHy 1 o

(a) (b) (c) (d)

o Q OH
HO )k o o
N~ CH - ~
N /N\OH 3 HsC CH3 >[j<
A N
Y
H

l.
OH o

07 CH;,

(e) ) (9) (h)

Figura 4. Ejemplos de mediadores de la lacasa: (a) acido 3-hidroxiantranilico
(HAA); (b) acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfénico) (ABTS); (c) N-
hidroxibenzotriazol (HBT); (d) N-hidroxiftamida (HPI); (e) acido violurico
(VLA); (f) N-hidroxiacetanilida (NHA); (g) acido siringico; (h) TEMPO.
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Se ha propuesto que el mecanismo por el cual el mediador oxida al sustrato
depende de su estructura quimica. Fabrini y colaboradores [35] estudiaron los
mecanismos de oxidacién utilizando alcoholes aromaticos como modelo; con base
en el tipo de productos de transformacién obtenidos con los distintos mediadores,
propusieron dos mecanismos de reaccion: el de transferencia de electrones (ET) y
el de transferencia de radical hidrégeno (HAT).

En el mecanismo ET, el mediador en su estado Med.x sustrae un electrén del
sustrato, el cual posteriormente sufre la deprotonacion del radical catidnico
intermediario provocando la conversion del alcohol a un aldehido (Figura 5). La
reactividad se correlaciona con los potenciales de oxidacién de los sustratos. El
acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfénico) (ABTS) actua de acuerdo a este
mecanismo. El ABTS presenta dos estados de oxidacion, ABTS™ (E°=0.69 V) y
ABTS™ (E°=1.1 V); por el alto potencial del dicatién, este mediador es capaz de

transformar gran variedad de compuestos [36].

CH,OH CH,OH CHOH CHO

OCH, OCHj s OCHj

Figura 5. Ruta de transferencia de electrones (ET).

En el mecanismo HAT, el mediador es transformado a un radical oxil por
accion de la lacasa. El radical sustrae un proton del sustrato y regresa a su estado
inicial. En este mecanismo, el potencial redox del sustrato tiene una relevancia
minima, siendo la energia de disociacién de enlace del hidrégeno el factor
determinante de la reactividad del sustrato [35, 37]. El 1-hidroxibenzotriazol (HBT)
actua mediante este mecanismo, y se ha observado que es capaz de oxidar

sustratos que no son transformados al utilizar el ABTS como mediador.
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Lacasa
Med - OH » Med - OH™" T Med - O
CH,OH CHOH CHO
Med - O° .
- Med - OH g —
OCHj3 OCH, OCHj

Figura 6. Ruta de transferencia de radical hidrogeno (HAT).

Un requisito importante para un buen mediador es la reversibilidad de su
oxidacion/reduccion, que se basa principalmente en la estabilidad del radical. En el
caso particular de las aplicaciones de degradacion de la lignina, los requisitos
principales del mediador son el numero de ciclos redox, que no haya
polimerizacion secundaria, y que los productos de oxidacién no sean toxicos [38].

En un inicio, los mediadores que se ensayaban resultaban ser falsos
mediadores llegando a utilizarse en excesos molares de 20 a 1 ya que se
consumian o degradaban durante el curso de la reaccidon [38]. Ademas, algunos
de ellos resultan ser muy costosos, lo que los hace poco viables para aplicaciones
industriales; es por ello que se ha explorado la utilizacibn de mediadores
naturales. Durante la degradacién de la lignina, se generan grandes cantidades de
fenoles naturales como acido ferulico, siringaldehido, pirogallol, acido
hidroxibenzdico, o catecol, los cuales son los sustratos principales para las
reacciones de acoplamiento que llevan a la formacion del humus [39]. Estos
compuestos han surgido como una alternativa mas barata, y se han explorado
como mediadores en diversos procesos de transformacion, especialmente para
HAPs [40, 41], colorantes [39], y algunos plaguicidas [42].

Es importante resaltar que la eficiencia del sistema lacasa-mediador depende
de la combinacién de factores lacasa-mediador-sustrato. Es comun que un mismo

mediador presente diferencias significativas en la transformacién de distintos
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xenobidticos a causa de las diferencias estructurales de los distintos sustratos.
También al utilizar diferentes lacasas con un mismo mediador, la eficiencia de éste
puede cambiar, principalmente debido a las diferencias en el potencial redox entre
la lacasa y el mediador, lo que disminuye la velocidad de transferencia de
electrones. Ademas, la afinidad de la enzima por el mediador puede variar
dependiendo del organismo de origen de la lacasa [43]. Con lo anterior, al explorar
el uso de nuevos mediadores para aplicaciones especificas, se requiere de un
trabajo extensivo en la caracterizacion de su eficiencia y los productos de
transformacién obtenidos. En este trabajo, exploramos la busqueda de nuevos

mediadores para la transformacioén de plaguicidas organohalogenados.
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3. Hipotesis

El uso de mediadores permitirA mejorar la oxidacibn de plaguicidas
organohalogenados por medio del sistema lacasa-mediador de Coriolopsis

gallica.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Identificar y estudiar nuevos mediadores para la transformacién de
plaguicidas por el sistema lacasa-mediador de Coriolopsis gallica.

4.2. Objetivos particulares

1. Estudiar las propiedades cataliticas del sistema lacasa-mediador, en
presencia de diferentes mediadores sobre diferentes plaguicidas.

2. Analizar e identificar por espectrometria de masas los productos de las
reacciones.

3. Proponer los mecanismos de las reacciones lacasa-mediador.
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5. Protocolo experimental

5.1. Materiales

5.1.1. Enzima.
La enzima lacasa del hongo ligninolitico Coriolopsis gallica UAMH 8260 se

produjo en el laboratorio de acuerdo a Pickard y colaboradores [32] y se purificd

de acuerdo a Rodriguez y colaboradores [31].

5.1.2. Reactivos.
Los plaguicidas 2,4-DB, bromofenoxim, bromoxinil, diclorofen, dinoterb, diurdn,

linurén, pentaclorofenol, picloram y propanil, asi como los mediadores ensayados,
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MI). El plaguicida niclosamida
se compré a Chem Service (West Chester, PA). Todos los plaguicidas fueron
adquiridos como estandares analiticos de la mas alta pureza disponible.

Los solventes organicos grado HPLC fueron adquiridos de Fisher Scientific
(Springfield, NJ). Los demas reactivos se obtuvieron de J. T. Baker (Phillipsburg,

NJ) como grado reactivo.

5.1.3. Equipo.
Las mediciones espectrofotométricas se llevaron a cabo en un

espectrofotometro Beckman modelo DU 650. La cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) se llevé a cabo en un equipo Perkin Elmer equipado con una
bomba Serie 200 y un detector UV de arreglo de diodos modelo 235 C. Los datos
se procesaron con el software Turbochrom (Perkin Elmer). Se utilizaron las
columnas analiticas (100 mm x 2.1 mm, 5 ym) ODS Hypersil (Hewlett Packard),
(250 mm x 4 mm, 5 ym) Nucleosil (Macherey-Nagel), y (150 mm x 2.1 mm, 5 uym)
Narrow-Bore (Agilent Technologies). Para la purificacion de compuestos se utilizd

una columna preparativa (250 mm x 10 mm, 5 ym) C18 (Vydac).
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Para el analisis de los productos de reaccion se utilizd un cromatégrafo de
gases (GC; Agilent, modelo 6890 Network) acoplado a un espectrometro de
masas (MS; Agilent, modelo 5973 Network). Para hacer la inyeccidn de la muestra
directamente al MS se utilizé un equipo de insercién directa (Scientific Instrument
Services, modelo 73DIP-1).

5.2. Métodos

5.2.1. Caracterizacion de la lacasa.
La enzima purificada fue analizada por electroforesis en un gel de

poliacrilamida al 10% con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). La imagen
obtenida se proceso en el programa computacional Imaged (National Institutes of
Health, USA). Ademas, la muestra fue analizada por electroforesis no
desnaturalizante en un gel de poliacrilamida (PAGE) y se tifiéd con una solucién 0.5
mM de ABTS para identificar las proteinas con actividad de lacasa.

El contenido de proteina en las preparaciones de lacasa fue determinado por el
método de Bio-Rad utilizando albumina de suero bovino (BSA) como estandar. La
actividad de lacasa se midid espectrofotométricamente como el aumento en la
absorbancia a 530 nm utilizando una concentracion 50 pyM de siringaldazina
(64,000 M cm™ [44]) como sustrato en amortiguador de acetatos 100 mM, pH 4.5.
Una unidad de enzima fue definida como la cantidad de lacasa que oxida 1 pymol

de siringaldazina por minuto.

