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Resumen y Abstract VII

Resumen

Efecto de la sintesis de nanoparticulas de MnO: e inmovilizacidon de lacasas sobre
fibras de pseudotallo de platano para la degradacién del colorante Carmin de

indigo

Los colorantes sintéticos se han convertido en una problematica ambiental con graves
consecuencias en las fuentes hidricas, en la fauna de los rios y en la salud publica, esto a
raiz de la deficiente disposicion de las soluciones coloreadas. Con el fin de brindar
alternativas a los procesos de tratamiento, se usaron fibras vegetales extraidas del
pseudotallo de platano como soporte para la inmovilizacién por adsorcién de lacasas y
para la sintesis de nanoparticulas de MnO- con el fin de determinar la efectividad en la
remocion de colorante indigo carmin. En la primera fase, se realizdé un pretratamiento
enzimatico sobre la fibra y mediante el uso KMnO4 como precursor se obtuvo la sintesis
de nanoparticulas sobre las fibras de platano que en contacto con el colorante logran una
remocién del 98% en 5 minutos, después se evalué la reutilizacion de la fibra
funcionalizada. La siguiente fase fue la inmovilizacion de la enzima lacasa sobre fibras
pretratadas mecanica y enzimaticamente, los resultados determinaron degradacion del
98% indigo carmin con una dosis minima de lacasa inmovilizada cuando el colorante
estuvo en contacto con la fibra por 4h. Finalmente se realiz6 una revision bibliografica para
orientar la determinacion del mecanismo de accion tedrico de la remocién mediada por

lacasas y nanoparticulas de MnO..

Palabras clave: Fibras naturales, inmovilizacion, lacasa, nanoparticulas MnOsz,

indigo carmin, degradacién, mecanismo.



Abstract

Effect of synthesis of MnO2 nanoparticles and laccase immobilization onto plantain

pseudostem fibers for the degradation of Indigo Carmine dye

Synthetic dyes have become an environmental problem with serious consequences for
water sources, river wildlife and public health, that due to poor availability of colored
solutions. In order to offer another possibility to the treatment processes, vegetable fibers
extracted from the plantain pseudostem were used as carrier for the immobilization by
adsorption of laccases and for the synthesis of MnO2 nanopatrticles in order to recognize
the usefulness removal indigo carmine dye. In the first phase, an enzymatic pretreatment
was carried out on the fiber, KMnOs was used as precursor and the synthesis of
nanoparticles was carried out onto plantain fibers, they achieve 98% dye removal in 5
minutes, after functionalized fiber was evaluated for reuse. The next phase was laccase
enzyme immobilization. Fibers were pretreated mechanically and enzymatically, results
determined 98% indigo carmine degradation with minimum doses of immobilized laccase
when the dye was in contact with the fiber for 4h. Finally, a review was performed to guide

the theoretical removal mechanism mediated by laccases and MnO; nanopatrticles.

Keywords: Natural fibers, immobilization, laccase, MnO2 nanoparticles, indigo

carmine, degradation, mechanism.
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Introduccién

La descontaminacion y conservacion de los efluentes hidricos ha sido uno de los focos
principales de las industrias textiles, fundamentalmente por los altos volumenes de
descarga y por la composicion del agua residual que incluye: colorantes sintéticos, bases,
acidos, detergentes, sales, oxidantes, surfactantes, grasas, inhibidores entre otros (Gogate
& Pandit, 2004). El principal problema de los colorantes es que durante el proceso de
tincién, no existe una fijacion del 100%, se estima que aproximadamente entre el 10 y 50%
de los colorantes se pierde y termina en efluentes (Chequer et al., 2013). La particularidad
del colorante indigo carmin es el uso intensificado de los Ultimos afios: solamente en la
industria alimenticia se consumen entre 40.000 y 50.000 toneladas, de las cuales el indigo
carmin representa cerca del 3.7% de la produccion total anual de colorantes alimenticios
(MarketWatch, 2020), afiadiendo a estas cifras la aplicaciones del sector textil y de salud

gue incrementan notablemente.

Para contrarrestar este efecto, los métodos de remocién de colorantes se han diversificado,
y clasificado fundamentalmente en: quimicos, fisicos y biolégicos; el objetivo principal de
estos es la obtencién de moléculas simples que mitiguen la contaminacion a través de
diversas técnicas, algunas usando oxidantes como catalizadores para la degradacion
(Chacon et al., 2013) y en otros casos se ha implementado el uso de enzimas y
microorganismos como herramienta para la remocion de color (Garzén, 2009). Sin
embargo, existen limitaciones que dificultan la transicién a nivel industrial como la

recuperacion del catalizador, los costos y tiempos de reaccion.

Otra perspectiva no alejada de la probleméatica ambiental, es la disposicion de los residuos
agricolas. La practica agronémica de la cosecha deja altos volumenes de residuos que
ocasionan un problema en la disposicidn final, la mayoria de estos terminan incinerados,
vertidos en fuentes hidricas o en procesos de compostaje. Un ejemplo de esta situacion,
se refleja en el cultivo del platano, del cual sélo el 33% de la planta representa el fruto y el

resto se convierte en residuo postcosecha luego de cumplir el ciclo de vida de la planta
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(Izquierdo, 2009). El detalle esta en el aprovechamiento potencial de la biomasa residual
proveniente de estas actividades agricolas, y de esta forma aportar al desarrollo de los
procesos agroindustriales en un marco ambiental en el que se usen los subproductos para
generar materiales de alto valor agregado. Esta es una contribucion al desarrollo de
procesos agricolas ecolégicamente sostenibles, ya que se promueve el aprovechamiento

integral de los residuos de las cadenas productivas.

En este sentido, se ha explorado el potencial lignocelulésico del pseudotallo como fuente
fibrosa no maderable para la elaboracion de productos de alta resistencia (Sosa et al.
2011). La caracterizacion fisicoquimica de las fibras vegetales de platano demuestra un
alto contenido de celulosa, como fuente de azlcares para la fermentacion y produccion de
combustibles de segunda generacion (Mazzeo et al. 2010). Las fibras vegetales conservan
propiedades como biocompatibilidad, resistencia al ataque microbiano, resistencia a la
compresion, estabilidad mecanica, baja toxicidad, biodegradabilidad, facil acceso y bajo
costo, que las hacen candidatas para el reforzamiento de polimeros y el uso como matrices

de soporte (Gafian et al., 2008).

En concordancia con lo anterior, la investigacion presentada a continuacion profundiza en
la remocién del colorante indigo carmin haciendo uso de procesos enzimaticos y
oxidativos, con el aprovechamiento de fibras naturales derivadas del pseudotallo de
platano. Todo esto en aras de establecer nuevas alternativas de remocién de colorantes,
gue ademas del beneficio competitivo, se conviertan en métodos eficientes y
ambientalmente sostenibles. Para la Ingenieria de materiales y procesos se constituye en
un reto el hallazgo de opciones de tratamiento que optimicen no solo la degradacion de los
compuestos residuales sino el uso de la materia prima biodisponible, disminuyendo su

potencial contaminacion.

Acorte a lo anterior, el proyecto titulado: Efecto de la sintesis de nanoparticulas de MnO-
e inmovilizacion de lacasas sobre fibras de pseudotallo de platano para la degradacion del
colorante carmin de indigo, trazé una ruta de accién enfocada en la revision teoérica y

experimental de los mecanismos de remocién del colorante mencionado:

El Capitulo 1 expone una descripcion de la utilidad del aprovechamiento de los residuos

postcosecha de platano para la extraccion de fibras vegetales, entendiendo que el
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departamento de Antioquia es uno de los mayores productores del fruto en el pais. A
continuacién, se expuso el proceso del pretratamiento enzimatico con un complejo
hidrolitico realizado sobre la fibra, que luego servird como soporte para hanoparticulas de
MnO2 que actllan como un agente oxidante que permite la remocion del colorante indigo
carmin. La metodologia incluyé un andlisis de superficie de respuesta para identificar las
mejores dosis de enzima y del precursor de las nanoparticulas para obtener un porcentaje

eficiente de remocioén.

Posteriormente, en el Capitulo 2 se detalla nuevamente la experimentacién para la
degradacion del colorante indigo carmin, usando las fibras de pseudotallo de platano como
soporte de inmovilizacién de la enzima lacasa, de la familia de las oxidorreductasas, como
agente de remocion del indigo carmin. Para este caso, las fibras se sometieron a dos

pretratamientos, uno de caracter fisico y otro enzimatico.

Para finalizar, como respuesta al tercer objetivo especifico, se realiz6 una revisién de
literatura que permitiera el entendimiento de las bases teéricas de los diversos
mecanismos de remocion que se han estudiado para el colorante indigo carmin, esto con
el fin de obtener una orientacién en la determinacién de lo que podria ser el mecanismo
de accidn teorico por el cual la enzima lacasa y las nanopatrticulas de MnO- estudiadas
consiguen degradar y, en consecuencia, remover el colorante de las fibras vegetales. En
este punto se debe hacer la aclaracion preliminar en cuanto a los conceptos degradacion
y remocion del indigo Carmin, ya que se usan en los capitulos indistintamente debido a
gue solo durante el proceso de experimentacion y luego de la revision de la literatura se
logré determinar que el proceso de remocién de colorante se produce por una degradacion

de la molécula.

Por ultimo, las consideraciones finales dan a conocer un andlisis comparativo con relacion
a la efectividad de los dos métodos de remocién utilizados, abriendo la puerta a nuevas

preguntas referentes a rentabilidad y sostenibilidad ambiental sobre el uso de los procesos.
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Objetivo general

Estudiar la remocion del colorante carmin de indigo a través métodos de oxidacién con
nanoparticulas de MnO, y enzimas oxidorreductasas acopladas en fibras naturales
extraidas del pseudotallo de platano.

Objetivos especificos

1. Optimizar la sintesis de nanoparticulas de MnO, sobre fibras de platano
modificadas con enzimas hidroliticas con respecto a su efectividad en la

degradacién del colorante carmin de indigo.

2. Evaluar las condiciones de operacién para la inmovilizacién de la enzima lacasa
sobre fibras de platano en términos de eficiencia catalitica y efectividad en la

degradacion del colorante.

3. Determinar el mecanismo tedrico de degradacion del colorante usando fibras de

platano con nanoparticulas de MnO; y lacasas inmovilizadas



1.Sintesis de nanoparticulas de MnO2 sobre
fibras de platano para la degradacion del
colorante carmin de indigo.

1.1 Introduccion

El platano se cultiva en mas de 100 paises que alcanzan una produccién aproximada de
39 millones de toneladas métricas (FAOSTAT, 2018). Un gran aporte a estas cifras
procede de paises africanos. Por otro lado, en América Latina, Colombia aporta 4.3
millones de toneladas (Agronet, 2018), ubicando al platano entre los primeros cultivos mas
cosechados en el territorio. La produccion sobresaliente se debe a las condiciones
favorables del suelo que permiten el ascenso continuo de la produccion anual, con efecto
positivo en el incremento del empleo local en las regiones de Arauca, Meta y Antioquia las

cuales abarcan los porcentajes mayoritarios en produccion.

Acorde a lo anterior, la recoleccion de platanos sanos para abastecer la demanda nacional
y mundial, acarrea el manejo de la disposicidn de residuos agricolas en la postcosecha, ya
gue tan sélo el 33% de la planta corresponde al fruto y el resto que incluye: pseudotallo,
flores, hojas y raquis, constituyen desechos que el hombre no aprovecha (Izquierdo, 2009).
No obstante, y de forma general, una gran cantidad de biomasa proveniente de estos
residuos, se acumula en sitios destinados para la quema o compostaje, pero la
degradacién natural de desechos conlleva a la liberacion de gases téxicos como CHay H»S
(Bhushan et al., 2019). En este contexto, y respondiendo a politicas medioambientales de
reduccion de residuos, se han diversificado alternativas responsables como la elaboracién
de harina de raquis, uso de la inflorescencia para consumo humano, extraccion de almidon
a partir del pseudotallo, empleo de hojas para elaboracion de materiales compuestos
(Mazzeo et al., 2010) y extraccién de fibras naturales a partir del pseudotallo de platano,

entre otras (Gafian et al., 2008).
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fibras de pseudotallo de platano para la degradacion del colorante carmin de indigo

Las fibras naturales de origen vegetal han tenido un impacto significativo en la disminucién
de la problemética ambiental, ya que dan un valor agregado al material agricola de
desecho partiendo fundamentalmente de la exploracibn de los componentes
lignoceluldsicos que demuestran su viabilidad como fuente fibrosa no maderable, para la
elaboracion de productos de alta resistencia (Sosa et al., 2011). El aprovechamiento del
material vegetal depende en esencia de la estructura quimica que determina las

caracteristicas de funcionalidad y eficiencia en los procesos.

La estructura elemental de la fibra se basa en arreglos de microfibrillas en forma de tubos
alineados que conforman la pared celular vegetal, la cual esté constituida por cadenas de
celulosa, lignina y hemicelulosa (Jorg, 2010). La celulosa (CeH100s)n €S el compuesto de
mayor porcentaje y presenta multiples interacciones de puentes de hidrégeno y fuerzas de
Van der Waals, que generan fibrillas elementales que a su vez se asocian intimamente
para formar microfibrillas y matrices rigidas e insolubles, destacandose las zonas
cristalinas y amorfas. El gran valor de la celulosa de fuentes vegetales se relaciona con la
biofuncionalidad y biodegradabilidad de los materiales o productos fabricados con ella
(Zhang & Lynd, 2004).

Por otra parte, la hemicelulosa recubre la estructura externa de la celulosa con un grupo
heterogéneo de polisacaridos que varia segun la fuente vegetal, entre ellos: xilosa,
arabinosa, galactosa, manosa, glucosa y acido glucurdnico. La naturaleza ramificada de la
hemicelulosa determina su caracter amorfo y la facilidad con que transcurren las
reacciones de hidrélisis de los polimeros para dar lugar a los azucares constituyentes. Por
ultimo, la lignina, segundo polimero mas abundante, que a diferencia de los anteriores esta
conformado por unidades con diversas estructuras aromaticas, es un agente cementante
en la pared celular y actia enmascarando la celulosa con el complejo lignina/hemicelulosa
a través de enlaces covalentes dentro de las paredes celulares de las plantas y es

responsable de la resistencia, rigidez y proteccion contra patégenos (Jorg, 2010).

La morfologia, composicién y estructura quimica de las fibras naturales determinan las
propiedades y caracteristicas del material que se pueden aprovechar en diversas areas.
La industria automotriz ha fijado su interés en las fibras como refuerzo de matrices
poliméricas debido a su bajo costo, baja densidad y biodegradabilidad en la era de la

sostenibilidad y el reciclaje (Shahzad, 2012), no obstante, las fibras vegetales son
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propensas a absorber humedad y esto puede generar una decaida de las propiedades
mecanicas y pérdida de estabilidad lo cual reduce el potencial de adhesion a la matriz
polimérica (Ferreira et al., 2018). En la industria textil, por ejemplo, se ha estudiado la
capacidad antimicrobiana en fibras de algodén, que se caracterizan por su alto contenido
de celulosa, sin embargo, la naturaleza cristalina de este polimero hace que la mayor parte
de la molécula sea impenetrable por reactivos quimicos. Por lo tanto, antes de realizar la
funcionalizacion del material para cualquier tipo de reaccion, fue fundamental interrumpir
las regiones cristalinas con pre tratamientos que provocaron la modificacion de la superficie
y de la conformacion molecular nativa de la fibra para optimizar sus propiedades en el

proceso (Prysiazhnyi et al., 2013).

Entre los pretratamientos usados para la modificacion de las fibras, se conocen los
tratamientos fisicos, quimicos y biolégicos. Dentro del primer grupo se destaca el
tratamiento con plasma, que usa una descarga eléctrica por medio de un gas parcialmente
ionizado que induce una modificacidn fisica en la superficie a través del endurecimiento de
la fibra por el efecto de la erosién superficial (Bhushan et al., 2019), sin embargo, una de
las limitaciones en el procedimiento es que el inyector de plasma solo puede aplicarse del
lado del material tratado que se encuentra directamente frente al inyector, lo cual impide
gue las propiedades del material se extiendan de manera homogénea a lo largo de toda el
area de la fibra; esta categoria también incluye la molienda o triturado de la materia prima
vegetal en particulas mas pequefas, en ocasiones este procedimiento puede acarrear
altos costos energéticos. De forma alterna, también se aplican métodos quimicos como
tratamientos alcalinos, por medio de silanos, peréxido, acetilacion entre otros; los agentes
gue se usan provocan reacciones con los constituyentes del material vegetal y originan
enlaces covalentes entre la fibra y los grupos funcionales (Kalia et al., 2013; Panyasatrt et
al., 2014). El resultado de estas investigaciones demostré un aumento en el area superficial
y disociacion parcial o total del complejo celulosa-lignina, estas modificaciones se
encuentran fuertemente relacionadas con las concentraciones y condiciones de operacion
del proceso (Cadavid et al., 2016)

Por su parte, los pretratamientos bioldgicos captan el interés de muchas investigaciones
debido al reducido dafio ambiental de las enzimas incorporadas al proceso de hidrdlisis de

los polimeros que componen la pared celular. Dentro del grupo de enzimas que hidrolizan
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la celulosa estan: endoglucanasas, que actlan sobre enlaces glicosidicos de las regiones
amorfas liberando residuos de varias longitudes y por ende nuevos extremos de la cadena
de celulosa, secuencialmente las celobiohidrolasas o exoglucanasas se unen a estos
extremos reductores y no reductores produciendo disacéaridos de celobiosa y finalmente
estos residuos pueden ser hidrolizados por las B-glucosidasas hasta glucosa. Este
mecanismo de accion ha sido aprovechado por la industria textil para la limpieza de fibras
de lino en el proceso de enriado, donde se revela la modificacion de la fibra y su area

superficial (Gonzalez et al., 2015).

Simultdneamente, la accidn en sinergia de las celulasas con otras enzimas puede producir
mejores resultados deseados en la fibra. Estudios realizados sobre fibras de lino y cafiamo
tratados con diferentes sistemas enzimaticos (xilanasa, xilanasa + celulasa,
poligalacturonasa, lacasa, pectinmetilesterasa) reportaron una remocion de la
hemicelulosa y pectina dando paso al aumento de la exposicion individual del haz y

mejorando las propiedades superficiales y térmicas de las fibras (George et al., 2014).

El material vegetal se ha abordado en diversas aplicaciones donde la porosidad y
reactividad en la superficie de las fibras pueden ser aprovechadas para promover
reacciones quimicas y ayudar a la creacién de biocompuestos con interés ambiental, este
tipo de soporte hace viable una distribucibn homogénea de nanoparticulas y otras
moléculas a lo largo de la superficie respaldado también por las condiciones de operacion
y los pretratamientos del proceso, ademas las fibras vegetales promueven la posibilidad

de reuso o de biodegradabilidad del material.

En sentido coherente con el cuidado ambiental, las fibras naturales estan vinculadas a
alternativas amigables que le hacen frente a problematicas relacionadas con el tratamiento
de aguas residuales, por ejemplo en la remocién de colorantes usualmente utilizados en
procesos de la industria textil. Para esta tarea, se ha investigado la elaboracion de filtros o
membranas con fibras naturales funcionalizadas con actividad oxidativa o fotocatalitica que
ejercen dos funciones: fibras que retienen impurezas por medio de una barrera fisicay a
través de un proceso quimico o bioldgico (Kim et al., 2007; Riahi et al., 2009). También la
accion exitosa de biocompuestos ha comprobado efectos positivos en la degradacion de
colorantes, se han usado oxidanes fuertes como TiO, y MnO; sobre fibras naturales

(Chacén-Patifio et al., 2013; Djuris, 2013), una de las ventajas de usar estos adsorbentes
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ademas de las propiedades como oxidantes fuertes que pueden formar diversas
morfologias del tamafio de nanoparticulas, nanohojas, nanotubos, nanoflores (Syed M. et
al., 2020)

En consecuencia, en este trabajo, las nanoparticulas de MnO; fueron sintetizadas in-situ
sobre las fibras de platano pretratadas con una mezcla de enzimas hidroliticas, estas fibras
se usaron para evaluar la degradacién del colorante indigo carmin y su reuso para ciclos

de degradacion.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Extraccion de fibra de platano

Los pseudotallos de platano (Musa x Paradisiaca) provenientes del municipio de Barbosa
— Antioquia, se pasaron por una maguina desfibradora con motor diesel dispuesta con dos
cilindros que despojaron el material vegetal de las de vainas foliares del pseudotallo, se
obtuvieron fibras de 70 cm de longitud aproximadamente, las cuales fueron sumergidas en
agua durante 24 horas para remover el bagazo residual por fermentacién espontanea;
luego fueron lavadas y sometidas a secado solar. Finalmente, las fibras pasan al proceso
de escarmenado que consiste en desenredar y despegar las hebras para obtener fibras

individuales, denominadas fibra inicial (FI).

1.2.2 Pretratamiento enzimatico y sintesis de MnO:

El tratamiento enzimatico se realizé utilizando Viscozyme L® (complejo de enzimas
hidroliticas) y 30 mL de buffer de acetato a pH 5 con 1 g de la fibra inicial de 5 cm de
longitud a 50°C durante 4 h, las condiciones de este ensayo hacen parte de estudios
preliminares. Para la sintesis de nanoparticulas, 58.5 mg de KMnO4 (Merck) se us6 como

precursor de las nanoparticulas y se vario el volumen del solvente.

Las fibras enzimaticamente modificadas (FV) se lavaron con agua destilada y exprimieron
manualmente hasta retirar la mayor cantidad de agua, luego fueron sumergidas en la
solucion KMnO4 durante 45 minutos en un bafio ultrasénico (42 kHz, 100 W) (Chacon et

al., 2013). Finalmente, las fibras modificadas con nanoparticulas de MnO. (FMN) se
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lavaron exhaustivamente con agua destilada para eliminar el exceso de KMnO4 y se

secaron a 60°C durante 24 h.

1.2.3 Remocion de color con nanoparticulas

1 g de FMN fueron sumergidos en 50 mL de indigo carmin (IC), solucién de 40 ppmy pH
2.5 ajustado con acido acético, bajo agitacion constante (300 rpm). La absorbancia a 610
nm fue monitoreada usando un espectrofotometro UV-vis (Thermo Fisher, GENESYS 10S,
USA) cada minuto por 5 minutos. El porcentaje de remocién de indigo carmin fue calculado

por la ecuacion 1-1.

0 Abs;g

Donde %R corresponde al porcentaje de remocion, Abs., y Abs; se refieren a la

absorbancia inicial y final, respectivamente.

Para evaluar el reuso de la fibra (FMN), se realizaron ciclos de reuso; cada uno consistio
en agregar la fibra con nanopatrticulas a una solucién de colorante (40 ppm) y tras pasar 5
minutos se midi6é la absorbancia, luego la misma muestra de fibra se lava con abundante
agua destilada, se escurre y pasa al siguiente ciclo con una nueva solucién de colorante a
la misma concentracion, el nimero de ciclos estara dado por el porcentaje de remocion,

en este caso, que sea superior al 50%

1.2.4 Disefio experimental

Por medio del software Design Expert 8.0 5, realizdé un Disefio Compuesto Central (CCD)
seleccionado a razén de la eficiencia con respecto al nimero de corridas requeridas para
ajustar un modelo de superficie de respuesta de segundo orden (Subramonian et al., 2015).
Se emplearon doce corridas experimentales incluidas cuatro réplicas en el punto central y
4 puntos estrella, estos ultimos,we con el fin de estimar la curvatura de la superficie
respuesta. Los factores del modelo evaluados corresponden a la dosis de Viscozyme L®
(F1) en un rango de 80 — 200 yL y la concentracion de KMnO4 que varié en funcion del
volumen del solvente (F2) entre 40 — 100 mL de agua destilada. La configuracion de los
experimentos se muestra en la Tabla 1-1. Los resultados obtenidos se ajustaron al modelo

para establecer la combinacion de parametros y optimizacion de la variable respuesta %R,
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qgue corresponde al porcentaje de remocion de color. El analisis estadistico se realizo

utilizando ANOVA con un nivel de confianza del 95% de acuerdo con el valor-p.

Tabla 1-1: Disefio central compuesto de dos factores.

Dosis de Volumen de

enzima solucion

Corrida Tipo F1 (uL) F2 (mL)
1 Axial 140 28
2 Axial 140 112
3 Factorial 200 100
4 Factorial 200 40
5 Factorial 80 40
6 Axial 55 70
7 Axial 225 70
8 Factorial 80 100
9 Centro 140 70
10 Centro 140 70
11 Centro 140 70
12 Centro 140 70

1.2.5 Caracterizacion morfolégicay estructural

Las fibras se caracterizaron mediante microscopia electrénica de barrido de emisién de

campo (FE-SEM) y espectrometria de energia dispersiva (EDS) en un microscopio
electrénico JEOL JSM-7100F equipado con un detector de silicio (X-MAXn, OXFORD),

antes y después de la sintesis de nanoparticulas de MnO.. En principio, las muestras

fueron recubiertas con oro por pulverizacion catddica al vacio y seguidamente las fibras se

examinaron entre ciclos para verificar los cambios en la superficie. A partir de las imagenes

obtenidas, se calcul6 el diametro promedio y el area que comprenden en la fibra utilizando

el software Image J 1.49v.
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El area superficial se estudi6 usando el método Brunauer-Emmett-Teller, mediante
adsorcion de gas nitrégeno en las fibras usando un analizador Micrometrics ASAP 2020
(Hwang & Barron R, 2011).

El andlisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se llev6 a cabo en un SDT-Q600 de
TA Instruments y las muestras se calentaron de 30 a 800°C bajo flujo de N2 con una

velocidad de calentamiento de 10°C/min.

Con el fin de conocer el Manganeso adherido en las fibras después del proceso de sintesis,
se realizé la cuantificacion de las cenizas de acuerdo con el método estandar TAPPI T 211
om-02 modificado, se compararon los valores de FMN vy fibra inicial (4 g cada una) con un
contenido de humedad previamente determinado, los crisoles pasaron a un horno de mufla
a 650 °C durante 3 h. Con el mismo fin, se realizaron pruebas de absorcion atémica con
un espectrofotdmetro AVANTA® de GBC, para verificar la cantidad de Mn elemental en

contraste con las cenizas, segun el estandar NTC 5151.

1.2.6 Caracterizacion del colorante residual

Después de cada ciclo, el color de la solucién se midié usando un espectrofotémetro de
esfera X-rite SP60 con coordenadas CIlELa*b*, D65/10° (condiciones de
iluminante/observador) y una constante de opacidad SPEX (Specular Excluded). El equipo
se uso para determinar las coordenadas a* (cambio de verde a rojo), b* (cambio de azul a
amarillo) y L que corresponde a la claridad de la solucion de tinte. Ademas, el cambio total

de color se calcul6 por la ecuacion (1-2) (Zafra & Celemin, 2012).

AE =/(AL)? + (Aa)? + (Ab)? (1-2)

Donde AE, significa cambio de color total, AL (Lo-Ls) se refiere a la desviacion de la
claridad, Aa (aop - as) y Ab (bo-bs) corresponden a la desviacion de cromaticidad, cuyos
subindices 0 y 5 marcan el tiempo inicial y final de la solucién de tinte en contacto con las
fibras (FMN).

Las mediciones de la demanda quimica de oxigeno (DQO) se realizaron utilizando viales
reactivos (HI 93754C-25 Hanna Instruments) de acuerdo con el método estandar ISO

15705: 2002. Se requirié una digestion para oxidar la materia organica en la muestra y el
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reactivo de cromo hexavalente se redujo a cromo trivalente. La intensidad del color se
determiné mediante un fotdmetro compatible (HI83224) con una lampara especial de

tungsteno y la concentracion final se expresé en ppm.

1.3 Resultados y discusion

1.3.1 Sintesis de MnO: y pretratamiento enzimatico

A partir del pseudotallo se obtienen fibras con un rendimiento del 10% en la extraccién
(Cadavid et al., 2016), posteriormente las fibras pasan por el escarmenado donde se
remueve el bagazo excedente presente en la fibra cruda y se reduce la longitud de la fibra
con fin de facilitar el manejo del material. Las imagenes de microscopia electrénica de la
fibrainicial (FI) y la fibra modificada enzimaticamente y con las nanoparticulas, se observan
en Figura 1-1, donde se detalla en FI (Figura 1-1a), el conjunto de filamentos huecos que
corresponden a células alargadas del esclerénquima del pseudotallo alineadas
longitudinalmente, la rigidez de la pared celular varia respecto al contenido de
componentes lignocelulésicos presentes y al tiempo de madurez de la planta (Sfiligoj et al.,
2012). El siguiente paso fue aplicar el tratamiento enzimatico a Fl (Figura 1-1b), donde se
observa el desprendimiento de laminas superficiales del material vegetal, que
corresponden a las regiones vulnerables al efecto hidrolitico. EI mecanismo de la
modificacion de la superficie esta relacionado con la escisién de los enlaces B-1-4 por las
xilanasas y celulasas, que eliminan parcialmente la capa de xilano dispuesta en la pared
secundaria abriendo espacios interfibrilares (Gangwar et al., 2014) que permiten localizar
otros componentes presentes en la fibra susceptibles al mecanismo de accién de
celulasas, arabinasas, B-glucanasas y carbohidrasas, presentes en el complejo enziméatico

Viscozyme.