5.2.2. Transformacion de plaguicidas.
La transformacion enzimatica de los plaguicidas se llevé a cabo en tubos de

ensayo de 13 mm x 100 mm. La mezcla de reaccion contenia 80%(v/v) de
amortiguador de acetatos 100 mM pH 4.5, 20%(v/v) acetonitrilo (ACN) para
permitir la solubilidad del plaguicida, 200 uM de plaguicida, concentraciones
variables de mediador, y unidades conocidas de enzima. Las reacciones se
llevaron a cabo a temperatura ambiente (20-25°C). La mezcla fue agitada al inicio

de la reaccién, a los 5 minutos y a los 10 minutos, tiempo al cual fue tomada la
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muestra y analizada por HPLC. Para el diclorofen, bromoxinil y siringaldehido, la
elucion se realiz6 con un gradiente escalonado agua-metanol de la siguiente
manera: 30% metanol por 2 min, se aumentd a 50% en 8 min y se mantuvo por 1
min. En 5 min se aumenté a 80% de metanol y se mantuvo por 5 min. En 1 min se
regresd a 30% de metanol y se mantuvo por 7 min. Para la niclosamida y el
bromofenoxim la elucién se logré con un gradiente agua-ACN con o sin acidificar
con 0.1% de acido trifluoroacético (TFA), dependiendo del plaguicida analizado. La
elucién comenzo6 con 100% agua por 2 min y se utilizé un gradiente lineal de 15
min hasta 80% de ACN. En 1 min se regreso6 a 100% agua y se mantuvo durante 7
minutos. La cantidad de sustrato transformado fue calculada en relacion al
porcentaje de decremento en el area del pico observado tomando como 100% el
area observada antes de la transformacién (concentracién inicial 200 yM). Las
longitudes de onda de absorbancia utilizadas se muestran en la Tabla 2. La
transformacion de los plaguicidas se expres6 como nanomoles de plaguicida
consumidos por minuto por unidad de enzima (nmol min™ U™), y se reporta el

promedio de al menos 3 réplicas independientes.

Tabla 1. Longitudes de onda utilizadas para el monitoreo de las reacciones
de transformacion.

Compuesto Longitud de Compuesto Longitud de onda

onda (nm) (nm)
2,4-DB 285 Linurén 250
Bromofenoxim 225 Niclosamida 330
Bromoxinil 250 Pentaclorofenol 300
Diclorofen 280 Picloram 225
Dinoterb 260 Propanil 250
Diurdn 250 Siringaldehido 305

La determinacion de los parametros cinéticos se hizo utilizando el programa

computacional EnzFitter (Biosoft, Cambridge, UK).

19




Protocolo experimental
5.2.3. Medicion de potencial redox
Las mediciones de potencial redox se llevaron a cabo por voltamperometria
ciclica. La concentracion promedio de los compuestos fue de 100 mM, disueltas
en ACN anhidro. Se utilizé un disco de platico como electrodo de trabajo; como
electrodo auxiliar se utilizé un disco de carbono vitrificado, mientras que como
electrodo de referencia se utilizé una barra de plata/cloruro de plata empleando
doble puente, con una solucion 100 mM de perclorato de tetrabutilamonio. Las
mediciones se hicieron a 500 mV min™ utilizando una solucién estandar de
ferroceno/ferrocinio 100 mM, E° = 0.56 V/ENH.

5.2.4. Identificacion de los productos de transformacion.

Para identificar los productos de transformacion del diclorofen, siringaldehido y
bromoxinil, el sistema de reaccion se escalé a 100 ml y se mantuvo en agitacion
para favorecer la aireacion del medio de reaccion. Las reacciones se monitorearon
por HPLC, y cuando el sustrato se agotd, la reaccion se detuvo afnadiendo 100 ml
de tetrahidrofurano (THF). No se logré la transformacion completa del bromoxinil y
la reaccion se detuvo cuando se llegd al equilibrio. Para separar las fases se
satur6é con cloruro de sodio granular. Se tomo la fase organica y se elimino6 el
solvente por evaporacion con vacio. Una vez seca, la muestra se disolvido en THF
y se analizé por GC-MS.

Para aumentar la volatilidad de algunos productos, se realizd una silanizacion
del extracto de reaccion tomando entre 2 y 10 mg de muestra disueltos en 200 pl
de THF y agregando 400 pl de N, O-bis(Trimetilsilil)acetamida. Las muestras se
incubaron a 70°C por 30 minutos. Se dejaron enfriar a temperatura ambiente y
fueron analizadas por GC-MS.

Para el bromoxinil fue necesario purificar los compuestos obtenidos del
extracto de la reaccion. La muestra se inyectd al HPLC y se utilizé una columna
preparativa. La muestra se eluyd utilizando el gradiente agua:metanol descrito

anteriormente, con un flujo de 3 ml/min. Se colectaron 4 fracciones y se elimino el
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solvente con una bomba de alto vacio. El sdlido se disolvi6 en metanol y fue
analizado por espectrometria de masas.

Para el diclorofen también fue necesario purificar los productos por HPLC. Esto
se hizo inyectando la totalidad de la reaccion al HPLC y los productos se
separaron en una columna analitica utilizando el gradiente agua:ACN antes
descrito. Las diferentes fracciones colectadas se saturaron con cloruro de sodio
granular para separar las fases. Se tomo la fase organica y se evaporo el solvente
bajo flujo de nitrégeno. El sdlido se disolvio en ACN y fue analizado por

espectrometria de masas.
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6. Resultados y Discusion

6.1. Caracterizacion de la lacasa.
En el presente trabajo proponemos la transformacion de plaguicidas utilizando

el sistema lacasa-mediador. Es importante establecer que la actividad enzimatica
observada se deba unicamente a la accion de la lacasa. Para ello analizamos por
SDS-PAGE la pureza de la preparacion de lacasa obtenida de un cultivo de
Coriolopsis gallica UAMH 8260. Como se observa en la Figura 7, se identifico la
presencia de varias proteinas. Las mas importantes corresponden
aproximadamente a los tamanos de 20, 32, 42, 55 y 60 kDa. La imagen fue
analizada con el programa computacional ImageJ (National Institutes of Health,
USA) y se determind que la proteina mas abundante es la de 60 kDa,
representando el 37% de la proteina presente. De acuerdo con su peso molecular
esta proteina corresponde a la lacasa que tiene un tamafo de 66 kDa determinado

por SDS-PAGE [29].
PM  Cg
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Figura 1. Analisis de la muestra de lacasa por SDS-PAGE (PM: marcador de
peso molecular; Cg: Coriolopsis gallica).

Aunqgue se ha reportado que el basidiomiceto Coriolopsis gallica UAMH 8260

produce una sola isoforma de lacasa [45], quisimos descartar la presencia de otras
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proteinas que presentaran actividad de lacasa. Para ello la preparacion fue
analizada por electroforesis no desnaturalizante. El gel se tifid con una solucién de
ABTS, un sustrato tipico para la lacasa. Como se puede observar en la Figura 8,
sblo se encontré una enzima con actividad de lacasa, lo que nos indica que las
otras proteinas presentes en el extracto no juegan un papel en la catélisis como

lacasas.

Figura 2. Gel de actividad de la lacasa contra ABTS.

La preparacion de lacasa fue caracterizada en términos de unidades de
actividad de lacasa en la transformacion de siringaldazina, otro sustrato tipico de
la lacasa. El extracto mas concentrado de proteina contenia 1428 U/ml, a partir de
la cual se prepararon diluciones para los diferentes ensayos. Asi, para los ensayos
enzimaticos se agregaron cantidades conocidas de enzima en términos de
unidades de lacasa, definiendo una unidad como la cantidad de enzima necesaria

para oxidar 1 ymol de siringaldazina por minuto.

6.2. Seleccion del mediador.
Existe una gran variedad de compuestos tanto naturales como sintéticos que

funcionan como mediadores de la lacasa. El ABTS y el HBT son los mediadores
ampliamente estudiados y que han sido tomados como modelos para proponer los
mecanismos de reaccion [36]. Estos compuestos han demostrado su eficiencia en
la transformacién de gran variedad de xenobidticos, aunque al ser buenos

sustratos para la lacasa, son consumidos durante la reaccion y caen fuera del ciclo
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propuesto para el sistema lacasa-mediador [46]. Es por ello que la busqueda de
mediadores se ha ampliado, con especial atencion en mediadores naturales [22].
En la Figura 9 se muestran algunos mediadores, tanto naturales como
sintéticos, que han mostrado ser eficientes en la transformacion de xenobidticos
como HAP y colorantes. Los mediadores ABTS, HBT y TEMPO son mediadores
sintéticos, mientras que la acetosiringona, el acido cinamico, el acido galico, el

alcohol coniferilico, el siringaldehido y la vainillina son mediadores naturales.
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Figura 3. Mediadores ensayados: (a) ABTS; (b) acetosiringona; (c) acido
cinamico; (d) acido galico; (e) alcohol coniferilico; (f) N-hidroxibenzotriazol
(HBT); (g) siringaldehido; (h) TEMPO; (i) vainillina.

Primeramente nos dimos a la tarea de identificar cual de los mediadores
anteriores es el mas eficiente en la transformacion de plaguicidas
organohalogenados, tomando como modelo los plaguicidas niclosamida, linurén y
diclorofen. Es importante hacer notar que ninguno de los plaguicidas ensayados
es sustrato de la lacasa, es decir que éstos no son transformados por la lacasa sin
la presencia de un mediador. Los resultados de la actividad de transformacion se
muestran en la Tabla 3.

A las concentraciones de mediador ensayadas, los mediadores sintéticos
ABTS, HBT y TEMPO fueron capaces de oxidar los plaguicidas probados, pero
con menor actividad que el siringaldehido y la acetosiringona, los cuales
mostraron las actividades mas altas en la transformacién de los plaguicidas.

Acetosiringona fue el mejor mediador en la transformacion de la niclosamida,
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mostrando velocidades de transformacién de 6 a 100 veces mas altas que
siringaldehido y TEMPO, respectivamente. En el caso de diclorofen, el

siringaldehido mostré ser mejor que acetosiringona, acido cinamicoy TEMPO.

Tabla 1. Actividades de transformacion de diferentes plaguicidas por acciéon
de la lacasa utilizando diferentes mediadores.

Concentracion Actividad de transformacion

Mediador de mediador (nmol min™ U™)

(mM) Diclorofen | Niclosamida Linurén
Siringaldehido 3 1014.2 109.5 0.68
Acetosiringona 2 600.4 632.9 1.51
Acido cindmico 1 284.0 NR ND
ABTS 3 65.5 4.39 NR®
TEMPO 2 48.7 17.4 ND®
HBT 5 32.3 6.37 0.73
Vainillina 3 9.06 NR NR
Alcohol coniferilico 3 NR NR NR
Acido galico 3 NR NR NR
Sin mediador 0 NR NR NR

?NR: Sin transformacién del plaguicida
® ND: No determinado

La presencia de sustituyentes metoxi en las posiciones 3 y 5 del siringaldehido
y de la acetosiringona les pueden conferir una ventaja sobre los otros mediadores,
dado que estos sustituyentes tienen un efecto electro-donador que disminuyen el
potencial redox siendo facilmente oxidados por la lacasa, haciéndolos mediadores
rapidos y eficientes. Ademas, el tiempo de vida del radical es mayor ya que los
sustituyentes metoxi en el anillo aromatico son un impedimento estérico para la
formacion de estructuras tipo bifenilo por condensacion de radicales, como sucede
con otros tipos de fenoles [39].

Entre los mediadores naturales, el siringaldehido ha probado ser el mas
eficiente en la transformacion de fenoles clorados al transformarlos en su totalidad
y con mayor rapidez que otros mediadores [47]. También demostro ser eficiente

en la transformacién de colorantes [39] y del plaguicida ciprodinil [42]. Por otro
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lado, el siringaldehido es un compuesto no téxico, que incluso se encuentra en el
vino como un componente importante del aroma [48]. Por ello, el siringaldehido

fue elegido como modelo de estudio para el sistema lacasa-mediador.

6.3. Caracterizacion de la transformacion del siringaldehido
por la lacasa
El siringaldehido es un componente de la lignina que también es un buen

sustrato para la lacasa [22]. Para poder proponer mecanismos de reaccion, es
importante conocer la forma en que la lacasa esta actuando sobre este mediador
caracterizando su actividad enzimatica y la identificaciéon de los productos de

transformacion.

6.3.1. Actividad enzimatica de la lacasa sobre el siringaldehido.
Primeramente se hicieron ensayos de actividad en la transformacion del

siringaldehido por accion de la lacasa. En la Figura 10 se muestran los
cromatogramas control y de la reaccion, utilizando una concentracion inicial de

siringaldehido 500 uM y medido a 305 nm.
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Figura 4. Comparacion del cromatograma control y de la reaccién de

transformacion del siringaldehido por la lacasa.
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En el control se observa un solo pico con tiempo de retencion de 8.6 minutos
correspondiente al siringaldehido. Después de 10 minutos de reaccion, se observa
la aparicién de 2 productos, con tiempos de retencién de 5.6 y 12 minutos.

La cinética de transformacion del siringaldehido se presenta en la Figura 11.
Como se puede observar, la transformacion del siringaldehido sigue una cinética
de Michaelis-Menten y fue posible ajustarlo a este modelo utilizando el programa
EnzFitter con una R? = 0.977. Los parametros cinéticos obtenidos fueron vmax =
229.43 nmol min” U y Ky = 401 pM. Considerando que la proteina que se usé en
estos ensayos no esta totalmente pura (37% de lacasa), fue necesario hacer
célculos posteriores para obtener el valor de ket que resultd ser de 53 s™. De esta
manera, se obtuvo un valor de eficiencia catalitica de kea/Km = 1.34x10° s M. De
acuerdo a los valores de eficiencia reportados para el siringaldehido con la lacasa
de P. cinabarinus [39], la eficiencia obtenida es 1 orden de magnitud menor. En
estos trabajos las reacciones se llevaron a cabo solo en amortiguador y en nuestro
caso utilizamos ACN en el medio de reaccion. Se sabe que el uso de solventes
afecta la actividad de la enzima, aunque el efecto no deberia ser tan marcado
puesto que, a la concentracion utilizada de ACN, ha sido reportado que la
eficiencia de la lacasa de C. gallica UAMH 8260 disminuye en un 20% [44].
Previamente se reportaron resultados para la transformacion del siringaldehido
con la misma cepa de C. gallica, y los valores numéricos coinciden con los
obtenidos por Vandertol-Vanier y colaboradores [29], pero con 3 o6rdenes de
magnitud de diferencia; esto se puede deber a que hay incongruencia en las
unidades de la tabla publicada de este trabajo.

La actividad maxima obtenida es de 187.6 nmol min™ U™ a una concentracién
de 1.2 mM. Para concentraciones mayores se observa una ligera disminucién de
la actividad, que se puede deber a limitacién por oxigeno. Segun la estequiometria
de la reaccidn, se requiere de 1 mol de oxigeno para llevar a cabo la oxidacion de
4 moles de sustrato. Considerando que la solubilidad del oxigeno a 25°C es de
0.258 mM, y asumiendo que no se disuelve mas oxigeno, la concentracion

maxima estequiométrica de sustrato que puede reaccionar, es de 1 mM. A
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concentraciones mas altas de sustrato, el oxigeno puede ser limitante y causar la

disminucién en la actividad, aunque en este caso no es muy significativa.
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Figura 5. Actividad enzimatica de la lacasa en la transformacion del

siringaldehido.

6.3.2. Identificaciéon de los productos de transformacion.
Para poder identificar cuales son los posibles intermediarios del siringaldehido

que estan actuando en la transformacion de los plaguicidas, se identificaron los
productos de transformacién del siringaldehido como unico sustrato. De acuerdo
con el cromatograma de la Figura 10, se observan 2 productos después de la
transformacién por la lacasa. Para identificar la naturaleza de estos productos, la
reaccion se escalé a 100 ml y el extracto obtenido fue analizado mediante GC-MS.
Se identific6 un compuesto mayoritario con un peso molecular de 168 Da. Su
espectro de masas y las fragmentaciones correspondientes se muestran en la
Figura 12. La pérdida de un grupo metilo (15 m/z) da lugar al fragmento de 153
m/z. La posterior pérdida de un grupo C=0 (28 m/z) da lugar al fragmento de 125
m/z. Al romperse la molécula y perder un grupo metoxi (31 m/z) y dos carbonos,
se forma el fragmento de 112 m/z. El fragmento mas abundante es de 69 m/z que
corresponde al rompimiento de la molécula por la mitad y la pérdida simultanea de
un grupo metilo. De acuerdo con este patrén, el compuesto fue identificado como

2,6-dimetoxibenzoquinona (DMBQ), un producto de la oxidacion del siringaldehido
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que ya habia sido reportado previamente [49]. La DMBQ es un compuesto de gran
importancia comercial porque se ha demostrado que tiene cualidades
antimicrobianas y anticancerigenas [50, 51].
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Figura 6. Espectro de masas y patron de fraccionamiento para la DMBQ.

El otro producto se encontré en menor proporciéon. Su espectro de masas se
muestra en la Figura 13. El idn molecular es de 170 m/z, y al perder un grupo
metilo, se obtiene el fragmento de 155 m/z. La pérdida simultanea de un grupo
metoxi y un carbono dan lugar al fragmento de 127 m/z. La pérdida posterior de
otro carbono da lugar al fragmento de 115 m/z. El espectro de masas de este
producto corresponde al del 2,6-dimetoxibenceno-1,4-diol que es la hidroquinona
correspondiente a la DMBQ.

Estos compuestos se encuentran presentes durante la degradacion de la
madera, como resultado de la transformacion enzimatica del siringaldehido
durante la degradacion de la lignina [52]. En la Figura 14 se muestra el mecanismo
propuesto para esta reaccién. Park y colaboradores [47] reportaron que por accion
de peroxidasas y birnesita se da la formacion de estos mismos radicales, aunque
no reportaron los productos finales de la reacciéon. De acuerdo al mecanismo

propuesto, hay 4 posibles radicales que pueden oxidar al plaguicida, siendo el
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primer intermediario un radical fenoxilo. Ha sido reportado que los radicales
fenoxilo pueden actuar con el mismo mecanismo que actua el radical N-oxil
producido por la lacasa sobre el HBT [39]. Estos radicales actuan sustrayendo un

proton del sustrato, es decir, por medio de la ruta HAT.
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Figura 7. Espectro de masas y patron de fraccionamiento para el 2,6-

dimetoxibenceno-1,4-diol.
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Figura 8. Mecanismo propuesto para la oxidacion del siringaldehido por

accion de la lacasa.