Debido a este aumento de area superficial generado por la accion enzimatica, la sintesis
in-situ de las nanoparticulas de MnO; se realiz6 con éxito como se observa en la Figura
1-1c, donde existe distribucibn homogénea de las nanoparticulas sin que se detecten
aglomeraciones de estas en la superficie. Chacon et al., (2013), reportaron que la sintesis
de MnO; sobre la fibra es promovida por la presencia de grupos hidroxilo presentes en la

fibra, en este caso, la presencia del grupo funcional fue suscitada con tratamientos
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alcalinos que generan una despolimerizacién parcial de la celulosa, deslignificacién y

remocion de hemicelulosa.

La unién del 6xido con la fibra, se ha explicado a través de un tratamiento alcalino sobre
fibras de algodén, donde luego de aplicar NaOH se obtiene un celulosa activada con sodio,
la investigacién encontré que los enlaces b $(1-4) glucosidicos presentes en el monémero
de la celulosa facilitan que las fibras de algodon construyan una matriz flexible en forma
de red con abundantes superficies hidrofilicas que convenientemente reaccionan con el
MnO; (Jiao et al., 2017).

Figura 1-1: Imagenes de microscopia SEM. A). Fibra inicial (FI). B). Tratamiento
enzimatico (FV) C) Nanoparticulas de MnO; sobre fibras pretratadas (FMN)

(@)

100pm X230
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Por otro lado, también se ha reportado la capacidad de adsorcion de MnO; por parte de la
lignina a través del mecanismo que describe una reaccion entre el permanganato y el
polimero aromatico con doble enlace en el anillo aromatico seguido de la ruptura de este
(zhai et al., 2020). Por consiguiente, y debido a que el tratamiento enzimatico se efectua
principalmente la celulosa y la hemicelulosa presente en la fibra de platano por la
naturaleza de las enzimas que componen Viscozyme (carbohidrasas, arabinasas,
celulasas, B-glucanasas, hemicelulasas y xilanasas), los residuos de lignina pueden

reaccionar como se describe anteriormente.

La obtencion de las nanoparticulas de MnO- ha sido investigada por otros autores quienes
demostraron que existe una liberacién de radicales durante el proceso de sonicacion,
donde se evidencia un aumento de temperatura y presion debido a la generacién de
burbujas; estos radicales libres se involucran en la reduccion de los iones metélicos de
KMnOs a nanoparticulas metalicas de 6xido (Blanco et al., 2016), una vez terminé el
proceso de sonicacion las fibras adoptaron un color marrdén, que es consecuente con la

coloracién que pertenece al MnO,

Por otro lado, se encontré que el diametro medio de las particulas fue de 69 + 0.11 nm, y
el area comprendida por las nanoparticulas ocup6é aproximadamente 53 +2.8% de la
superficie de las fibras. Los resultados de las cenizas en la Fibra inicial FI fueron 2.49 £
0.45 %y de FMN 5.23 + 0.13%, la diferencia de estos dos corresponde al contenido de Mn

gue no se calcino en el proceso, este fue 2.74 £ 0.16%.
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El analisis de Brunauer-Emmett-Teller (BET) se realiz6 sobre FV y FMN. El area de
superficie fue 3.52 m?/g y después de la sintesis se increment6 a 6.11 m?/g, efecto
asociado a la presencia de nanoparticulas sobre la superficie. La modificacion del area
superficial ha sido estudiada anteriormente por Sahu et al., (2017) usando fibras de jute
con nanoparticulas Fe,Os; donde el area de la superficie incrementd considerablemente
después de la funcionalizacion (95.43 m?/g), la fibra inicial presenté un area superficial mas
pequefia (1.6 m?/g) que el biocompuesto modificado con nanoparticulas. EI mismo
comportamiento se reportdé en la investigacion de Cordeiro et al.,, (2011), quienes
estudiaron el efecto del tratamiento alcalino sobre fibras de sisal y reportaron el incremento
del area superficial desde 1.633 m?/g hasta 2.392 m?/g después del tratamiento, en este
caso, el aumento corresponde a la alta concentracion de sitios activos dispuestos en la
fibra de sisal modificada.

1.3.2 Remocion de color: andlisis de varianza y optimizacién de
la variable respuesta

Los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) del disefio experimental usado para el
estudio de efecto de las dosis de Viscozyme L (F1) y el volumen de solucién de KMnO4
(F2) sobre la remocién de color, demostraron una diferencia significativa usando un valor
p<0.05, de acuerdo con este, con un ajuste del modelo del 93.30%. Ademas, se determind
que F1y F2 fueron factores significativos. El coeficiente de determinacién (R?) mostré que
el modelo puede explicar el 94% de variabilidad del porcentaje de remaocién. Por otra parte,

el polinomio cuadrado de la ecuacion (1-3) puede ser usado para predecir la remocién.

R(%) = 101.84497 — 0.048350 * F1 — 0.088282 « F2 — 9.51834E — 4« F1 % F2

+ 3.49458E — 4 * F12 + 1.33118E — 3 * F22 (1-3)

El efecto de los parametros F1 y F2 sobre la remocion de color (%R) fue representado en
la superficie de respuesta Figura 1-2(a), donde el valor de remocién mas alto corresponde
a 80 puL de F1 y 100 mL de F2. Los valores de remocién de colorante predichos en el
Modelo de Superficie de Respuesta, frente a los valores observados se presentan en la
Figura 1-2(b). En este caso, la falta de ajuste no fue significativa y los valores cercanos a
la diagonal dan una variabilidad al modelo para usarse en una prediccion tedrica de

remocioén de color.
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Figura 1-2. Efecto de la dosis de Viscozyme L® (F1) y el volumen de la solucion KMnO-
(F2) sobre el porcentaje de remacién (%R). (a) Grafico de superficie de respuesta 3D. (b)
Probabilidad normal de la remocion
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Basado en el modelo disefiado y con el objetivo de minimizar los residuos de agentes
guimicos provenientes del proceso, la optimizacién se llevd a cabo usando dos variables
independientes para maximizar la variable respuesta (%R). De acuerdo con esto, las
condiciones éptimas para el maximo valor de remocién bajo las constantes descritas son
80 ul para la dosis enzimética y 100 mL de KMnO,. Bajo estas condiciones, el modelo
predijo 97.4% como maximo tedrico de remocion de color. El resultado éptimo fue validado

experimentalmente y se encontré una remocién del 99.8%.
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1.3.3 Ciclos de degradacion

La remocién exitosa de color en corto tiempo, abrié una puerta para el estudio del reuso
de la fibra, de esta forma, el material FMN se reutiliz6 en ciclos consecutivos de remocion
para estudiar su eficiencia. La Figura 1-3 presenta la evolucién de la solucion de IC
después de 5 minutos de contacto con las fibras modificadas (FMN) durante el primer ciclo
y el resultado de la remocién de color de 10 ciclos. La Figura 1-3a) expone un evidente
cambio de color a medida que transcurren los minutos, en el minuto 5 del proceso de
remocién ya no se percibe el color caracteristico del indigo carmin y el porcentaje
corresponde al 100% de la remocion. Por su parte, la eficiencia de FMN frente al nUmero
de ciclos (Figura 1-3b), las fibras demostraron una eliminacion completa del tinte hasta el
cuarto ciclo, luego de este, la eficiencia se reduce a medida que aumenta el nimero de
ciclos y después de 10 ciclos la eficiencia de eliminacion es del 51%. El reuso de fibras
naturales fue estudiado con un nanocompuesto elaborado con jacinto de agua impregnado
con nanoparticulas de MnO; donde se evaluaron los reciclos usando una concentracion
de IC de 20 ppm, cada ciclo fue de 5 minutos, y luego del séptimo ciclo de degradacion ya
existia un 30% de degradacién (Blanco et al., 2016), en el caso de las FMN, en el ciclo
namero 7, las fibras removieron el 78% del color y realizando una proyeccion el 30% se

alcanzara después de reusar las fibras 12 veces.

Este colorante demuestra una degradacion del color cuando se expone a luz UV, en este
caso, y debido a que las mediciones no se realizaron en la oscuridad, podria ocurrir este
efecto, sin embargo, la solucion coloreada se expone muy corto tiempo a la luz mientras
ocurre el proceso de remocion. Asi mismo, existen evidencias de adsorcion fisica del
colorante sobre el material fibroso, lo cual se comprobd con las fibras sin tratar (Fl),
siguiendo la misma metodologia del proceso de remocion y luego del tiempo de contacto
adquieren coloracion azul, sin embargo, el porcentaje que se reporta de la remocién no es
significativo y el proceso se realiza en corto tiempo que suceda una adsorcion fisica

favorable.
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Figura 1-3: Evolucién del colorante durante el proceso de remocion a). Aspecto de la
solucion de IC durante el primer ciclo de degradacion b). Porcentaje de remocién de color
en cada ciclo
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El método de sintesis in situ de nanoparticulas MnO- se ha realizado con fibras naturales
pre tratadas con NaOH y HCI, obteniendo una degradacion del colorante indigo carmin en
15 minutos (Cadavid et al., 2016). El tratamiento enzimatico puede tener un efecto
beneficioso al reducir este tiempo a solo 5 minutos. La causa esta relacionada con la
morfologia fibrilar de la pared celular que tiene un sistema de poros con vacios e
intersticios, los tratamientos de mercerizacién concluyen en una disminucion de diametro
de los poros y una mejora de la superficie de los microporos, mientras que los tratamientos
enzimaticos agrandan los poros existentes, lo cual permitiria una mejor disposicion de las

nanoparticulas dentro y alrededor de los intersticios.

Con respecto al reuso de las fiboras FMN para la eliminacién del colorante, la Figura 1-4
muestra el progreso de las nanoparticulas sobre la superficie de las fibras a medida que
transcurre el proceso. La eliminacion gradual del 6xido de la superficie responde a la acciéon
sobre el colorante y al efecto de cizalla que se produce durante la agitaciébn mecéanica en
cada uno de los ciclos, este fenémeno puede provocar un desprendimiento o lixiviacién de
las nanoparticulas durante los ciclos de degradacion. La fibora FMN (Figura 1-4 a) posee
coloracién marron que se extiende de manera homogénea sobre toda la superficie y de
forma analoga, las nanoparticulas ocupan el area superficial sin aglomeraciones. El
analisis por EDS cuantific6 Mn (%p/p) con un valor igual a 6.83%+1.33, transcurrido el
primer ciclo (Figura 1-4b) el valor del manganeso fue de 6.18% + 2.05, previamente se

demostro el potencial de la fibra con estas caracteristicas efectuando el 90% de remocion
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de color. Posteriormente el reporte en la cuantificacion decae hasta 1.86% +0.53 en el
guinto ciclo, a pesar disminuir seis veces la cantidad del Oxido presente en FMN, las fibras
cumplen su funcion significativamente hasta el ciclo 10 Figura 1-4c, cuando ya no se
observan nanopatrticulas y las fibras pierden completamente el color marrén caracteristico

del MnO-, sin embargo, la funcionalidad del material continua.

Figura 1-4: Evolucién de las fibras durante el proceso de remocién. (a) FMN. (b)
Después de 1 cycle. (c) Después de 10 ciclos.

1pm X10000
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Con el fin de analizar la calidad del agua obtenida después de la remocion, se realizaron
analisis de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y el cambio de color total (AT), los
resultados se presentan en la Figura 1-5. Para realizar una comparacion frente a la carga
del Indigo Carmin, la figura Figura 1-5, relaciona los ciclos y la concentracion inicial de
contaminantes de la solucién de indigo carmin (IC). Cuando las fibras modificadas con
nanoparticulas de MnO; entran en contacto con el colorante por primera vez, es decir en
el primer ciclo, se obtiene una reduccion de DQO superior al 20%, los ciclos posteriores no
reportaron cambios significativos en la concentracion de DQO hasta el quinto ciclo y
después del sexto un ligero descenso. Este efecto podria responder a un desprendimiento
de fibrillas en la soluciéon que se quedan en suspensién y afectan la medicién; por otra
parte, el caracter acido de la solucion también aumenta los registros de la carga quimica.
El estudio de DQO en efluentes textiles se ha reportado previamente con nanofiltracién
para reducir el color, obteniendo una reduccion de DQO de aproximadamente 85%
después de 40 h (Zheng et al., 2013), similarmente, luz solar y nanopatrticulas de TiO; se
usaron para degradar varios colorantes, donde se reporté una reduccién del 70% de DQO
después de 3 horas (Selvaraj et al., 2013). Los biocompuestos basados en fibras vegetales
con nanoparticulas de MnO; permitieron una mejor reduccion de la DQO (alrededor del

20%) después de 5 minutos.

La medicion del Cambio de color total (AE) de la Figura 1-5, se realiz6 con el fin de conocer
el verdadero color de la solucién indiferente al visualizado. La referencia es el color inicial
del indigo carmin (40 ppm), los resultados demostraron que existe una diferencia de al
menos el 50% en los 10 ciclos frente al IC, sin embargo, este resultado incluye
particularmente, desde el ciclo 1 hasta el 5 una diferencia superior al 70% debido a que
las fibras aun soportan las nanoparticulas sobre la superficie que cumplen la funcion de
eliminar el color de manera eficiente reportando el 89% de remocion de coloracion en la

solucion.
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Figura 1-5: Demanda quimica de oxigeno (DQQO) y Cambio de color total (AE)
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La Figura 1-6 muestra los resultados de las pruebas de DSC realizadas para las fibras con
MnO; y fibras después de cinco ciclos de degradacién. La principal diferencia esta
relacionada con un pico encontrado alrededor de 353 °C que podria estar asociado con el
tinte o los productos de degradacion de este, adsorbidos en la fibra; FMN perdio
gradualmente su capacidad de degradacién de Cl y la capacidad de resistir el estrés

mecanico cuando estaban en constante agitacién durante el ciclo de extraccion.

Figura 1-6: Curva DSC de fibras con MnO; (FMN) y Fibras después de 5 ciclos
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Conclusiones

El tratamiento enzimético sobre las fibras naturales derivadas del pseudotallo de platano,
demostro efectividad frente a los otros tratamientos que se postulan para la degradacion
de los compuestos lignoceluldsicos de la pared celular. Esto se vio reflejado en la sintesis
de nanoparticulas de MnO; sobre la superficie fibrilar con una distribucion homogénea

mostrando una concentracion de Mn asociado al acido de 11036 ppm.