Conociendo la naturaleza de los productos, se procedid a hacer analisis con

estandares para determinar las concentraciones de los productos. El pico con
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tiempo de retenciéon de 5.6 minutos obtenido en el HPLC corresponde a la DMBQ.
El tiempo de retencibn de un estandar de 2,6-dimetoxibenceno-1,4-diol no
coincidié el tiempo de retencion del segundo producto, por lo que se sospecha que
se trata de un isbmero aun no identificado.

En la Figura 15 se muestra la curva estandar para la DMBQ, que relaciona la
concentracion del compuesto con el area observada por HPLC. Posteriormente se
estimo la actividad de produccion de DMBQ en relacion a la concentracién de
siringaldehido. Los resultados se muestran en la Figura 16.
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Figura 9. Curva estandar de DMBQ.
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Figura 10. Produccién de DMBQ por accion de la lacasa sobre el

siringaldehido.
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En este caso, el maximo de actividad se alcanza a una concentracion de 1.5
mM (191.9 nmol min™ U"). Al comparar estos valores con las actividades
obtenidas para el siringaldehido, observamos que la DMBQ representa mas del
95% del producto obtenido en todos los casos, por lo que el otro producto puede
ser considerado como minoritario. En la Figura 17 se muestra el perfil de aparicion
del producto con tiempo de retencidn de 12 minutos, y dado que no se conoce la
quimica exacta del compuesto, la actividad se describe en términos relativos al
area maxima observada por HPLC. Se puede observar que tanto la desaparicion

del siringaldehido como la aparicion de sus productos siguen el mismo perfil.

Produccién relativa
al drea méaxima (%)

0% T T T 1
0 500 1000 1500 2000

Concentracién siringaldehido (UM)

Figura 11. Aparicion de producto (tiempo de retenciéon de 12 min) por accién

de la lacasa sobre el siringaldehido.

6.4. Ensayos de transformacion de los plaguicidas por el
sistema lacasa-siringaldehido.
Se seleccionaron varios plaguicidas organohalogenados (Figura 18) entre los

que se encuentran herbicidas, fungicidas, insecticidas, nematicidas vy
moluscicidas, todos ellos de importancia comercial y ambiental [53].

De los 11 plaguicidas ensayados, el sistema lacasa-siringaldehido fue capaz
de transformar al bromofenoxim, bromoxinil, diclorofen y niclosamida. Los

resultados se presentan en la Figura 19.
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Figura 12. Estructura quimica de los plaguicidas analizados: (a) 2,4-DB; (b)

bromofenoxim; (c) bromoxinil; (d) diclorofen; (e) dinoterb; (f) diurén; (g)
linurén; (h) niclosamida; (i) pentaclorofenol; (j) picloram; (k) propanil.
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Figura 13. Actividad de transformacién de los plaguicidas (e) diclorofen, (¢)
niclosamida, (m) bromoxinil, y (o) bromofenoxim por el sistema lacasa-
siringaldehido.

Observamos que para todos los plaguicidas, a concentraciones altas de
siringaldehido hay una caida en la actividad. Podemos descartar una limitacion por

oxigeno puesto que cuando esta presente soélo el siringaldehido, la enzima
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mantiene una actividad muy similar hasta concentraciones de 2 mM (Figura 11).
Se sabe que los halégenos pueden funcionar como inhibidores de la lacasa [54];
sin embargo, descartamos esta posibilidad porque aunque durante la
transformacién de los plaguicidas se puede dar la liberacién de bromo o cloro al
medio, las concentraciones son muy bajas (maximo 200 uM), y la Isp de estos
compuestos es del orden molar. Es posible que esta caida de actividad se deba a
una inhibicion de la lacasa por algun otro producto de la transformacion de los
plaguicidas.

El sistema lacasa-siringaldehido mostrd la mayor actividad de transformacion
contra el diclorofen, seguido por bromofenoxim, niclosamida y bromoxinil. Es
importante resaltar que las actividades maximas de transformacién obtenidas se
lograron a concentraciones de siringaldehido 1 mM, aunque la actividad es muy
cercana a la maxima a concentraciones 500 uM. Esto es, se utilizdé una proporcion
mediador:sustrato de 2.5 a 1, una de las mas bajas reportadas hasta ahora para el
sistema lacasa-mediador [41, 55].

Segun los mecanismos propuestos por Fabrini y colaboradores [35], la
diferencia en el potencial redox puede ser la fuerza motriz para la oxidacién del
sustrato. Por ello se buscé correlacionar la actividad maxima de transformacién de
los plaguicidas con su potencial redox. Los valores de potencial redox se
determinaron experimentalmente por voltamperometria ciclica. Los resultados se

muestran en la Tabla 4.

Tabla 2. Potencial redox de los plaguicidas transformados por el sistema
lacasa-siringaldehido.

Plaguicida Potencial Redox | Actividad maxima
Volts (nmol min U™)

Bromofenoxim 1.817 166.23
Bromoxinil 1.787 48.77

Diclorofen 1.532 1,257.61
Niclosamida 1.652 141.98

Durante la realizacion de este proyecto, Ayala y colaboradores [56] publicaron
un método para estimar el potencial redox de las peroxidasas basado en la teoria

de Marcus y Sutin (1985). Esta teoria propone que existe una dependencia
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semilogaritmica entre la velocidad de transferencia de electrones y la propiedad
termodinamica motriz, en este caso la diferencia en el potencial redox. En la
Figura 20 se muestra la grafica que relaciona el potencial redox de los plaguicidas
con el logaritmo de la actividad maxima de transformacién observada para ese
plaguicida. Los valores se normalizaron con respecto a la actividad maxima, que
en este caso fue con el diclorofen. Como se puede observar, hay una baja
correlacién entre el potencial redox y la actividad maxima de degradacion (R? =
0.600). Esto nos sugiere que la transferencia de electrones juega un papel minimo
en la oxidacion de los sustratos por el mediador, por lo que podemos descartar

que actue por medio de la ruta ET.
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Figura 14. Correlacion entre el potencial redox y la actividad maxima de los
plaguicidas transformados por el sistema lacasa-siringaldehido.

El otro mecanismo propuesto es la ruta HAT, donde la energia de enlace del
hidrogeno es la fuerza motriz: al aumentar la energia de enlace, la actividad de
transformacion disminuye [35]. Para determinar si existe una correlacion mas clara
con esta propiedad, se hicieron calculos teéricos de la energia de disociacién de
los hidrogenos fendlicos de los plaguicidas utilizando la teoria de los funcionales
de la densidad (DFT) a nivel B3LYP/6-31+G(d,p). Los valores se presentan en la
Tabla 5.
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Tabla 3. Energias de disociacion de enlace del hidrégeno fendlico de los
plaguicidas transformados por el sistema lacasa-siringaldehido.
Plaguicida Energia de disociaciéon | Actividad maxima

(kcal mol™) (nmol min™ U™)
Bromofenoxim 91.4 166.23
Bromoxinil 86.8 48.77
Diclorofen 88.2 1,257.61
Niclosamida 91.3 141.98

Se determiné si existe una relacion semilogaritmica entre esta propiedad y la
actividad de transformacion. Los resultados se muestran en la Figura 21. La
correlacién que existe es mas baja que la obtenida con respecto al potencial
redox. (R? = 0.0051). Sin embargo, cabe mencionar que el Unico valor que no
cumple con la tendencia esperada es el bromoxinil. Es posible que los calculos
tedricos de la energia de enlace no sean iguales a los valores reales por lo que es

necesario determinar experimentalmente los valores para esta propiedad.
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Figura 15. Correlacion entre la energia de disociaciéon de enlace del
hidrégeno fendlico y la actividad maxima de transformacion de los
plaguicidas.
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Para poder establecer por cual mecanismo esta actuando este mediador, es
necesario hacer analisis posteriores ampliando el rango de sustratos, ya que los
datos obtenidos no clarifican por cual mecanismo esta actuando el mediador.

En el caso particular del diclorofen, la actividad maxima observada fue de
1,257.6 nmol min™ U™, 6.5 veces mayor que la actividad maxima observada en la
transformacién de siringaldehido. Sabemos que la oxidacién de los plaguicidas se
da por accion del radical de siringaldehido producido por la lacasa. De acuerdo al
mecanismo propuesto para el sistema lacasa-mediador, cuando el radical del
mediador interactua con el sustrato, el mediador se regenera hacia su estado
reducido, evitando que el mediador se oxide por completo. Dada la similitud
estructural que existe entre los compuestos, es posible que la DMBQ funcione
como un inhibidor de la lacasa al competir con el siringaldehido por el sitio activo
de la enzima. De esta manera, cuando el plaguicida esta presente en el medio, el
siringaldehido se esta regenerando hacia su estado reducido y se produce DMBQ
en menor proporcién, obteniéndose una actividad de transformacion mayor que
cuando esta presente sélo el mediador. Es por ello que se analizé el efecto que
pudiera tener la DMBQ sobre la actividad de la lacasa. Para este caso, se utilizé

siringaldazina como sustrato modelo. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 4. Actividad enzimatica de la lacasa sobre la siringaldazina en
presencia de DMBAQ.
Concentracion de Actividad Actividad

DMBQ (uM) especifica (s) | relativa (%)
0 269.04 100.0
250 272.73 101.4
500 254.30 94.5

Estos resultados indican que la DMBQ no esta inhibiendo la actividad de la
lacasa, al menos a concentraciones que pudieran estar presentes durante la
transformacién del diclorofen. Sera interesante explorar otras posibilidades para

este aumento en la actividad con el diclorofen.
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6.5. Identificacion de los productos de transformacion por
el sistema lacasa-siringaldehido.
El objetivo primario de la transformacion de contaminantes es la disminucion

de los efectos negativos que éstos ejercen en el ambiente. Es por ello que al
estudiar nuevos métodos para su transformacion es importante determinar la
naturaleza de los productos obtenidos. Asi mismo, conociendo las
transformaciones quimicas que sufrieron los compuestos, se pueden proponer los
mecanismos de transformacién. En este trabajo se logro identificar los productos
de la transformacion del bromoxinil y del diclorofen, utilizando el siringaldehido

como mediador.

6.5.1. Bromoxinil.
En la Figura 22 se muestra una comparaciéon entre el cromatograma control y

después de 10 minutos de reaccion, medido a 250 nm, con una concentracion
inicial de 1 mM de siringaldehido y 1 mM de bromoxinil. En el control, el
siringaldehido eluye al minuto 10 y el bromoxinil al minuto 18.2. Después de la
reaccion, se puede observar la aparicion de 2 picos importantes. Al minuto 7.2
aparece un compuesto que de acuerdo a los resultados previos, debe
corresponder a la DMBQ. Al minuto 19.1 observamos otro compuesto que debe

corresponder al producto de transformacién del bromoxinil.
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Figura 16. Comparacion del cromatograma control y de la reaccién de

transformacién del bromoxinil por el sistema lacasa-siringaldehido.
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Al analizar el extracto de la reaccién por GC-MS, se logré identificar el
bromoxinil, el siringaldehido y la DMBQ, pero no se logré detectar el producto de
transformacion. Después de purificar los productos por HPLC y analizarlos por
MS, el primer pico se identific6 como DMBQ, como era de esperarse por los
resultados previos. En la Figura 23 se muestra el patron de fraccionamiento en MS
para el compuesto con tiempo de retencidn de 19.1 minutos. El compuesto
presentd un peso molecular de 377 m/z. La pérdida de un fragmento de masa 31
m/z equivale a la pérdida de un grupo OCHj dando lugar a la formacién de un
fragmento de 346 m/z. Por la pérdida sucesiva de un CN (26 m/z) se obtiene el
fragmento de 320 m/z. La posterior pérdida simultanea de un grupo aldehido (29
m/z) y de un grupo hidroxilo (17 m/z) da lugar al fragmento de 274 m/z. El
fragmento 239 m/z resulta de las pérdidas de 17 m/z, 29 m/z 'y 79 m/z (Br) a partir
del compuesto de 377 m/z. Al romperse la molécula en 2 partes, se obtienen los
fragmentos de 212 m/z y 166 m/z. Todas estas fragmentaciones se esquematizan

sobre la estructura quimica propuesta para este compuesto.
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Figura 17. Estructura propuesta para el producto de transformacién (PM 377)
del bromoxinil y su patrén de fraccionamiento obtenido por espectrometria

de masas.
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Este compuesto se identifico como 3-bromo-5-(4-formil-2,6-dimetoxifenoxi)-4-
hidroxibenzonitrilo y fue el unico producto identificado de la transformacion del
bromoxinil por el sistema lacasa-siringaldehido. Su estructura quimica nos indica
que es un aducto entre el bromoxinil y el siringaldehido, que puede resultar de la
fusion de los radicales producidos durante la reaccion.

En la Figura 24 se muestra el mecanismo de reaccion propuesto.
Primeramente, el radical del siringaldehido sustrae el protén del bromoxinil por
medio de la ruta HAT. El radical se deslocaliza a posicion orto donde se fusiona
con un radical fenoxilo del siringaldehido, liberando un ién bromuro. Finalmente un
proton estabiliza la molécula dando como resultado la formacién de un aducto
entre el bromoxinil y el siringaldehido. El proceso de entrecruzamiento entre el
mediador y su sustrato ha sido reportado con anterioridad en otros sistemas, y se
propone que es un método de detoxificacion dado que el producto tiene un tamafo

mayor lo que disminuye la movilidad del contaminante en el ambiente [57].
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Figura 18. Mecanismo propuesto para la transformacién del bromoxinil por el

sistema lacasa-siringaldehido.
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Como se menciond con anterioridad y como se muestra en la Figura 22, sélo
se observa un producto. Esto se puede deber a que la molécula de bromoxinil es
simétrica y que posiblemente se produzca sélo un radical estable que reacciona
con el primer radical producido por accién de la lacasa sobre el siringaldehido.
Considerando que el mismo radical que genera el radical del bromoxinil se
consume, el mediador esta siendo consumido durante la reaccién; esto nos
explica por qué la actividad de transformacién de este plaguicida es mas baja que
la observada con los demas plaguicidas, ya que el siringaldehido puede realizar

menos ciclos de oxidacion del plaguicida.

6.5.2. Diclorofen.
En la Figura 25 se muestra una comparacién entre el cromatograma control y

de la reaccion de transformacion del diclorofen, utilizando un gradiente lineal
agua:ACN, medido a 280 nm, con una concentracion inicial de 1 mM de
siringaldehido y 2 mM de diclorofen. Se puede observar que hay un pico
importante que aparece como producto de la reaccion alrededor del minuto 14.5,
ademas de otros 2 picos menores que aparecen después del minuto 15. Para
identificar estos productos, se procedié a purificarlos de la reaccién sin extraer por
HPLC, utilizando un exceso de plaguicida (2:1 plaguicida-mediador) para asegurar

una alta concentracion de producto.

i

———-Control
—— Reaccién 10 min

Absorbancia (mU)
T
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Figura 19. Comparacion del cromatograma control y de la reaccién de

transformacion del diclorofen por el sistema lacasa-siringaldehido.
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En la Figura 26 se muestra el patron de fraccionamiento en MS para el
producto con tiempo de retencion de 14.5 min. El compuesto analizado presenté
un ion molecular de 248 m/z. La pérdida de un grupo hidroxilo da lugar a la
formacién de un fragmento de 231 m/z. La eliminacién de un cloro (35 m/z) del i6n
molecular da lugar al fragmento de 213 m/z. Las pérdidas simultaneas de 28 m/z
(grupo C=0) y de 35 unidades dan lugar al fragmento de 185 m/z. El fragmento de
165 unidades es el resultado de las pérdidas de 17, 35 y 28 unidades a partir del
compuesto de 248 m/z. Todas estas fragmentaciones se esquematizan sobre la

estructura quimica de cada uno de los fragmentos formados.
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Figura 20. Estructura propuesta para el producto de reaccion (PM 248) del
diclorofen y su patrén de fraccionamiento obtenido por espectrometria de

masas.

El principal producto de transformacion del diclorofen se identificé como 4-
clorofenol-2,2’-metilen quinona, que corresponde al mismo compuesto identificado
por Davila y colaboradores [3] en la oxidacion del diclorofen por la accién de la
manganeso peroxidasa, y corresponde a una reaccion de deshalogenacion

oxidativa. Este tipo de deshalogenacion resulta en la formacion de la
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parabenzoquinona correspondiente. El proceso de deshalogenaciéon oxidativa es
de gran importancia dado que la toxicidad de los compuestos esta relacionada con
su grado de halogenacion, por lo que es de esperarse que el producto de
transformacién sea menos toxico [58].

En la Figura 27 se muestra el mecanismo propuesto para esta reaccion.
Primero, el radical del siringaldehido sustrae el proton del diclorofen por medio de
la ruta HAT. El radical se deslocaliza a posicion para donde es atacado por un
hidroxilo. Después se da la liberacion de un protén y de un i6n cloro, dando como

resultado una deshalogenacion oxidativa.
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0 cl -CI o d cl

4-clorofenol-2, 2'-metilenequinona
Figura 21. Mecanismo propuesto para la transformacién del diclorofen por el

sistema lacasa-siringaldehido.

No se pudo determinar la naturaleza de los otros picos observados por HPLC,
porque probablemente se encuentran en baja concentracion. Es por eso que se
procedié a escalar la reaccion a 100 ml utilizando proporciones equimolares de
mediador:plaguicida. El extracto de la reaccion se analiz6 por GC-MS, y el
cromatograma obtenido se muestra en la Figura 28. Se lograron separar varios
compuestos cuyos tiempos de retencion y pesos moleculares se enlistan en la
Tabla 7.
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Figura 22. Cromatograma del extracto de reaccion de la transformacion del

diclorofen analizado por GC.

Tabla 5. Distribucion de pesos moleculares de los compuestos presentes en

el extracto de reaccion del diclorofen.

Pico Tiempo de Peso Pico Tiempo de Peso
retencion (min)  molecular retencién (min) molecular
a 15.4 196 g 20.3 282
b 16.0 182 h 20.5 278
c 17.9 290 [ 20.9 268
d 19.2 324 j 214 264
e 19.4 320 k 21.7 268
f 20.2 306

El primer pico que observamos (a), fue identificado como 3, 4, 5-
trimetoxibenzaldehido y es un contaminante presente en el siringaldehido. El
siguiente compuesto es el mas abundante con un tiempo de retencion de 16
minutos (b) y corresponde al siringaldehido, lo que nos indica que el mediador no
fue consumido en su totalidad durante la reaccién. Los picos que aparecen a los
minutos 20.9 (i) y 21.7 (k) fueron identificados como isémeros del diclorofen.