La optimizacion a través de la superficie de respuesta demostré una prediccion eficiente
de la remocion de color; de esta forma se logré identificar los valores minimos de los
factores con los que se logra una remocion de color exitosa, esto es muy importante ya
que es coherente con la tarea de minimizar la cantidad de reactivos que se desechan

propagando el cuidado ambiental.

El desempefio de FMN en contacto con el colorante indigo carmin demostré una remocion
del 99%, estos valiosos resultados permitieron evaluar el reuso del material, con lo cual se
concluyd que existen porcentajes significativos de degradacion del IC por encima del 50%

luego de 10 ciclos de degradacién.

La evaluacion del reuso del material en general fue positiva, ya que le otorgd un valor
adicional a la fibra, y ya que esta no existe un deterioro durante los ciclos, la fibra puede
ser candidata para repetir la sintesis de nanopatrticulas, sin embargo, este puede ser el

alcance de otra investigacion.
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2.Inmovilizacién de lacasa sobre fibra de
platano para degradacién de indigo carmin

2.1 Introduccidn

Las oxidoreductasas son enzimas que catalizan la transferencia de electrones desde una
molécula donante a otra aceptora, dentro de esta clasificacién se encuentran las lacasas,
producidas por varias especies de hongos, plantas, bacterias e insectos que intervienen
en reacciones acordes al metabolismo del organismo productor. Las fuentes mas
investigadas son plantas y hongos, en menor cantidad bacterias y algunos insectos. Las
bacterianas se involucran en la esporulacion y particularmente muchas participan en
reacciones implicadas en mecanismos de defensa y resistencia (Sharma et al., 2007), en
plantas el papel fundamental es la polimerizacién de los componentes de la pared celular
y laregeneracion del tejido dafiado. Por su parte, las lacasas de origen flingico, usualmente
extracelulares, ayudan en la degradacion eficiente de la lignina, produccién de pigmentos,

esporulacién y formacion de cuerpos frutales (Polak & Jarosz-Wilkolazka, 2012).

La accién catalitica de las lacasas, comprende sitios activos que contienen atomos de
cobre encargados de catalizar la oxidacion de varios sustratos aromaticos y llevar a cabo
la reduccion de oxigeno molecular a agua (Giardina & Faraco, 2010). La reaccion empieza
en el sitio T1, el sustrato reducido dona un electron y este se transfiere a un cluster (T2) y
(T3) incoloro, donde se enlaza un oxigeno molecular y se reduce a agua Figura 2-1. El
resultado de este mecanismo es consecuente con un proceso limpio, y con un amplio rango
de sustratos afines a la enzima, por lo tanto, la versatilidad de la lacasa se transforma en
una oportunidad para su integraciobn en procesos industriales como alternativa

biotecnoldgica.
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Figura 2-1: Mecanismo de reaccion de lacasa
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Fuente: Imagen modificada de Rodriguez-Delgado et al., (2015)

Las enzimas lacasas se han explorado en diferentes campos. En el caso de la industria de
celulosa, son integradas en la obtencién de la pulpa, intervienen en el proceso de blanqueo
o deslignificacién y tratamiento de efluentes. En industrias textiles, intervienen en la
sintesis del colorante sobre las fibras (Polak & Jarosz-Wilkolazka, 2012) o para el
tratamiento de aguas residuales provenientes de la manufactura textil (Legerska et al.,
2016). En el campo ambiental, alimentario y clinico pueden ser usadas para el desarrollo
de biosensores para el andlisis de oxigeno, morfina, codeina, catecolamina o flavonoides,
entre otras (Rodriguez-Delgado et al., 2015).

A nivel industrial, la pérdida del catalizador conduce a una renovacion continua y por
consiguiente a una alta inversion econémica. No obstante, la inmovilizacién enzimatica se
postula como una alternativa eficiente que permite la recuperacion del catalizador, ya que
evita la desnaturalizacion por solventes, ademas de prolongar la vida util de la enzimay su
reuso; esto debido al confinamiento del biocatalizador en un soporte insoluble que provee
un microambiente y prolonga la actividad (Brandi et al., 2006; Fernandez-Fernandez et al.,
2013). El tipo de método de inmovilizacién aplicado y las condiciones de operacion como:
pH, temperatura, tiempo de proceso, entre otros parametros se convierten en piezas

fundamentales para una inmovilizacion exitosa.

El objetivo de la inmovilizacion es llevar a cabo la unién del catalizador con un soporte
insoluble; las estrategias para inmovilizar pueden clasificarse en métodos fisicos y

guimicos, donde existen interacciones reversibles o irreversibles entre el soporte y la
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enzima. Dentro de los métodos fisicos, se encuentran: inmovilizacién por adsorcién y por
atrapamiento, la primera y méas sencilla es reversible, por eso, una vez la enzima se
deteriora y pierde su actividad catalitica se puede reutilizar el soporte, las interacciones
gue se presentan son de tipo Van der Waals y fuerzas electrostaticas, principalmente
uniones débiles entre la enzima y el soporte, este método no deforma la estructura nativa
de la enzima ademas de ser econdmico (Jesionowski et al., 2014). Por su parte, la
inmovilizacion por atrapamiento se define como la retencion fisica de una enzima en una
red polimérica que permite el transito del sustrato y los productos, pero retiene la enzima,
en este caso la enzima se encuentra confinada en una matriz o membrana, generalmente
poliacrilamida, alginato, colageno o gelatina. La desventaja radica en las limitaciones que

existen en la transferencia de masa (Fernandez-Fernandez et al., 2013).

Por otra parte, se clasifican en el método quimico: la inmovilizacién por entrecruzamiento
y por formacién de enlaces covalentes. Para que este Ultimo se constituya, pueden
modificarse los grupos funcionales en la superficie del soporte, o bien, modificar la cadena
principal del polimero para producir un grupo activo que reaccione con grupos nucleofilicos
en la proteina (Lopez-Gallego et al., 2013). Con el fin de conservar la actividad enzimatica,
los grupos funcionales de los aminoéacidos del sitio activo de la enzima no deben estar
implicados en la union con el soporte, por lo tanto, la direccidon de la enzima al momento
de enlazar con el soporte ser4 fundamental; en contraste, la forma, composicion y
funcionalizacién del soporte son caracteristicas determinantes que optimizan el proceso
(Mohamad et al., 2015).

La inmovilizacién por entrecruzamiento, conocido en inglés como (cross-linking), se basa
en la formacion de enlaces covalentes como redes intermoleculares entre las enzimas, los
cuales se constituyen con agentes entrecruzantes (glutaraldehido, como reactivo mas
comun). Los beneficios de este método convergen en una alta actividad enzimética
concentrada en el catalizador, estabilidad y economia debido a que se puede prescindir
de un soporte adicional que suele ser costoso (Sheldon, 2007). Actualmente, existe un
creciente interés en este método, con una variacion que consiste en la cristalizacion de
enzimas y su posterior reticulacién con glutaraldehido (Cross-Linked Enzyme Crystals o
CLECSs) (Ren et al., 2019). En este método, se aumenta la estabilidad en el cristal y la
reticulacion impide el desprendimiento de la enzima, de forma que la propia enzima actta

como soporte y su estructura terciaria estd estabilizada por las uniones covalentes
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intermoleculares, la desventaja del método es que debido al alto nivel de pureza que deben
tener las enzimas que participan en la inmovilizacion, los costos del proceso son elevados
(Arroyo, 1998; Lopez-Gallego et al., 2013). La esquematizacion de los métodos descritos

anteriormente se presenta a continuacion (Figura 2-2).

Figura 2-2: Métodos de inmovilizacion. a). inmovilizacion por adsorcion.
a). Inmovilizacién por atrapamiento. ¢). Inmovilizacion por enlace covalente.
d). Inmovilizacién por entrecruzamiento

a). b).

b gk & B E F

Imagen modificada de Fernandez-Fernandez, (2013)

La seleccion de un soporte adecuado es en uno de los factores fundamentales para
conseguir una inmovilizacién exitosa, fundamentalmente debe proteger la estructura
enzimatica contra las condiciones adversas y ayudar a la enzima inmovilizada a retener la
actividad catalitica, por eso, propiedades como la resistencia al ataque microbiano,
resistencia a la compresion, bajo costo y biocompatibilidad se prefieren a la hora de su
eleccion, ademas de la disponibilidad de los grupos activos en la superficie del soporte
para mejorar las interacciones enzima-soporte (Mohamad et al., 2015). Existe un amplio

estudio enfocado en diversos materiales para este tipo de uso, donde se exploran
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materiales de origen natural y sintético, organicos e inorganicos, y resulta interesante la
investigacion de materiales lignocelulésicos como: mosto cervecero, residuos de madera,
fibras de luffa cylindrica, cascarilla de mani, fibra de coco, entre otros (A. M. Da Silva et
al., 2012; El-Roz et al., 2013; Gomes et al., 2005; K.B & S.G, 2010). El interés por estos
materiales radica en su disponibilidad y bajo costo dado que son subproductos de cadenas

productivas.

Consecuentemente, en el tratamiento de efluentes de la industria textil también se ha
estudiado el uso de soportes de caracter natural en la inmovilizacion de enzimas para la
biorremediaciéon. Cristévao et al., (2011), estudiaron la decoloracién de tintes textiles
reactivos mediante un reactor por lotes, donde usaron fibra de coco como soporte para la
inmovilizacion de una lacasa comercial, los resultados demostraron alto porcentaje de
decoloracidn, entre 80 y 90% en el primer ciclo, y en un tercer ciclo reportan una reduccion
del 30%.

El interés por el uso de fibras naturales derivadas de subproductos agricolas integra
alternativas sustentables a los problemas medioambientales que deterioran los
ecosistemas y avanzan con agilidad. En este sentido, este capitulo presenta una
metodologia para modificar de forma fisica y enzimatica fibras de platano extraidas de
pseudotallo, con el fin de inmovilizar la enzima lacasa via adsorcion y estudiar la eficiencia

de la inmovilizacién para la remocion de color del indigo carmin.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Remocion de color usando lacasa

Con el fin de determinar la efectividad de la lacasa en la degradacion del colorante carmin
de indigo se us6 ECOFADE LT100; sistema enzimatico compuesto principalmente por
lacasa (EC 1.10.3.2) producida por una cepa modificada de Cerratia unicolor, un mediador
(3,5-dimethoxi-4-hidroxibenzonitrilo), &cido adipico, sacarosa, almidon e isotridecanol
etoxilado (Cifci et al., 2019). Se evalu6 una dosis de 120 U de lacasa por mL de sustrato
correspondiente a soluciones de colorante indigo carmin (C.I. 73015) a diferentes
concentraciones (20 a 200 ppm) en buffer de acetato (pH5 - 0.2 M) a temperatura

ambiente.
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La degradacion del colorante se determind a 610 nm usando un espectrofotometro UV-Vis
(Thermo Fisher, GENESYS 10S USA), cuando la enzima entra en contacto con el colorante
se monitorea la absorbancia en funcién del tiempo de reaccion (5 y 30 min). El porcentaje

de remocién se calculd con la ecuacion (2-1).

Con el fin de establecer el cambio en la remocién respecto al tiempo y concentracién de

colorante o sustrato idonea para la dosis de enzima utilizada, se calculé el delta (4,4¢4) con

la ecuacion (2-2).

Abs;y — Abs (2-1)
%D = <( ‘A"bs tf)) x 100
t0
Ageg = (%)Deg3omin — (%)Degsmin (2-2)

%D: Porcentaje de degradacion (5 min o 30 min)
Abs;y: Absorbancia inicial (tiempo 0)
Abs. . Absorbancia al tiempo final (5 0 30 min)

Ageq - Cambio de la degradacion respecto al tiempo

2.2.2 Modificacién de fibras de platano por via enzimaticay
mecanica por molinillo

La fibra inicial (FI), se obtuvo segun procedimiento reportado en la secciéon 1.2.1 (Capitulo

1). Para obtener las fibras modificadas enziméaticamente (FV) se siguio la metodologia de

la seccién 1.2.1 variando la longitud de la fibra a 1 cm.

Las fibras modificadas mecénicamente por molinillo se denominaron FM. Para la obtencion
de estas, se empled un molino de cuchillas (KRUPS GX 4100. 200 W, 60 Hz), donde 0.5 g
de Fl de 1 cm de longitud fueron sometidos a esfuerzos cortantes durante 30 segundos.
Posteriormente las fibras se clasificaron en un tamiz No.20 con el fin de retirar las particulas
finas y disponer del retenido acumulado en la criba como fibras tratadas por via fisica con
molinillo (FM).
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El analisis morfoldgico de las fibras (FI, FV, FM) se realizé con microscopia electronica de
barrido (FE-SEM), usando un microscopio electronico JEOL JSM-7100 F, y previo al
analisis se realiz6 un recubrimiento de oro por pulverizacion al vacio las fibras con el fin de

mejorar la transferencia electrénica.

2.2.3 Mediciéon de la actividad enzimatica de la lacasa

La actividad enzimatica (U/L), es definida como la cantidad de lacasa que cataliza la
conversion de 1 umol de sustrato por minuto a temperatura ambiente. El sustrato
empleado, acido 2,2’-azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTS, 500 pL, 0.01 mM),
reacciond con 30 pL de lacasa y 470 pL buffer acetato (0.2 M — pH 5); seguidamente,
consecuente con la oxidacion del ABTS, se registré el cambio en la absorbancia usando
un espectrofotometro UV-vis (Thermo Fisher, GENESYS 10S, USA) con longitud de onda
de 420 nm a 25 °C. Las mediciones de la actividad enzimatica, se calcularon con la

ecuacion (2-3) (Baltierra-Trejo et al., 2015).

L (AAbS) (V) (D10 o
UL = = ®@ ) &9

U: Unidad de actividad enzimatica (umol*min-t)

AAbs : Absorbancia min 1 — Absorbancia min O

V; : Volumen total en la celda (uL)

Df: Factor de dilucion

10°: Factor de correccion (L*mol*'min)

t : Tiempo (min)

E: Coeficiente de extincion molar 36000 (L*M* *cm™)
d: Distancia (cm)

V;: Alicuota o volumen de muestra (uL)

U*L™! : Actividad enzimatica
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2.2.4 Inmovilizacion de lacasa sobre fibras de platano

En el proceso de inmovilizacién por adsorcion, 0.5 g de cada tipo de fibra (FI, FV'y FM) se
sumergen en 25 mL de buffer con dosis de 2, 4 y 6 U/mL de lacasa, luego se lavaron con
dos voliumenes de buffer de 10 mL, se midi6 la actividad residual de la lacasa segun item
2.2.3; se midi6 la actividad en estos lavados y luego se sec6 el soporte por 12h a 38°C.
Las fibras de platano con lacasa inmovilizada se denominaron Fl_ac (Fibra Inicial sin ningun
pretratamiento, con Lacasa inmovilizada), FViac (Fibra pretratada enzimaticamente con
Viscozyme, con lacasa inmovilizada) y FMiac (Fibra pasada por molinillo, con lacasa

inmovilizada).