En la Figura 29 se muestra el espectro de masas correspondiente al producto

con tiempo de retencién de 17.9 minutos. EI compuesto presentd un idn molecular
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de 290 m/z. La pérdida de un cloro da lugar a un fragmento de 255 m/z. La
eliminacién simultanea de dos grupos metilo y un grupo aldehido producen el
fragmento de 215 m/z. El fragmento de 181 m/z resulta de las pérdidas de dos
grupos metilo, un grupo aldehido y un cloro. La estructura propuesta se
esquematiza sobre el espectro de masas asi como las fragmentaciones

correspondientes.
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Figura 23. Estructura propuesta para el producto de PM 290 y su patrén de

fraccionamiento obtenido por espectrometria de masas.

El compuesto con tiempo de retencion de 19.2 minutos presentd un peso
molecular de 324 m/z. La pérdida de un ién cloro da lugar al fragmento de 289
m/z. Las pérdidas simultaneas de dos grupos metoxi y un grupo metilo dan lugar al
fragmento de 249 m/z. La posterior pérdida de dos grupos hidroxilo da lugar a la
molécula de 215 m/z. La estructura propuesta y el patrén de fraccionamiento se
muestran en la Figura 30.

El espectro de masas del compuesto con tiempo de retencion de 19.4 minutos
se muestra en la Figura 31. EI compuesto presentd un ién molecular de 320 m/z.
Al perder un i6n cloro y un i6n metilo, se obtiene una molécula de 270 m/z. Las

pérdidas simultaneas de dos grupos metilo, un grupo metoxi y un grupo cetonico
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dan lugar al fragmento de 231 m/z. Por ultimo, al romperse la molécula en dos

partes, se obtienen los fragmentos de 168 m/z y 152 m/z.
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Figura 24. Estructura propuesta para el producto de PM 324 y su patrén de

fraccionamiento obtenido por espectrometria de masas.
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Figura 25. Estructura propuesta para el producto de PM 320 y su patrén de

fraccionamiento obtenido por espectrometria de masas.
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El siguiente compuesto, con tiempo de retencion de 20.2 minutos, present6 un
ion molecular de 306 m/z. La pérdida de un grupo cetonico da lugar a un
fragmento de 278 m/z. La posterior pérdida de un grupo cloro y un grupo aldehido
dan lugar a la molécula de 215 m/z, que al perder un grupo metilo y un grupo

metoxi, genera el fragmento de 168 m/z.

138 o o a
100 - . HC”
g i H £/°$0 \@o 306
CHy
S 80- P o -
dor] | we® o c o
ch 60 - OQC H.c’o\&o .
— g CHy o
E @D {a]
S 40 @
"g 123
= 20 4 215
£ J
< 0
100 140 180 220 260 300

m/z

Figura 26. Estructura propuesta para el producto de PM 306 y su patrén de

fraccionamiento obtenido por espectrometria de masas.

El siguiente compuesto, con tiempo de retencion de 21.4 minutos, present6 un
ion molecular de 282 m/z. La pérdida de un grupo cloro da lugar a un fragmento de
247 m/z. El ibn mas abundante observado de142 m/z que corresponde a la mitad
de la molécula. Esto nos indica que el compuesto resulta de la fusion de dos
radicales de diclorofen.

Para el compuesto con peso molecular de 278 m/z no fue posible proponer una
estructura. El ultimo compuesto identificado presentdé un ion molecular de 264 m/z.
La pérdida de un ién cloro da lugar a un fragmento de 229 m/z. Los principales
iones corresponden a la ruptura de la molécula en dos partes, dando lugar a los
fragmentos de 142 m/z y 122 m/z. Su patron de fraccionamiento y estructura

propuesta se muestra en la Figura 34.
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Figura 27. Estructura propuesta para el producto de PM 282 y su patrén de

fraccionamiento obtenido por espectrometria de masas.
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Figura 28. Estructura propuesta para el producto de PM 264 y su patrén de

fraccionamiento obtenido por espectrometria de masas.
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En la Figura 35 se muestra un resumen de las estructuras propuestas para los
productos identificados que se enlistaron en la Tabla 7. La naturaleza de los
compuestos muestra que hay formacion de aductos entre el siringaldehido y el

diclorofen, excepto por el compuesto (g) que resulta de la unién de 2 radicales de

diclorofen.
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Figura 29. Productos de transformacion del diclorofen identificados por GC-
MS.

Bollag y colaboradores [57] demostraron que en presencia de lacasa, hay
entrecruzamiento de compuestos fendlicos clorados con acido siringico, un
monomero de la lignina. Observaron que hay dos tipos de entrecruzamientos:
oligbmeros quinoides, consistentes en clorofenoles unidos por enlaces éter a
productos ortoquindlicos del acido siringico, y oligdbmeros fendlicos, consistentes
en clorofenoles unidos por enlaces éter a los a productos descarboxilados del
acido siringico. También se ha demostrado la formacién de enlaces C-C entre el
acido siringico y el 2,4-diclorofenol [59]. Esto nos habla de que durante la
transformacién de xenobidticos mediada por compuestos fendlicos se genera una
gran variedad de productos dado que se trata de la union de diferentes radicales
libres. En el caso del siringaldehido con el diclorofen, obtenemos varios tipos de

compuestos porque durante la reaccion se forman distintos radicales debido al
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reacomodo de los electrones desapareados. Por los limites de detecciéon del
equipo usado, no se pudieron identificar compuestos de tamafo superior a
dimeros, pero es muy probable que durante la reaccion se obtengan productos de
mas alto peso molecular, como se reportdé en la transformacion del bromoxinil
utilizando la peroxidasa versatil [3].

El siringaldehido es un compuesto que forma parte del humus y por lo tanto,
esta presente de forma natural en el suelo. Si estas reacciones se llevan a cabo in
situ, es posible que los plaguicidas se incorporen al humus durante el proceso de
humificacion reduciendo su biodisponibilidad y con ello su toxicidad [58, 60].
Ademas, disminuiria su movilidad por lixiviacion reduciendo la contaminacion de
mantos acuiferos y otros sistemas acuaticos [60]. Una posible preocupacion que
puede surgir de este método de detoxificacion es la reversibilidad del proceso de
entrecruzamiento. Esta posibilidad fue explorada por Dec y Bollag [61] donde se
estudié la movilidad de fenoles clorados marcados con '“C e incorporados al acido
hamico. Al incubar los polimeros con microorganismos presentes en el suelo, la
radioactividad del suelo disminuia en un 20%, dato correlacionado con el aumento
en la concentracion de "CO,, lo que significa que la liberacion de los compuestos
fendlicos iba a acompafnada de su mineralizacion.

Tomando en cuenta la reduccion en la toxicidad y la biodisponibilidad de los
quimicos unidos, las bajas velocidades de liberacién, y que, una vez liberados, son
susceptibles a la mineralizacion por microorganismos del suelo, la inmovilizacion
de los plaguicidas es una buena alternativa de remediacion al no constituir

ninguna amenaza inmediata o a largo plazo para el ambiente [62].

6.6. Efecto de la relacion mediador:plaguicida en la
transformacién del diclorofen.

De acuerdo al esquema de la Figura 3, el radical del mediador que se produce
por efecto de la lacasa se regenera hacia el mediador reducido. Esto implica que
el mediador no se esta oxidando por completo, o si lo hace, es en menor
proporcion cuando el sustrato se encuentra presente. Una de las interrogantes que

surgen del mecanismo propuesto es si durante la oxidacién del diclorofen, el
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mediador siringaldehido realmente se esta regenerando hacia su estado reducido.
Si este fuera el caso, al incrementar la concentracion del plaguicida deberia
reducirse la formacion de la DMBQ. Para responder ésta interrogante, se estudid
el efecto de incrementar la concentracion del plaguicida manteniendo la
concentracion del mediador fija, esperando que cuando la proporcion del
plaguicida excediera la concentracion del mediador, la cantidad de mediador
oxidado seria menor.

En la Figura 36 se muestra una comparacién entre el cromatograma control y
la reaccion, utilizando una concentracién inicial de siringaldehido 1 mM vy
diclorofen 250 uM, utilizando un gradiente agua:metanol y medido a 280 nm. En el
cromatograma control se observa un pico a los 8.6 minutos que corresponde al
siringaldehido, un pequefio pico a los 13 minutos que es un contaminante del
diclorofen vy el diclorofen a los 19.3 minutos. Después de 10 minutos de reaccion,
se aprecia la aparicién de varios productos. A los 5.6 y 12.2 minutos aparecen los
compuestos identificados como productos del siringaldehido. Los otros 5 picos que
se observan aparecen solo cuando hay diclorofen en la reaccion. Los tiempos de

retencion correspondientes son 9.6, 16.4, 17.7, 18.2 y 19 minutos.
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Figura 30. Comparacion del cromatograma control y de la reaccién de

transformacion de diclorofen por el sistema lacasa-siringaldehido.
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Resultados y discusion

En estos ensayos, la concentracion de siringaldehido se mantuvo fija en 1 mM,
la concentracion maxima de mediador donde el oxigeno no es limitante. La
concentracion de diclorofen se fue aumentando desde 200 uM hasta 2 mM, es
decir, desde una proporcién de mediador:plaguicida 5:1 hasta 1:2. En la Figura 37
se muestra la grafica de actividad de transformacion del diclorofen.
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Figura 31. Actividad de transformacién del diclorofen, a diferentes

proporciones de mediador:sustrato.

Al aumentar la cantidad de diclorofen, la actividad aumenta hasta un maximo
cuando el mediador y el plaguicida se encuentran en concentraciones
equimolares. Cuando el diclorofen esta en una proporcion molar de 2 a 1, hay una
caida de actividad lo que nos puede sugerir la inhibicion de la enzima por alguno
de los productos de transformacion del diclorofen.

En la Figura 38 observamos que al aumentar la cantidad de diclorofen, se
produce menos DMBQ, es decir, hay menos oxidacién del siringaldehido. Esto
puede indicar que el radical responsable de la degradacion del plaguicida se
regenera hacia el estado reducido antes de llegar a DMBQ, o que se esta
consumiendo durante la reaccion formando aductos con otros radicales presentes

en la reaccion.
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Figura 32. Produccién de DMBQ, a diferentes proporciones de

mediador:sustrato.

También se midié la aparicion del otro producto de transformacién del
siringaldehido, aunque ya se habia observado que su concentracién es minima en
comparacién con la DMBQ. En la Figura 39 observamos que sigue el mismo perfil
que la DMBQ que nos indica que al aumentar la proporciéon de diclorofen, hay
menos oxidacion del siringaldehido. Con esto comprobamos que la apariciéon de
este producto no se esta favoreciendo con la presencia del diclorofen.
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Figura 33. Apariciéon de producto (tiempo de retenciéon de 12 min), a

diferentes proporciones de mediador:sustrato (ND: no detectable).
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Resultados y discusion

El comportamiento observado para los dos productos del siringaldehido nos
indica que la cantidad de diclorofen en el medio de reaccién si tiene un efecto en
la oxidacién del mediador. Como era de esperarse, al haber mas plaguicida
disponible en el medio, el mediador sigue otros caminos que no son su oxidacion
completa. Existen dos posibilidades: a) el mediador se regenera a su estado
reducido, tal y como se propone para el sistema lacasa-mediador, o b) el radical
del mediador se esta consumiendo en la reaccion formando aductos con el
plaguicida consumiendo radicales del siringaldehido, evitando que se oxide por
completo. La opcion b es la mas probable, considerando que previamente se
identificaron este tipo de productos para el diclorofen. Es por ello que también se
analizé el comportamiento de la aparicion de productos del diclorofen y los
resultados se muestran en la Figura 40. Podemos ver que hay 3 tendencias
distintas. Los compuestos que tienen un tiempo de retencién de 9.6 y 16.4
minutos, disminuyen su concentracion al aumentar la proporcién de diclorofen. El
compuesto con tiempo de retencién de 18.2 minutos, mantiene su concentracion
relativamente constante a las distintas proporciones. Los compuestos con tiempos
de retencién de 17.7 y 19 minutos, muestran una tendencia a aumentar su

concentracion al aumentar la proporcion de diclorofen.
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Figura 34. Aparicion de productos relacionados con el diclorofen, a

diferentes proporciones de mediador:sustrato.
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Considerando que la mayoria de los productos que se identificaron
previamente son aductos entre el siringaldehido y el diclorofen, puede ser que las
diferentes tendencias observadas se deban a un efecto de competencia por los
radicales. Tal como se muestra en la Figura 14, son varios los radicales de
siringaldehido que se producen por accién de la lacasa. Es posible que los
productos de 9.6 y 16.4 minutos se formen por fusion con los ultimos radicales del
siringaldehido, y que los productos de 17.7 y 19 minutos se formen con los
primeros radicales. Asi, al aumentar la proporcién de diclorofen en el medio, se
favorece el consumo de los primeros radicales del siringaldehido evitando la
formacion de los radicales posteriores y la aparicion de los otros aductos. Es
necesario determinar la naturaleza quimica de cada uno de estos compuestos
para poder establecer la razén de los diferentes comportamientos.

Finalmente, se logrd el objetivo principal de expandir el rango de sustratos de
la lacasa hacia plaguicidas organohalogenados, y sobre todo, utilizando
mediadores naturales. Este trabajo abre las puertas a nuevas estrategias de
detoxificacion de plaguicidas en las cuales se reduzca su biodisponibilidad

mediante la unidn con sustancias que se encuentran presentes en el suelo.
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7. Conclusiones

En este trabajo se demostr6 que el uso de diferentes mediadores tanto
naturales como sintéticos favorece la transformacion de plaguicidas
organohalogenados utilizando la lacasa. De los 9 mediadores analizados, la mayor
actividad se obtuvo con los mediadores naturales siringaldehido y acetosiringona.
Los mediadores sintéticos ABTS, HBT y TEMPO fueron capaces de transformar
los plaguicidas, pero con menor eficiencia.

El siringaldehido fue elegido como mediador modelo. La lacasa transformoé
este compuesto con una eficiencia catalitica de kea / Ky = 1.34x10° s* M, es
decir, con una eficiencia catalitica intermedia. Cuando la lacasa sustrae un
electrén del siringaldehido, se produce un radical fenoxilo que después de una
serie de transformaciones quimicas, da lugar a al menos dos diferentes productos,
siendo el compuesto mayoritario la 2,6-dimetoxibenzoquinona.

El sistema lacasa-siringaldehido fue ensayado en la transformacion de 11
diferentes plaguicidas organohalogenados, de los cuales diclorofen,
bromofenoxim, niclosamida y bromoxinil son sustrato y las actividades maximas de
transformacion fueron 1,271 nmol min™ U, 166 min™ U™, 142 nmol min™* U™, y 49
nmol min? U?, respectivamente. Estas actividades presentaron una baja
correlacion con sus potenciales redox y con las energias de disociacion de enlace
de los hidrogenos fendlicos tedricas, por lo que no fue posible establecer con
claridad si el siringaldehido funciona por medio de la ruta ET o la ruta HAT.

Para lograr la transformacion de estos plaguicidas, se utilizaron proporciones
de mediador de 2.5 a 1, una de las mas bajas reportadas hasta ahora. Al analizar
el efecto de la concentracion de sustrato, observamos que al aumentar la
concentracion de sustrato, se disminuye la oxidaciéon del mediador, lo cual se
puede deber a que se favorece la regeneraciéon del mediador hacia su estado
reducido, o a que el mediador se consume en otras reacciones como puede ser la

formacién de aductos con el plaguicida.
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Fue posible identificar los productos de transformacion para el diclorofen y el
bromoxinil. En ambos casos se encontré la formacién de aductos entre el
siringaldehido y los plaguicidas, lo que indica que los plaguicidas son susceptibles
a unirse a las sustancias humicas del suelo, disminuyendo asi su biodisponibilidad
y por ende, su toxicidad. Para el caso especifico del diclorofen se dio una
deshalogenacion oxidativa, un proceso de gran importancia para la detoxificacion
de contaminantes al lograr el rompimiento de un enlace carbono-halégeno el cual
es muy recalcitrante. Por lo tanto, en el desarrollo de este trabajo se logré
identificar mediadores naturales con alto potencial para su aplicacion in situ en la

biorremediacion de sitios contaminados con plaguicidas organohalogenados.
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8. Perspectivas

El empleo de diferentes mediadores permite expandir el rango de sustratos de
la lacasa hacia compuestos recalcitrantes como plaguicidas organohalogenados.
Aunque durante este trabajo se obtuvieron resultados que esclarecieron mas el
mecanismo por el cual actian los mediadores, es importante determinar cuales
son los factores causantes de la disminucion en la actividad de transformacion de
los plaguicidas a altas concentraciones de mediador. Asi mismo, seria interesante
determinar experimentalmente las energias de enlace de los hidrégenos fendlicos
de los diferentes plaguicidas para determinar si el mediador siringaldehido esta
actuando por medio de la ruta HAT. Ademas, es necesario ampliar el rango de
sustratos para establecer una correlacion mas clara con esta propiedad.

Por medio de espectrometria de masas se identificaron los diferentes tipos de
productos de transformacion de los plaguicidas bromoxinil y diclorofen. Es
necesario determinar con certeza la estructura quimica de estos compuestos,
utilizando otras técnicas instrumentales como resonancia magnética nuclear
(RMN) y espectrometria MALDI-TOF. En particular, seria interesante asignar la
estructura quimica de los productos del diclorofen observados por HPLC para
explicar los diferentes comportamientos al variar la proporcion mediador:sustrato.

Es necesario hacer estudios de toxicidad, tanto de la totalidad del extracto de
reaccion como de los productos purificados para verificar si este proceso
disminuye el riesgo que representan estos plaguicidas para el ambiente.

Finalmente, seria interesante disefiar un mediador redox para las lacasas mas
eficiente que los existentes basados en la elucidacion de los mecanismos de

reaccion y con el uso de la quimica computacional.
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10. Apéndices
10.1.