El desempefio de la inmovilizacion equivalente al rendimiento de la inmovilizacion (%lY)
se expresa en funcién del porcentaje de actividad enzimatica retenido en la fibra después

de los lavados a partir de la ecuacion (2-4) (D. F. Silva et al., 2017).

Por otra parte, el andlisis de estabilidad de la lacasa permitié determinar los parametros de
inmovilizacion como pH, temperatura y tiempo. Se usaron 120 U/mL de lacasa libre en
25 mL de buffer acetato o fosfato 0.2 M en un rango de 5 a 8 unidades de pH; la
temperatura y el tiempo de inmovilizacion se evaluaron simultdneamente, con 5 °Cy 25 °C
en periodos de 8 y 24 horas. El célculo de actividad relativa (%AR) (ecuacién (2-5)
corresponde a la relacion de la actividad inicial (AE,) y final (AEr) medida en el

sobrenadante.

Se determino el parametro de Actividad Residual, como aquel que permite identificar la
cantidad de lacasa que luego de realizar la inmovilizacion, queda remanente en la solucion,
es decir no queda unida a las fibras. El porcentaje de actividad residual se determiné por

la ecuacion (2-6).

AEy — (AEr + AE;,y) .

%WIY = 1 2-4

% AE, 00 (2-4)
AE

%AR = AEF + 100 (2-5)

0

%Actividad Residual = 100 — %lY (2-6)
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Donde:

AE,: Actividad enzimatica inicial

AE, 4y Actividad enzimatica de los lavados
AEg: Actividad enzimatica final.

Para la medicién de propiedades cinéticas de la fibra inmovilizada, se utilizé un Zetasizer
nano de Malvern con una celda tipo DTS1060, se redujo el tamafio de particula hasta 180
pm usando un molino de cuchillas y un tamiz convencional N° 80, 60 y 40 para clasificacion
del tamizado. Se definio la concentracion de la muestra considerando como variables, la
estabilidad de la muestra a lo largo de la medicién y cuanto apantallamiento podria tener
la medida. Se manejaron tamarios de 180, 250 y 400 micrones. Se realizaron ensayos para
diluciones peso/volumen 1:10, 1:100, 1:1000, 0.5:1000, 1:10000.

Posterior a la determinacion de la concentracion, se prepararon tres muestras con 3
repeticiones cada una, para un total de 9 muestras por ensayo, de las cuales se
descartaron los resultados que no indicaban satisfaccién de medida a juicio del equipo. Se

realizaron ensayos conpH 4,5, 6, 7y 8.

2.2.5 Degradacion de colorante con lacasa inmovilizada

La fibra de platano con lacasa inmovilizada (Fliac, FViac ¥ FMiac), se utilizé para la
degradacioén del colorante indigo carmin (IC). 0.5 g de IC se usaron en 25 mL totales de
solucion buffer de acetato (0.2 M - pH 5) bajo agitacion constante a 25 °C. Cada 2 horas
se midio la absorbancia a 610 nm usando un espectrofotémetro UV-Vis (Thermo Fisher,
GENESYS 10S, USA). El porcentaje de degradacion del colorante fue calculado con la

ecuacion (2-1).
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Degradacion del colorante indigo carmin con la aplicaciéon
de lacasa libre

En la Figura 2-3, se observa la efectividad de una dosis especifica de lacasa
(120 U/mLcoiorante) SObre la degradacion de carmin de indigo a diferentes concentraciones
del sustrato, en un rango de 20 a 200 ppm. La lacasa aplicada, demostrd un efecto positivo
en cuanto a la degradacion del colorante. La maxima degradacién correspondiente a 95.22
y 92.67% en 30 min con las menores concentraciones de sustrato 20 y 40 ppm,
respectivamente; no obstante, a 5 min solamente se identifica un valor méximo en la
degradacion de 67.66%, Unicamente cuando la concentracion del sustrato es de 20 ppm.
A medida que aumenta la concentracién del colorante, el porcentaje de degradacion
evaluado a 30 minutos disminuye notoriamente hasta alcanzar una estabilizacién a partir
de 120 ppm, este efecto se puede atribuir a la inhibicién enzimatica por saturaciéon de
sustrato, ya que la accion eficiente de la lacasa en la transformacion del sustrato esta
ligada a las interacciones que presenta la enzima con las moléculas e iones presentes en
el medio. La saturacion de los sitios activos de la enzima por las moléculas del colorante,
reduce la interaccion entre las moléculas IC y la enzima, mientras que en bajas
concentraciones hay mas sitios activos libres para la interaccion con las moléculas IC
(Cano et al., 2011).

La reduccion en la degradacion a medida que se aumenta la concentracion del colorante
puede relacionarse al sodio (Na*) presente en la estructura molecular del IC que actla
como agente inhibitorio. Wang et al., (2016) evaluaron el efecto del Na* y otros metales
sobre la actividad enzimatica de lacasa producida por Cerratia unicolor, encontrandose un
porcentaje significativo de inhibicion ocasionada por la accion Na* esto debido a que el i6n

interfiere con el aminoacido L-cisteina involucrado en el sitio activo de la enzima.
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Figura 2-3: Efectividad de la lacasa en la degradacion de carmin de indigo.
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La efectividad enzimatica en la degradacién dependera también de la estructura del
colorante y la actividad enzimatica. Michniewicz et al., (2008) encontraron que la lacasa
producida por Cerratia unicolor es capaz de actuar en colorantes tipo azo y antraguinona
instantaneamente cuando se agrega una dosis de 1 U/mL de la enzima purificada con
concentraciones entre 60 y 100 ppm del colorante, sin embargo, la decolorizacion total de
Acid Red 27 tomd un periodo de 24 h usando 50 veces la enzima purificada. En el presente
estudio, los resultados demostraron degradaciéon del carmin de indigo, con el uso de la
enzima comercial ECOFADE LT100 derivada de la cepa flngica Cerratia unicolor, con una
dosis de 120 U/mL, las concentraciones evaluadas del colorante incluyen hasta a 200 ppm;
particularmente a 40 ppm (85.77 uM) la remocion es superior al 90% en 30 minutos; sin
embargo se debe tener en cuenta al tratarse de un compuesto enzimatico comercial se

encuentran otros componentes que pueden interferir en la degradacion.

El delta de degradacion (44.4) €s un parametro que brinda informacion importante sobre
la concentracion de indigo carmin. En la Figura 2-3 se observa que el delta es mayor
cuando la concentracién del colorante es de 40ppm, esto significa que en este punto hay
mayor cambio en la degradacion en el tiempo (30 — 5 min), con el propésito de obtener la
mayor degradacion de colorante usando la enzimay basados en investigaciones anteriores
en las que usan cantidades similares, 30ppm (Li et al., 2015), 44.6 mg/L (Cho et al., 2011),

los siguientes experimentos se desarrollaron con 40 ppm. Ademas, esta concentracion
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coincide con la que se us6 en el capitulo 1, y es un punto clave para la comparacion de la

efectividad de la enzima partiendo de la concentracion del colorante.

2.3.2 Estabilidad de lacasa libre

Mediciones de estabilidad de lacasa son fundamentales para la inmovilizacion, ya que
aportan informacion sobre la actividad catalitica de la enzima a través del tiempo. En la
Figura 2-4 se muestra el porcentaje de actividad relativa (%AR) cuando la lacasa fue
sometida a diversas condiciones de pH, temperatura y tiempo. La actividad relativa
corresponde a la relacién de la actividad final respecto a la actividad inicial de referencia
para evaluar la estabilidad de la enzima en el tiempo. Se evidencia que transcurridas 8
horas (Figura 2-4 a) los perfiles de la enzima incubada a 5°C son superiores a 70% de
actividad relativa; en el mismo gréfico, el progreso de la lacasa al transcurrir las 8 horas a

25°C report6 un porcentaje de AR inferior al 55%.

Transcurridas 24 horas (Figura 2-4 b), el mayor valor (87.21%) se obtuvo a 5°C y pH 8, a
bajas temperaturas se observé una tendencia de crecimiento del %AR a medida que se
aumento el pH, ya que los porcentajes estan por encima de los obtenidos a 25 °C; y en

contraste, a esta temperatura el mayor porcentaje de AR fue de 67.45% a pH 8.

Figura 2-4: Efecto del tiempo, temperatura y pH en la actividad relativa (%0AR) de lacasa
libre a). 8 horas. b). 24 horas.
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La temperatura baja se asocia al efecto hidrofébico, el cual provoca que los aminoacidos
se agrupen para evitar el contacto con el agua y la enzima pueda conservar una estructura
rigida en el tiempo, no obstante, con temperaturas superiores a 25°C el efecto hidrofobico

permanece aparentemente constante, sin embargo, pueden ocurrir interacciones de otro
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tipo como rupturas o fluctuaciones conformacionales en la proteina que generalmente no
son reparables (Pucci & Rooman, 2017), esta puede ser una razén por la cual se observa
un predominio permanente del %AR a 5 °C, ya que a esta temperatura la enzima puede
conservar su estructura inflexible, con menos interacciones con los residuos de los
aminodacidos. En otras investigaciones, se demostraron resultados similares con lacasa
asilada de Cerrena unicolor, almacenada en buffer de fosfato; se reportdé que luego de 24
horas no hubo pérdida significativa de actividad enziméatica (Michniewicz et al., 2006), en
concordancia con lo anterior, Castafio Uruefia, (2014), aislé y purificé una lacasa de origen
fungico y en el analisis de estabilidad consigné que en un periodo de 120 a 180 minutos

dicha enzima fue estable a 4 °C.

Un aspecto favorable de las condiciones térmicas de baja temperatura, es que restringen
reacciones quimicas no deseadas en el proceso, por ejemplo, la reaccion de la lacasa en
la conversion del complejo lignocelulésico que es catalizada a altas temperaturas y podria
generarse durante el proceso de inmovilizacién sobre los componentes de la fibra (Kim et
al., 2002).

En otro sentido, el pH, es crucial en la estabilidad ya que mantiene el potencial de la enzima
y esta intimamente relacionado con el punto isoeléctrico; se ha registrado que las lacasas
fungicas tienen un punto isoeléctrico (pl) entre 3 y 7 mientras que las lacasas vegetales,
estdn en un rango de 9, en los hongos las enzimas generalmente se producen
extracelularmente y deben adaptarse a crecer en condiciones ambientales, por eso el pH
debe ser cercano al neutro; acorde con lo anterior, se han estudiado lacasas producidas
por Cerrena sp, donde el rango de estabilidad del pH fue entre 6 y 8, sin embargo, solo se
obtuvo un 90% de actividad relativa con pH 8 (Yang et al., 2015); por su parte, (Cristovao
et al., (2011), estudiaron la estabilidad de una lacasa por un tiempo de 2 horas y durante
este tiempo la actividad enzimética se mantuvo estable con pH entre 7 y 8. Acorde a los
resultados obtenidos de %AR y dado el origen fangico de la enzima, los valores de pH

concuerdanen 7y 8.

Las condiciones que mantienen la enzima estable serian las apropiadas para conservar la
actividad enzimatica en el proceso de inmovilizacion, dado que son via de la conservacion

de la estabilidad enzimética en el transcurso del tiempo, en este sentido los pardmetros
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seleccionados fueron pH 8, 5°C por 24 h, y es preciso aclarar que no se us6 agitacion en

el procedimiento.

2.3.3 Efecto del pretratamiento enzimatico y mecanico sobre la
fibra de platano

En la Figura 2-5 se presentan las imagenes SEM y Opticas de las fibras tratadas
enzimaticamente, modificadas via fisica y la fibra inicial. Una vista longitudinal de la fibra
inicial (FI) a través de microscopia SEM (Figura 2-5 a), proporciona informacién de sobre
la disposicién celular, se aprecia una superficie uniforme con aspecto de bloques apilados
correspondientes a células alargadas que componen la fibra individual, no obstante,
cuando se realiza el proceso de molienda el conjunto de fibras adquiere mayor volumen
debido a la accion de esfuerzos mecanicos que modifican la morfologia de las fibras e
incrementan el area superficial. Por su parte, la Figura 2-5 b) detalla la rasgadura de la
pared celular, concretamente en la pared primaria por ser la mas expuesta y como
consecuencia se observan canales o nervaduras verticales ocasionadas por la cizalla que
podrian aumentar el area superficial de la FM. Los tratamientos fisicos pueden afectar las
caracteristicas estructurales desencadenando modificaciones poco profundas que no

alteran la estructura quimica de la fibra (Varghese & Mittal, 2017).

En la Figura2-5c), la fibra tratada enzimaticamente (FV) comprende una especie de
laminillas dobladas y desorganizadas que hacen parte de la pared celular, se originaron
gracias a la sinergia entre xilanasas, hemicelulasas y celulasas presentes en Vizcosyme L;
las cuales reaccionan con los componentes poliméricos de la pared celular principalmente
con la fraccion de celulosa amorfa (Kalia et al., 2013), donde existe baja densidad de
componentes elasticos y como resultado se genera una especie de descortezado donde

se desprenden finas fibrillas como se explic6 en la seccion 1.3.1 del capitulo 1.
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Figura 2-5: Imagenes de microscopia SEM. A). Fibra inicial (FI). B). Fibra pasada por
molino (FM) C) Fibra tratada enzimaticamente con Viscozyme L (FV)
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La Figura 2-6 presenta el comportamiento electrocinético de las fibras, a juzgar por el
comportamiento de la curva descrita por la transformacion superficial de FV, se puede
notar que en todo punto de evaluacion de los valores de pH, las mediciones superan a las
obtenidas por la fibra inicial (Fl), por lo tanto el desplazamiento de particulas hacia las
particulas de fibra tratadas enzimaticamente FV, es mayor, lo cual permite inferir que
existen cargas superficiales provocadas por el tratamiento, y que estas son de caracter
negativo.

Figura 2-6: Comportamiento electrocinético de Fibra inicial (FI) y Fibra tratada
enzimaticamente (FV)
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La fuerza iénica y la conductividad presente en las soluciones es suficiente para la
aceptacion de un valor verdadero del potencial Z (Luxbacher, 2020). Las pequefias
diferencias de los valores de tension eléctrica entre los valores de pH 5, 6 y 7 pueden ser
explicados por efectos de las incertidumbres altas en los ensayos de la fibra con
tratamiento enzimatico que podrian llevar estas diferencias desde un valor promedio de
6% hasta un 18%.

Debido a la presencia de redes poliméricas de celulosa en la fibra y al trabajo de molienda,
es apreciable la presencia de cargas parciales negativas en la superficie de la fibra. Es
posible discriminar la accién de la hidrolisis sobre la superficie de la fibra (FV), de la accién
por tratamiento mecanico de cizalladura por molienda (FM), pues aun cuando al
pretratamiento con Viscozyme L se le aplicé molienda, mejor6 frente a la aplicacion de este
ultimo sobre la fibra cruda o inicial (FI).
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Altas conductividades de las soluciones, garantizan la representatividad de las particulas
disueltas, asi la medicion de la tension medio-superficie se mantiene a lo largo de la celda,
esto se controla con la fuerza i6nica del medio liquido y a su vez con la concentracion de
las soluciones Buffer. Se puede afirmar que dado el arreglo de cargas superficiales que
realiza Viscozyme, este pretratamiento atiende a la mejora de degradacion ante los
controles. Esta transformacion superficial aumenta el fenédmeno de afinidad por cargas

demostrando una posibilidad de mayor interaccién con la enzima lacasa.

2.3.4 Rendimiento de la inmovilizacion

La inmovilizacion de la enzimalacasa se realiz6 usando como soporte fibras pretratadas
(FV, FM) y sin pretratamiento denominada fibra inicial (FI). Las condiciones de pH vy
temperatura empleadas fueron seleccionadas a partir del ensayo de estabilidad con lacasa
libre a pH 8 y 5 por 24 horas; investigaciones previas proporcionaron informacion para
establecer 3 dosis de lacasa, los valores corresponden a un punto por encima y por debajo
del punto medio (120 U/g) establecido gracias a los autores Cristévéao et al., (2011). En la
Figura 2-7, se observa el rendimiento de la inmovilizacién respecto a la dosificacion y al
tipo de modificacion en el soporte una vez inmovilizada la enzima (Flac, FViac, FMiac), l0s
resultados revelaron porcentajes significativamente altos sobre fibra tratada
enzimaticamente con Viscozyme (54.61%) y dosis de lacasa superiores de 6 U/L (56.41%)
en comparacién con la fibra inicial (FI) donde el mayor rendimiento se obtuvo con la menor
dosis de Lacasay por su parte la fibra tratada mecanicamente (FM) demostré rendimientos

minimos en todos los casos.

En el ensayo también se comprobd la eficiencia de la inmovilizaciéon cuando se combina el
pretratamiento enzimatico y mecanico, sin embargo, los resultados arrojaron valores de

rendimiento de inmovilizacion inferiores, por eso no se muestran en el gréfico.
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Figura 2-7: Influencia del tratamiento de la fibra y la dosis de lacasa en el rendimiento de
inmovilizacion (%lY)
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Existe un incremento en el rendimiento de inmovilizacion (%lY) cuando se usa enzimas
hidroliticas para el pretratamiento de la fibra, es decir que el proceso de inmovilizaciéon se
puede lograr a través de una ruta verde utilizando un biocatalizador para la modificacion
de la fibra de pseudotallo, no obstante, la ruta deja de ser eficiente cuando el
pretratamiento es por via fisica usando molienda, ya que los rendimientos de inmovilizacion
no superaron el 9% con las dosis evaluadas y en contraste con la fibra inicial, el rendimiento
de inmovilizacion mas alto se reportd con 2 U/L y fue de 25.16%. También se observa una
particularidad y es que la fibra inicial (FI) que no pasa por ningln tratamiento, tiene un
rendimiento superior que la fibra molida en todos los casos, y segun la literatura, esto
puede acufiarse a la limpieza de la fibra, resulta que cuando se realiza la molienda, se
desprenden microfibrillas que pueden quedar adheridas a la fibra y pueden obstruir las

uniones o puntos de contacto de la fibra-enzima.

Aunque el tratamiento fisico por molienda (FM) es limpio, rapido y respetuoso con el medio
ambiente, no altera la composicion quimica de las fibras (Syazwani et al., 2018), esto
afecta el rendimiento de inmovilizacion. El objetivo del tratamiento fisico es proporcionar
un mejor contacto; en teoria, la superficie de la fibra se vuelve rugosa luego de la molienda
(Figura 2-5B), lo cual permitiria mejorar el area de contacto y proporcionar un entrelazado
mecanico con la enzima, sin embargo, este no es el caso para la fibra de platano y la

enzima Lacasa.
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Los resultados del tratamiento enzimatico, posiblemente se deben al aumento de los
lugares intramicelares primarios en el polimero de celulosa que generados por la reaccion
catalitica de Viscozyme, y esto significa mayor accesibilidad de los grupos activos en la
superficie del polimero de celulosa, por lo tanto mayor influencia en la capacidad de
adsorcion (Ribitsch et al., 1996). Consecuente con lo anterior, como se observé en los
resultados de la Figura 2-6, las cargas superficiales de la fibra FV otorgan una carga
general negativa, la lacasa lleva cargas netas positivas y tiende a adsorberse en la fibra,
ya que la superficie cargada negativamente puede promover la estabilidad y la
conductividad de la lacasa inmovilizada. Basados en simulaciones sobre el
comportamiento de adsorcidon de la lacasa, existe una sinergia de las interacciones
electrostaticas y enlaces Van der Wals para que se genere la unién fibra-enzima, pero las
interacciones electrostéaticas juegan un papel dominante en el proceso de adsorcién (Liu
et al., 2017). En este caso, existe una inmovilizacion por adsorcion de caracter no
especifico, ya que no existe evidencia de exista una orientacion de la enzima hacia algun

ligando sobre el soporte, es decir que la unién soporte-proteina se hace al azar.

2.3.5 Degradacion de colorante a partir de lacasa inmovilizada en
fibra de platano

En esta etapa se evalud la eficiencia de la lacasa inmovilizada a partir de la degradacion

del colorante indigo carmin (IC). La Figura 2-8 muestra el avance de la degradacion en el

tiempo respecto al tipo de tratamiento en la fibra (Fliac FViac Y FMiac, FI), cada gréafica

corresponde a una dosis de enzima (2, 4 o 6 U/mL de lacasa).
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Figura 2-8: Degradacion de colorante indigo carmin con lacasa inmovilizada sobre Fliac
FViac Yy FMiac, Fl. a) 2U/mL b) 4U/mL c). 6U/mL
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En la Figura 2-8a) se us6 la minima dosis de lacasa inmovilizada, que corresponde a

2U/mL, luego de un lapso de 24h, la fibra tratada con Viscozyme removié el 100% del
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colorante; esto demostr6 la efectividad del tratamiento hidrolitico. Ademas, las graficas b)
y ¢) confirman un porcentaje de degradacion superior con el uso de FV ac comparado con
la fibra sometida al tratamiento mecénico (FMac). Adicional a esto, a medida que se
aumenta la dosis de lacasa, la efectividad en la degradacién incrementa, la Figura 2-8c)
confirma que luego de dos horas de FV ac en contacto con el indigo carmin, la degradaciéon
fue del 98.69% y en la Figura 2-8b) el 98.96% sucede en 4 horas. Esto demuestra una

relacion entre la dosis de lacasa y el porcentaje de degradacion del IC.

En la Figura 2-8c) se observa que Fl.ac tiene un porcentaje de degradacién de 98.81%
luego de 10 horas en contacto con el colorante, y por su parte la FMac después de 24
horas tuvo el 99.81%, esto es consecuente con los resultados obtenidos en el rendimiento
de la inmovilizacién (seccion 2.2.4), ya que el los porcentajes para Fl y FM son de IY son

16.59% y 8.50%, respectivamente con una dosis de lacasa de 6U/mL.

Por otra parte, las fibras sin la inmovilizacion también actlan para la remocion del indigo
carmin (Syazwani et al., 2018). La linea amarilla corresponde al comportamiento de la fibra
inicial sin inmovilizacién (FI), esto con el fin de identificar el porcentaje de colorante que es
adsorbido fisicamente por la fibra, que corresponde al 24.25%, valor que se mantuvo

constante durante las 24h que duré el ensayo.

La degradacion de color realizada por la lacasa ocurre por un proceso de oxido reduccion
gue es la via catalitica de este tipo de enzimas, a través del cual ocurre la degradacién de
la molécula y por lo tanto la eliminacién o remocion del color, en el capitulo 3 se explicara

detalladamente el mecanismo tedrico.

La remocién y degradacion de colorante ocurre por varios fendmenos: la adsorcion fisica
fibra-colorante, la catélisis de la molécula de IC por la lacasa, y la sinergia de estos dos
(Zhou et al., 2021). Respecto al primer fendmeno, una de las caracteristicas del IC es que
tiene alta solubilidad en agua lo cual permite una concentracion homogénea por toda la
solucion (40 ppm) y por lo tanto acceso a todas las regiones de la fibra, sin embargo, la
estructura quimica del colorante le otorga una carga neta negativa y debido a que la fibra
acumula una carga igual en la superficie, se repelen (Abdelileh et al., 2019), por esta razén

el porcentaje de adsorcion del colorante puede ser bajo.
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Acorde a lo anterior, el resultado de la degradacién se alude en su mayoria a las lacasas
inmovilizadas. La interaccion multipunto entre las lacasas y el soporte, reduce la flexibilidad
conformacional de la lacasa inmovilizada y limita el cambio conformacional, esta es una
ventaja de la inmovilizacion. Respecto a la dosis, la eficiencia de eliminacién de colorante
aumento con la cantidad de dosis de enzima, sin embargo, la una cantidad excesiva de la
lacasa en el soporte puede causar la formacién de acido estérico intermolecular que
conduce al hacinamiento de lacasas y la pérdida de actividad, inhibir la interaccién de
sustratos y productos, e incluso reducir el area de contacto, por lo tanto, la eficiencia de

remocién de IC puede disminuir (Goud et al., 2020).

Se puede agregar un tercer fendmeno que estimula la degradacion, relacionado con el
desprendimiento de las enzimas a causa de la agitacion constante y las débiles uniones
gue existen entre la fibra y el soporte, es decir la enzima libre en contacto con el colorante,
esto no fue determinado, sin embargo, para evaluar la eficiencia de las lacasas, se realizd
un segundo ciclo de degradacién con FViac, con 4 U/mL, el resultado fue de 25.26%z=1,64

a 24 h, que a pesar de ser bajo, es evidencia de la presencia de lacasas sobre la fibra.

Finalmente, se midio el porcentaje de actividad residual que retne la cantidad de enzima
gue queda en el sobrenadante de la inmovilizacion y de los lavados. Para usar la enzima
remanente en otro proceso de inmovilizacién, seria fundamental comprobar que la enzima

es activa y estable en las condiciones de inmovilizacion.
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2.4 Conclusiones

Los pretratamientos sobre la fibra se realizan con el fin de modificar la superficie para
obtener mayor densidad de puntos de contacto con la lacasa y disponer de ellos en la
inmovilizacion. La modificacion de polimeros de origen lignoceluldsico via enzimatica es
mas seguro y beneficioso que los métodos quimicos, debido a la alta especificidad de

reaccion de las enzimas hidroliticas.

Las condiciones de operacion menos nocivas con el ambiente y las transformaciones no
destructivas que se generan en la superficie del polimero permiten aumentar la afinidad de
la fibra tratada enzimaticamente con la enzima lacasa y esto se refleja en un rendimiento

de inmovilizacion del 56.4% con una dosis de 4U/L de lacasa.

Mediante el porcentaje de actividad relativa, se lograron determinar los parametros de
inmovilizacion, esto respecto a la temperatura, pH y tiempo, los cuales garanticen la
estabilidad de la enzima durante el periodo en contacto con la fibra. A 5 °C la enzima puede
conservar su estructura inflexible, con menos interacciones con los residuos de los
aminodcidos, dado el rigen fungico de la enzima el pH de 8 garantiza la estabilidad y 24

horas de tiempo de contacto son suficientes para la inmovilizacion.

Respecto a la degradacién, el mejor porcentaje de degradacién se obtuvo con 6 U/mL de
lacasa inmovilizada en fibra tratada por Viscozyme, ya que en 2 horas se obtuvo el 98.96%,
sin embargo, se eligié6 como la dosis 6ptima 4U/mL, ya que se reduce la inversion de la

enzima y se alcanza un porcentaje del 98.97% en 4 horas.
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3.Mecanismo teorico de remocion del
colorante Indigo Carmin

3.1 Introduccidn

El indigo Carmin (en adelante IC) es un colorante sintético, ampliamente usado en el sector
textil, alimentario, cosmético y de salud, que cuenta entre sus funciones el uso como
indicador rédox en quimica analitica y como indicador de viabilidad celular en biologia
(Chowdhury et al., 2020); sin embargo, el uso mas extendido del IC es el tefiido de jeans

y otros tipos de textiles.

Por otro lado, con relacién a caracteristicas de estructura quimica, el IC se clasifica como
colorante tipo azo, por la presencia del doble enlace en el croméforo denominado indigoide:
éste incluye dos anillos aril con un sistema de electrones deslocalizados (Roshan et al.,
2001), que abren una ruta hacia la eficacia en la reactividad del compuesto gracias a
propiedades quimicas aprovechables en tecnologias de tefiido, tales como indice de color,
capacidad de adherencia y produccion de nuevas moléculas complejas, entre otras
(Zaharia & Suteu, 2012).

Este capitulo expone una revisién bibliografica de las propiedades y las principales
reacciones que desencadenan procesos especificos de remocién del IC, ademés de una
descripcion tedrica de los mecanismos de reaccion que se llevan a cabo con métodos
fisicos, quimicos, electroquimicos, para explicar el fendmeno de remociéon de color
ejecutado por las nanoparticulas de MnO; y por la enzima lacasa, y el analisis de los

principales productos de degradacion del IC.

3.2 Clasificacion de colorantes

Existen mdultiples sistemas de clasificacion de colorantes, la mas general abarca dos tipos:

los naturales y sintéticos; estos ultimos, a nivel quimico se clasifican principalmente por la
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identificacion del cromoforo, molécula en la estructura quimica del colorante con alta
densidad electrénica, que absorbe luz y esta energia se expresa en longitudes de onda
gue caen en el espectro visible, es decir, refleja color (Marras, 2014). los colorantes
sintéticos también se han clasificado respecto a la metodologia de aplicacién y fijacion del
colorante sobre los tejidos, papeles o fibra; en este aspecto, la energia involucrada en las
transiciones electronicas en el momento de la fijacion se relaciona con la estructura
cromogeénica del colorante que ademas del grupo croméforo, comprende el auxocromo y

otros grupos auxiliares, involucrados en la transferencia del color (Gregory, 1990).