2,4-DB

Apéndices

Informacion general de algunos plaguicidas

Estructura

C
¥
—CH.—cH.—cH.—c:
Cl OH

Nombre IUPAC

4-(2,4-diclorofenoxi) acido butirico

CAS 94-82-6

Peso molecular 2491

Forma Cristales incoloros
Punto de fusién (°C) | 117-119

Agua 46 mg/l, a 25°C. Baja en acetona, etanol, dietiléter.

Solubilidad .
Ligeramente en benceno, tolueno y queroseno.
Funcién Herbicida
Aplicacion Su actividad es dependiente de la B-oxidacién a 2,4-D en
bioguimica la planta.

Modo de accion

Selectiva, sistémica, herbicida tipo hormona, absorbida
por el follaje, con translocacion.

Bromofenoxim

Estructura

Br

Nombre IUPAC 3,5-dibromo-4-hidroxibenzaldehido 2,4-dinitrofeniloxima
CAS 13181-17-4

Peso molecular 461.0

Forma Cristales color crema

Punto de fusién (°C) 196-197

Densidad (20°C) 2.15

Agua 0.6 (pH 3.8), 9.0 (pH 10) (ambos en mg/l, a 20°C).

Solubilidad Hexano 200, isopropanol 400, acetona 9900, n-octanol
200 (todos en mg/l, a 20°C).

Funcidén Herbicida

Aplicacion Genera bromoxinil que inhibe la fotosintesis al

bioguimica desacoplar la fosforilacion oxidativa.

Modo de accidén

Herbicida selectivo con accion por contacto. Absorbido
por las hojas y tallos, con un poco de translocacion.
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Bromoxinil
Br
Estructura HO =H
Br
Nombre IUPAC 3,5-dibromo-4-hidroxibenzonitrilo
CAS 1689-99-2
Peso molecular 276.9
Forma Sélido incoloro
Punto de fusiéon (°C) | 194-195

Agua 130 mg/l, a 20°C. Dimetilformamida 610,
tetrahidrofurano 410, acetona, ciclohexanona 170,

Solubilidad metanol 90, etanol 70, aceites minerales <20, benceno
10, todos en g/l, a 25°C.

Funcion Herbicida

Aplicacion Inhibe la fotosintesis al desacoplar la fosforilacion

bioguimica oxidativa.

Modo de accidén

Herbicida selectivo de contacto con un poco de
actividad sistémica. Absorbida por follaje, con
translocacion limitada.

Diclorofen
Cl

Estructura CH,

Cl
Nombre IUPAC 4.,4’-dicloro-2,2’-metilendifenol
CAS 97-23-4
Peso molecular 269.1
Forma Cristales incoloros e inodoros
Punto de fusién (°C) | 177-178

Agua 30 mg/l, a 25°C. En etanol 530, isopropanol 540,
acetona 800, propilenglicol 450 (en g/l, a 25°C).

Solubilidad Soluble en metanol, isopropil éter y éter de petrdleo.
Frugalmente en tolueno
Funcién Alguicida, funguicida, bactericida

Modo de accidén

Por contacto.
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Dinoterb
QN -
Estructura
NO,
Nombre IUPAC 2-tert-butil-4,6-dinitrofenol
CAS 1420-07-1
Peso molecular 240.2

Forma

Solido amarillo palido con olor similar al fenol.

Punto de fusién (°C)

125.5-126.5

Agua 4.5 mg/l (pH 5, 20°C). Ciclohexanona, acetato de

Solubilidad etilo, dimetilsulféxido 200 (en g/kg). Alcoholes, glicoles,
hidrocarburos alifaticos 100 (en g/kg).

Funcion Herbicida

Aplicacion Desacopla la fosforilacion oxidativa.

bioguimica

Modo de accion

Herbicida selectivo no sistémico de accion por
contacto.

Diurdn

Estructura

"“"1.'.

Nombre IUPAC

-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea

CAS 330 54-1

Peso molecular 233.1

Forma Cristales incoloros
Punto de fusién (°C) | 158-159

Agua 36.4 mg/l, a 25°C. Acetona 53, butil esterato 1.4,

Solubilidad benceno 1.2 (todos en g/kg, a 27°C). Frugalmente
soluble en hidrocarburos.

Funcion Herbicida

Aplicacion Inhibe la fotosintesis (reaccién de Hill)

bioguimica

Modo de accidén

Herbicida sistémico, absorbido principalmente por las
raices, con translocacion acropetalmente en el xilema.
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Linurdn

0 Cl

|
Estructura c"a—’l‘,c\'i' 1

o o H

Nombre IUPAC 3-(3,4-diclorofenil)-1-metoxi-1-metilurea
CAS 330-55-2
Peso molecular 249 1
Forma Cristales incoloros
Punto de fusién (°C) | 93-95

Agua 63.8 mg/l (20°C, pH 7). Acetona 500, benceno,
etanol 150, xileno 130 (todos en g/kg, a 25°C).

Solubilidad Ligeramente soluble en dimetilformamida, cloroformo y
dietil éter. Moderadamente soluble en hidrocarburos
aromaticos. Frugalmente en hidrocarburos alifaticos.

Funcion Herbicida

Aplicacion Inhibidor del transporte de electrones fotosintético.

bioguimica

Modo de accion

Herbicida sistémico selectivo, absorbido principalmente
por la raiz, pero también por follaje, con translocacion
primaria acropetalmente en el xilema.

Niclosamida

Estructura

O

Nombre IUPAC

2’,5-dicloro-4’-nitrosalicilanilida

CAS 50-65-7

Peso molecular 327 .1

Forma Cristales casi incoloros
Punto de fusion (°C) | 230

Agua 1.6 (pH 6.4), 110 (pH 9.1) (ambos en mg/l, a

Solubilidad 20°C). Soluble en solventes organicos comunes como
etanol y dietil éter.
Funcion Moluscicida

Modo de accion

Moluscicida con accion respiratoria y estomacal.
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OH

cl ¢l
Estructura

(e ¢l

Cl

CAS 87-86-5
Nombre IUPAC Pentaclorofenol
Peso molecular 266.3
Densidad (22°C) 1.98
Forma Cristales incoloros, con olor fendlico

Punto de fusién (°C)

191

Agua 80 mg/l, a 30°C. Soluble en la mayoria de

Solubilidad solventes organicos como acetona (215 g/l, a 20°C).
Ligeramente en tetraclorocarbonos y parafinas.
Funcién Insecticida, funguicida, herbicida.

Modo de accion

Insecticida, funguicida, y herbicida no selectivo de
contacto.

Picloram
[¢]
el (I:
“oH
Estructura
¢l Cl

-

Nombre IUPAC

4-amino-3,5,6-tricloropiridina-2-acido carboxilico

CAS

1918-02-1

Peso molecular

241.5

Forma

Polvo incoloro con olor a cloro

Punto de fusién (°C)

Se descompone a 215°C sin fundirse.

Agua 430 mg/l, a 25°C. Acetona 19.8, etanol 10.5,
isopropanol 5.5, acetonitrilo 1.6, dietileter 1.2,

Solubilidad diclorometano 0.6, benceno 0.2, carbondisulfido <0.05,
(todos en g/l , a 25°C).
Funcién Herbicida

Modo de accidén

Herbicida selectivo sistémico, absorbido rapidamente
por las raices y hojas, y translocado acro- y
basipetalmente, acumulandose en zonas de
crecimiento.
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Estructura

cu.—cu.—(
i—H

Nombre IUPAC

3’,4’-dicloropropionanilida

CAS 709-98-8

Peso molecular 218.1

Forma Cristales incoloros e inodoros
Punto de fusién (°C) | 91.5

Agua 130 mg/l, a 20°C. Isopropanol, diclorometano,
>200, tolueno 50-100, hexano <1 (todos en g/l, a

Solubilidad 20°C). En benceno 7X10*, acetona 1.7X10°, etanol
1.1X10° (todos en ppm, a 20°C).

Funcion Herbicida

Aplicacion Inhibidor del transporte de electrones fotosintético.

bioguimica

Modo de accidén

Herbicida selectivo de contacto con actividad de corta
duracion.
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10.2. Masas de algunas pérdidas comunes de iones
moleculares en espectrometria de masas

asociados con la

Grupos comlUnmente

Posible inferencia

masa perdida

M-1 H —
M-2 Ho —
M-14 — ¢, Homodlogo?
M-15 CHs —
M-16 O Ar-NO,, 2 N—O, sulféxido
M-16 NH2 AFSOQNHz, —CONH2
M-17 OH —
M-17 NH3 —
M-18 H.O Alcohol, aldehido, cetona, etc.
M-19 F Fluoruros
M-20 HF
M-26 CoH» Hidrocarburo aromatico
M-27 HCN Nitrilos grométicos. ’
Heterociclos con nitrégeno
M-28 CcO Quinonas
Etil éteres aromaticos
M-28 CaHa Etil ésteres, propil cetonas
M-29 CHO —
M-29 CoHs Etil cetonas, Ar—CsH7
M-30 CoHe —
M-30 CH,0O Metil éter aromatico
M-30 NO Ar—NO,
M-31 OCHg3 Metil éster
M-32 CH3;0OH Metil éster
M-32 S —
M-33 H,O + CHj3 —
M-33 HS Tioles
M-34 HaS
M-36 HCI —
M-79/81 Br —
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