Por otro lado, con relacion al tipo de aplicacién y tincion del colorante se han definido
categorias como la coloracion directa, en la cual la tintura se adhiere a las fibras por
interacciones electrostaticas y tiene especial afinidad por las fibras celulésicas. En esta
categoria se incluyen colorantes como Rojo Congo e indigo Carmin Teniendo en cuenta
gue la variedad de fibras es diversa, dentro de esta categoria se incluyen colorantes
acidos, basicos y otros que presentan estructuras con capacidad de adaptarse
paralelamente incluso a fibras proteicas; sin embargo, muchos de ellos pueden tener
limitada resistencia al lavado, por lo que requeriran obligatoriamente de un postratamiento
para su fijacién. Adicionalmente, se puede referir el caso de los colorantes mordentados,
gue carecen de la capacidad de transmitir color a menos que se realice un tratamiento
especifico de sales metdlicas solubles sobre una fibra determinada (como en el caso de
gran parte de extractos de plantas y flores que se utilizan para dar color) (Benkhaya et al.,
2017).

Por otra parte, también se pueden resefiar los colorantes dispersos y transferidos,
colorantes reactivos y tipo VAT o tina, otros clasificados respecto al tipo de reduccion y la
categoria de los pigmentos. Respecto a lo anterior, si se toma en cuenta el proceso de
reduccion, debe recordarse la existencia de colorantes naturales insolubles obtenidos
desde el tratamiento de especies vegetales o animales y que, a pesar de presentarse
inicialmente como soluciones incoloras asociadas con agentes reductores, ofrecen color
tras su aplicacion a las fibras y un proceso de oxidacion (Marras, 2014). Finalmente, la
categoria de pigmentos esta compuesta por minerales insolubles, que en principio no
ofrecen color de manera directa, pero pueden ser utilizados como tinturas tras ser

mezclados con agentes adhesivos, como resinas o diversos tipos de pegamentos liquidos.
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Con relacién a su composicion quimica, los colorantes se agrupan de acuerdo con la
presencia de grupos funcionales especificos responsables de la absorcion, denominados
grupos croméforos; en la Tabla 3-1 se presentan algunos colorantes relacionados con la

estructura quimica del croméforo.

Tabla 3-1. Clasificacién de algunos colorantes segun el croméforo

Cromoforo Estructura quimica Ejemplo colorante
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“

Tripentilmetano

Rojo de fenol

Fuente: Benkhaya et al., 2020

3.3 Caracteristicas del Indigo Carmin

El indigo Carmin, con nomenclatura IUPAC 3,3-dioxo-2,2-bi-indolilideno-5,5-disulfonato
disédico, se presenta como un polvo oscuro producido por sintesis quimica (no es posible
su obtenciéon de manera natural), cuyo uso mas generalizado es el tefiido de materiales
tejidos (Vasco, 2014). Hace parte de los colorantes indigo, derivados de la familia de
colorantes azdicos 0 azo anteriormente mencionada (Tabla 3-1), por la presencia de un
doble enlace en el croméforo denominado indigoide con dos anillos aril y un sistema de

electrones deslocalizados.

Su férmula quimica es C;HgN,Na,0gS,, y cuenta con una masa molecular de 466.301
g/mol; su estructura quimica se expone en la Figura 3-1. Este compuesto ha sido
clasificado como una colorante tina y que se caracteriza por la insolubilidad en agua, por
lo tanto su fijacion se realiza por métodos rédox; y una particularidad de en el proceso de
tefiido con IC, es que no hay una fijacion del 100% por lo tanto se estima que en los
procesos de coloracion de fibras aproximadamente entre el 10 y 50% de los colorantes se

pierde y termina en efluentes (Chequer et al., 2013).

Entre las caracteristicas técnicas del IC se pueden listar su alto punto de fusién (390-392
°C), su poderosa fuerza de cohesion intramolecular, que se indica en la Figura 3-1,
conferida por la presencia de puentes de hidrogeno que otorga al compuesto resistencia a
la solubilidad en agua, pero pierde resistencia ante disolventes como &cido sulfurico

concentrado, cloroformo o nitrobenceno (Vidya Lekshmi et al., 2018).
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Figura 3-1: Estructura quimica del indigo Carmin

La produccion de IC se deriva de una de las tinturas de uso méas extendido a lo largo de la
historia de la humanidad, el indigo Azul, que en principio fue obtenido a partir de diferentes
extractos de plantas (Marras, 2014), mas tarde, la propuesta inicial para su sintesis fue
realizada por Von Baeyer a través de la reaccion que lleva su nombre (Reaccion de
Beayer-Drewson), haciendo uso de o-nitrobenzaldehido, acetona y una mezcla de
hidréxido de sodio, de bario y amonio incluyendo un proceso de hidrélisis, donde se
generan subproductos, que en presencia de oxigeno y luego de una sulfonacién producen

indigo carmin o 5,5'-4cido indigo disulfénico (Fernelius & Renfrew, 1881).

Figura 3-2: Sintesis de indigo Carmin
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Imagen tomada de Quintero et al., (2010), Babak et al., (2016)

3.3.1Usos y aplicaciones

El IC tiene diversos usos a nivel mundial, pero la mayor demanda proviene de la industria
manufacturera para el tefiido de jeans, principalmente por su comercializacion a bajo costo,
pureza y uniformidad; sin embargo, también la industria alimentaria y cosmética usan este

colorante para el desarrollo de diferentes productos (Garcia, 2016). En medicina, en las
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especialidades de gineco obstetricia, las soluciones de IC son generalmente usadas para
detectar filtraciones de fluidos de amoniaco; en urologia, la solucién de IC permite resaltar
algunas areas del tracto urinario por su facilidad de filtrado en la sangre proveniente de los
rifones, permitiendo establecer si hay filtraciones de orina al entrar en contacto con esta

sustancia y tefirla de azul (Craick et al., 2009).

En general, el uso de los colorantes indigoides ha crecido sustancialmente en los ultimos
afios, solamente en la industria alimenticia se consumen entre 40.000 y 50.000 toneladas,
de las cuales el IC representa cerca del 3.7% de la produccion total anual de colorantes
alimenticios (Bernal, 2013). De acuerdo con las cifras de la revista especializada
MarketWatch (2020), la produccion mundial del IC es de 65.000 toneladas por afio
aproximadamente, siendo la industria de la moda el sector con mayor demanda. Los datos
exhiben proyecciones del mercado de IC con tendencia a disminuir en los préximos afios,
debido a la creacién de nuevos colorantes de origen natural con posibilidad de ofrecer
menores efectos nocivos para el medio ambiente frente a las mismas ventajas de

coloracion.

3.4 Mecanismos de remocion del indigo Carmin

Cuando se habla de la reactividad de una molécula, se trata de su capacidad para
reaccionar quimicamente por si sola o0 en compafiia de mas reactivos, liberando energia 'y
generando uno o mas productos, la reaccion ocurre generalmente en la direccién hacia la
produccién de moléculas mas estables, con un nivel de energia menor. Acorde a esto se
desarrollan las rutas para la remocion o degradacion del indigo carmin, que dependen de
diversos factores ambientales, pero principalmente de los sustratos y técnicas que se

empleen en el proceso.

Los métodos de remocién de indigo carmin son diversos y fundamentalmente se clasifican
en: quimicos, fisicos y bhiol6gicos como lo presenta la Figura 3-3. En los primeros, se han
encontrado investigaciones de procesos de oxidacién avanzada y electroquimicos, los
métodos fisicos abarcan filtracion de membrana, el uso de adsorbentes y el intercambio
i6nico; y por su parte algunas enzimas, hongos, algas y bacterias también se han

encargado de la remocion de este colorante por rutas mas verdes.
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Figura 3-3: Clasificacion de métodos de remocién de indigo carmin

* Adsorcion B « Coagulacion,

* Intercambio floculacion
iénico * Procesos de

» Filtracion de Oxidacion
membrana avanzada

» Electroquimicos

Metodos de
remocion —_
Indigo Carmin

Biolégicos

l

« Enzimaticos

+ Fungicos
+ Bacterianos
* Algas

El método que mas encuentra en la literatura es el proceso de oxidacién de IC, donde se
produce isatina y acido sulfoénico isatina como metabolitos tras la escisién del doble enlace
C=C vy la formacion de un grupo carbonilo C=0. En la ultima década, los Procesos
Avanzados de Oxidacion (en adelante PAO) se han posicionado como una opcién eficaz
para degradar compuestos organicos tales como pesticidas, medicamentos y colorantes
sintéticos. La ejecucion de los PAO implica la aplicacién de diversos métodos de
produccién de radicales OH en una solucién acuosa, de manera que esta pueda resultar
altamente efectiva para oxidar materia organica (Ruiz, 2011). Se ha demostrado que los
PAO son eficaces para la destruccién de residuos toxicos y de origen organico, incluyendo
los colorantes, con ventajas de bajos costos, accesibilidad y facilidad para el desarrollo del
proceso (Saylili et al., 2015). En los procesos de oxidacion el mecanismo que opera es la
division de los anillos aromaticos de las moléculas que componen los colorantes (Solis et
al., 2016). Se debe tener en cuenta que los PAO tienen efectos positivos en la remocion
de los tintes, pero pueden conllevar igualmente efectos nocivos como la generacion de
grandes cantidades de lodo, formacion de productos téxicos y altos costos de energia y

guimicos (Vikrant et al., 2018).
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Para las reacciones electroquimicas, los electrones son reactivos principales, son quienes
median la degradacion de las sustancias organicas sin que se presenten residuos
contaminantes; los procesos por los cuales estas reacciones tienen efecto se producen en
dos vias: electrélisis directa y electrdlisis indirecta. En el caso de la electrdlisis directa, la
oxidacion tiene lugar en la superficie del electrodo, la reacciébn quimica se da por
determinadas especies oxidantes generadas por el anodo con fuerte actividad catalitica;
en este caso los factores que influyen en la velocidad de oxidacién son la actividad del
electrodo, la velocidad de difusion de los contaminantes y la densidad de la corriente. Por
el contrario, en la electrélisis indirecta la oxidacion se presenta de manera continua en la
solucion, a través del mediador en la superficie anddica; aqui los factores a tener en cuenta
para la velocidad de la oxidacion seran la temperatura, el pH y la velocidad de difusion de

los oxidantes generados (Gogate & Pandit, 2004).

Por otro lado, las investigaciones con métodos fisicos de degradacion han experimentado
con materiales adsorbentes provenientes de residuos, destacados por su facilidad de
operacion, versatilidad, economia y disefio sencillo, considerados como los posibles
sustitutos del carbén activado, generalmente utilizado para el tratamiento de aguas
contaminadas con colorantes (Torres 2015). Las cascaras de nuez de Brasil se estudiaron
como un bioadsorbente de bajo costo usado para eliminar IC presente en aguas residuales,
el resultado fue que un arreglo estructural poroso lignocelulésico que permite
interrelacionarse con los grupos funcionales del colorante con una adsorciéon de 1.09 mg/g

de IC a temperatura ambiente (De Oliveira et al., 2010).

Existen también algunos microorganismos, como bacterias, algunas algas, pero
principalmente hongos filamentosos que degradan los tintes mas eficazmente que otros
microorganismos debido a la presencia de enzimas lignoliticas, como lacasa y peroxidasa,
implicadas en la degradacion del colorante (Choi, 2021). Los sistemas fangicos son uno

de los tratamientos biol6gicos mas eficientes de los efluentes que contienen colorantes.

A continuacién, en la Tabla 3-2 se retinen algunos métodos hallados en la literatura, que
con éxito llevaron a cabo el proceso de remocion de indigo carmin. En la tabla se hace una
sintesis de los productos y la efectividad de la degradacion segun el tiempo y el porcentaje

de remocioén del colorante.
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Tabla 3-2: Métodos realizados para remocion de indigo Carmin
Método Observaciones Remocioén/tiempo Metabolitos Referencia
Tratamiento Degradacioén ejecutada
biologico or enzima quinona acido H. X. Li et al.
lologico, por enzima qui 87.31% / 15h acdo ( et el
Bacillus sp. deshidrogenasa indolinsulfénico  2015)
MzS10 dependiente de NADPH
Enzimas de
Trametes Se usa micelio liofilizado 100% / 120h aC|d,o fsatlna 5- (Cano et al.,
versicolor en un reactor sulfénico 2011)
liofilizafas
indigo, acido
Dearadacion Se usa un anodo de isatina 5- (Ammar et al
elegtro Uimica diamante dopado de 100% / 120 min sulfénico, acido 2006) v
q boroapH 100 pH 3 oxalicoy
oxamico
. isatina .
Manganeso Fermentacion en estado ’ H. Lietal,
g. . 90.18% / 6h compuestos (
peroxidasa sélido " 2015)
aromaticos
Acido 2,3-dioxo-
1H-indol-5-
Proceso Solucion de indigo ;?;2?;?;;‘(?5_ (Dalmazio et
avanzado de  carmin tratada con H202 100% / 60min
. . sulfo- al., 2007)
Oxidacion y H202/yoduro ”
bencenoacético y
acido 2-amino-5-
sulfo-benzoico
Se usan varios métodos
- de remocién como
Sonolisis + s - . . Solis et al.,
o fotocatalisis, sonolisis, 100% / 6 min Isatina (
0zonizacion o . 2016)
0zonizacion y sistemas
combinados.
Bacteria Condiciones de Isatina, acido (Ramya et al
Paenibacillus  temperaturay ph 100% / 8h sulfénico, acido 2008)y v
larvae optimos de la bacteria antranilico.
Lacasa PSR
extraida de Fermentacion a pH5, ':;'%?}i'sstm (Mishra et al
hongo de por 12 dias agitacion 100% / 12 dias ’ v
descompuesto a 2011)
podredumbre  constante

blanca

acido antranilico
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Tabla 3-2: (Continuacién)

Phormidium Cianobacterias en
autumnale fermentacion en estado  91% / 17 dias
UTEX1580 soélido

Acido antranilico, (Dellamatrice et
isatina al., 2016)

isatina (indol-2,3-

Lacasa de diona), acido (Campos et al
Trametes Uso de mediadores 31% / 24h antranilico (Acido P B

. 2001)
hirsuta 2-

aminobenzoico)
Produccion de

Phanerochaete Manganeso 0 . (H. Lietal.,
Chrysosporium peroxidasas en estado 98.18% /6h Isatina 2015)

solido.

En la tabla anterior se incluyeron algunos métodos biolégicos que, por su parte, han
estimulado la conciencia ambiental y por lo tanto las investigaciones sobre el tefiido y los
tratamientos biolégicos de efluentes contaminados. En los estudios realizados por
Dellamatrice et al., (2016), el crecimiento del lodo de cianobacterias fue lento, los
resultados demostraron que la degradacién del IC solamente es detectable hasta el dia
18, con posibilidad de observar la presencia de dos metabolismos identificados como acido
antranilico e isatina. Cabe resaltar que en el proceso de degradacién del IC el primer paso
es la oxidacion de los enlaces centrales del indigo produciendo como residuo isatina;
posteriormente, el proceso de degradacién puede continuar mediante una hidrolisis y
perdida de grupos carbonilo para producir 4cido antranilico (como se observa en la Figura
3-4). Las cianobacterias Phormidium, mostraron la capacidad de degradar los colorantes
presentes en un efluente textil, por lo que pueden ser utilizadas en un tratamiento terciario
de efluentes con compuestos recalcitrantes, esta es una manera de integrar los

tratamientos bioldgicos a los procesos que se desarrollan con los métodos tradicionales.



Mecanismo teorico de remocion del colorante indigo Carmin 81

Figura 3-4: Degradacion del indigo Carmin a través de phormidium
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Mishra et al., (2011) demostraron la eficiencia de un proceso de remocion de color después
de 12 dias de fermentacion con una lacasa, el tiempo prolongado se relaciona con la
purificacion de la enzima y el aumento de biomasa en el fermentador, la metodologia no
se utiliza ningun tipo de mediador que pueda optimizar el proceso que puede derivar en
una alta inversién. Con respecto a otros mecanismos de accién sobre el colorante indigo
carmin, (H. X. Li et al., 2015) sostienen que existen algunos métodos de reduccion a través
de algunas bacterias Bacillus spp, que tienen la capacidad de reducir el IC como se
observa en la Figura 3-5. Los resultados demostraron que la capacidad de decoloracién
del tinte de Bacillus sp. MZS10 depende de la actividad de la enzima quinona
deshidrogenasa dependiente de NADPH que puede reducir el doble enlace C=C a el doble
enlace C=N. Por lo tanto, se especula que el mecanismo de decoloracion del indigo carmin
con Bacillus sp. MZS10 es un proceso que involucra la reduccion de los dobles enlaces
C=0 y C=C del indigo carmin y la generacion del enlace -CH condujo a la formacion de

acido indolinsulfonico.

Figura 3-5: Mecanismo de degradacién de indigo carmin por reduccion por Bacillus sp.
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Los métodos de degradacién de IC con hongos de podredumbre blanca han inspirado el
uso de residuos como sustratos para la produccion de enzimas. Lietal., (2015 a) evaluaron
la decoloracion de colorantes poliméricos sulfonados utilizando Phanarochaete
Chrysosporium para la produccion de la enzima Manganeso peroxidasa capaz de catalizar
la oxidacion de colorantes, con el fin de minimizar los costos de produccion, usaron como
sustrato residuos de yuca y comprobaron que la fermentacion en estado sélido incrementa
la produccién enzimatica, ya que, al estar sumergida, asemeja el habitat natural de los
hongos. Estas modificaciones en el proceso, brindaron resultados prometedores a la hora
de la degradacién, donde alcanzaron una tasa de decoloracion del 90.18% después de 6
h de incubacion del colorante indigo carmin con la enzima Manganeso peroxidasa. El
mecanismo descrito por los autores inicia cuando los grupos de acido sulfénico y los grupos
amino-aromaticos del IC se oxidan por catalisis de la enzima Manganeso peroxidasa,
luego, el compuesto oxidativo es facilmente atacado por nucleéfilos como las moléculas
de agua. Finalmente, otro paso de oxidacién degrada los productos para formar isatina ya
gue los compuestos fendlicos son oxidados por la extraccion de hidrégeno y finalmente La

isatina se mineraliza.

Otro tipo de biocatalizador frecuentemente utilizado para la decoloracion es la lacasa, que
tiene la capacidad de reaccionar con la molécula de IC. Campos et al., (2001), estudiaron
la produccion de esta enzima a partir de dos hongos de podredumbre blanca, después de
la purificacion, la particularidad de esta investigacion fue que para la degradacién usaron
mediadores redox los cuales se unen a la enzima y optimizaron el tiempo de degradacién
hasta un 30%. Los autores demostraron que el mecanismo de degradacion inicia cuando
la enzima degrada el indigo y produce isatina (indol-2,3-diona) como intermedio, luego este
se descompone en &cido antranilico (acido 2-aminobenzoico) como producto de la
oxidacion final del indigo, este mecanismo se muestra en la Figura 3-6. La gran ventaja de
estas enzimas es que pueden ser aplicables a nivel industrial debido a su alta actividad y
estabilidad, sin embargo, la limitacién critica a gran escala de las lacasas es la necesidad
de produccion y separacion de enzimas de alto rendimiento mientras se mantiene estable

la actividad enzimética.
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Figura 3-6: Mecanismo de degradacién de indigo carmin catalizado por lacasa purificada
del hongo Trametes hirsuta
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En contraste, en los Procesos de Oxidacion Avanzada (POA) los agentes oxidantes actlan
como catalizadores, este modo, el uso y la produccién de radicales libres hidroxil (-OH) va
a aumentar la velocidad de reaccion de diferentes maneras, en comparacion con otros
oxidantes sin presencia de catalizador (Jang & Park, 2014). De hecho, (Dalmazio et al.,
(2007) reportan resultados de la evaluacion de un mecanismo de reaccion para la catélisis
heterogénea del tinte IC con H,O, como agente oxidante catalizada a través de diferentes
complejos metalicos. De acuerdo con los resultados presentados por los autores, este
proceso tuvo efectos positivos en los procesos de degradacién del colorante porque
permitié el rompimiento de los dobles enlaces de carbono C=C, provocando la formacién
de dos moléculas de isatin acido 5-sulfonico. En este sentido, el tinte se mineraliza casi en
su totalidad hasta CO;, liberando ademas iones SO4%, NHs*y NOg". Este proceso se puede

apreciar en la Figura 3-7
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Figura 3-7: Rompimiento de la molécula de indigo Carmin tratada con H202 y H202/yoduro
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Fuente: (Dalmézio et al., (2007)

Los procesos de oxidacion avanzada tipo Fenton, han utilizado un catalizador (Fe?*/Fe®"),
que tiene la capacidad de desasociar el peroxido de hidrogeno (H.O/ Fe?*) a valores de
pH acidos (pH 2-3), promoviendo la produccion de radicales hidroxilos con capacidad de
digerir los compuestos organicos del IC. Desde el punto de vista quimico, las reacciones
de este tipo tienen lugar gracias a una transferencia de electrones entre H.O, y un metal
(por lo general de transicion) que haria las veces de catalizador. El proceso de conversion
del tinte por es una reaccién heterogénea donde se realiza un proceso de difusion de las
moléculas del agente reductor a la superficie de las particulas de tinte, solucién del agente
reductor y reaccién quimica entre el tinte y el agente reductor en la superficie con la
formacion de compuestos leuco. Cabe destacar que el control del proceso de reduccién se
lleva a cabo por la medida del potencial rédox y que la cinética y la termodinamica de la
oxidacion-reduccion pueden ser controladas (Duarte et al., 2018). En la Figura 3-8 se

puede observar el mecanismo de reduccion.



Mecanismo teorico de remocion del colorante indigo Carmin 85

Figura 3-8: Mecanismo de reduccion-oxidacion del tefiido del indigo
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Otro tipo de degradacion del colorante IC es a través de tratamientos fisicos haciendo uso
de métodos de adsorcion que se basan en la afinidad de los tintes por este proceso. En
este punto, es conveniente mencionar las investigaciones de Anjos et al., (2002) y Prado
et al., (2004), que profundizaron en procesos de remocion de IC en biosorbentes y de
procesos entrépicos y entélpicos favorables con estabilidad termodinamica; por el
contrario, la quitina propicié efectos entrépicos desfavorables, debido a que se careci6 de

espontaneidad en los sistemas termodinamicos.

Ahora bien, para ahondar en los objetivos trazados, a continuacién, se presenta una
descripcion tedrica de las reacciones de degradacion para IC que hacen uso de enzima
lacasa y nanoparticulas de éxido de manganeso, profundizando en los mecanismos
objetivo de la presente investigacion y a partir de los cuales se desarrollé la
experimentacion orientada a contrastar su efectividad para la desintegracion de la

molécula del colorante.

3.5 Reaccion de indigo Carmin con enzima lacasa

Las lacasas son enzimas del tipo fenoloxidasas producidas por casi todos los hongos de
pudricién blanca. Poseen cuatro atomos de Cu?* en estado de reposo, por eso se las
denomina también enzimas multicobre oxidasas, una particularidad de es su baja
especificidad al sustrato, lo cual permite que se involucren en la catalisis de diversas

moléculas orgénicas y procesos como la degradacion de colorantes.

El mecanismo de catalisis de las lacasas se observa en la Figura 3-9. La enzima debe

tener un potencial de reduccién ajustado que permita la reducir el Oz a agua. En el proceso
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de oxidacién catalizado por la lacasa, la enzima reacciona con cuatro moléculas de
sustrato, involucrando una transferencia de 4 electrones al oxigeno molecular para
reducirlo a agua. [4RH+02—-4R+2H20] (Castafio Uruefia, 2014). Esta reaccion se realiza
en varios pasos, el primer paso es la reduccién del sustrato reductor por el cobre (Cu?* a
Cu*) en el sitio T1, que es el principal aceptor de electrones, partiendo de la enzima
oxidada. Los electrones extraidos del sustrato reductor se transfieren al sitio trinuclear
T2/T3, lo que resulta en la conversion de la forma en reposo (completamente oxidada) de
la enzima a un estado completamente reducido. Se requiere una oxidacién 4e- sucesiva

(a partir de cuatro moléculas de sustrato) para reducir completamente la enzima.

La molécula de dioxigeno se une primero al sitio T2/T3 y dos electrones se transfieren
rapidamente desde los cobres T3, lo que da como resultado la formacién de un peréxido
intermedio y se forman puentes de perdxido entre los sitios de cobre T3 oxidado y T2
reducido, seguido de una rapida transferencia 1e— desde T1. El peréxido intermedio se
descompone en un radical oxi y sufre una escision reductora 2e— del enlace O-O con la
liberacion de una molécula de agua. Este intermediario se ve afectado por la transferencia
final de electrones del cobre T2 y se acelera con la disminucion del pH, con la protonacién
de un residuo de acido carboxilico cerca del sitio activo (Wong, 2009). En el tltimo paso,
los cuatro centros de cobre se oxidan y se libera O?~ como una segunda molécula de agua.
La reoxidacion del cobre T2 se correlaciona con la descomposicion del intermediario en el
gue se libera la primera molécula de agua y la segunda molécula de agua permanece unida

e intercambiada lentamente con la solucion donde se encuentra la enzima.
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Figura 3-9: Ciclo catalitico de la lacasa
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Fuente: Imagen modificada de (Jones & Solomon, 2015), (Wong, 2009)

Se debe tener en cuenta que algunas de estas reacciones pueden estar acompafadas de
compuestos denominados mediadores, el objetivo de incluirlos en la reaccién es
incrementar el potencial redox, lo cual podria optimizar la reaccién con el colorante. Ente
ellos se destacan compuestos aromaticos como como ABTS (acido 2,2-azino-bis 3-
etillbenzotiazolin-6-sulfonico), HBT (N, N’ bis-(1H-tetrazol-5-il)-hidrazina) y siringaldazina.
Es relevante mencionar que el resultado del uso de mediadores, estard directamente

relacionado con su concentracion en la solucion.

Concretamente, para el proceso de degradacion del tinte IC con el uso de lacasa, como se
menciona anteriormente, se requiere la extraccion gradual de 4 electrones de la molécula
de indigo carmin. Campos et al., (2001) sostienen que la transformacion se puede llevar a
cabo gracias a la transferencia de electrones de la lacasa para obtener isatina, para
producir por descarboxilacion un acido antranilico como producto estable final de
oxidacion. En ese orden de ideas, la degradacion procede via deshidroindigo como

reaccion intermedia, a continuacioén, en la Figura 3-10 se describen los pasos.
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Figura 3-10: Posible ruta de degradacion oxidativa para el tinte indigo Carmin catalizada
por la lacasa

o so? La enzima parte de su estado oxidado,

se requiere la extraccion gradual de 4

O - G electrones de la molécula de indigo

50° R carmin , en este primer paso se
o involucran 2e-. Los cuales atacan a los

grupos axiales del croméforo. La

molécula que se genera en este paso es
2H 200 un intermediario inestable.

La molécula dehidrorindigo puede ser
facilmente atacada por nucledfilos
como H,0, proveniente del solvente, lo
cual conduce a una incorporacion de
dtomos de O, en los productos de
descomposiciéon. En  este paso el
H,0 cromoforo sigue intacto, por lo tanto
no hay remocién de color

S0

Dehidroindigo

La lacasa participa en este segundo
paso, dado que se necesitan 4e- en
21 pIaT total para reducir el 02 a H20

-2e 20

lsatina Ruptura del cromodforo en dos
moléculas de isatina o &cido isatin
sulfénico por la presencia del grupo

O O sulfuro.

y s+ N

Acido |satin Sulfdnico
A partir de aqui, se continua la
degradacién hidrolitica sin mediacién
de la lacasa

2H,0

Se genera acido isatico, que es poco
estable, por lo tanto se descompone
por medio de una descarboxilacion
espontanea y genera otro producto de
o) la degradacién que es acido antranilico.

CH

NH-

Acido antranilico

Fuente: Imagen modificada de Choi, (2021), Campos et al., (2001)



Mecanismo teorico de remocion del colorante indigo Carmin 89

En la Figura 3-10, es esencial mencionar que los estudios realizados por Choi, (2021),
Campos et al., (2001) analizan la ruta de degradacion del indigo y a pesar de la similitud
con la molécula de indigo Carmin, el compuesto sulfonado que acompafia a esta puede
tener incidencia en los productos finales de degradacion. Por esta razon, es que a partir
de la ruptura del enlace C=C, se hace la distincion de dos productos; Isatina producto de
la desulfonacion de la molécula de Indigo Carmin y &acido Isatin sulfénico. Dado que el
mecanismo es tedrico, dicha desulfonacion no se puede comprobar, sin embargo Goud et
al.,(2020), demuestran mecanismos sobre colorantes azo catalizados por lacasas, donde
ademas de la desulfonacion también hay una desaminacion catalizada por las lacasas. En
este sentido, Acido isatin sulfénico, isatina y acido antranilico serian los posibles productos

de degradacién de IC catalizada por lacasa.

La isatina y sus derivados como el 4cido isatin sulfénico han sido productos de interés ya
que exhiben un amplio espectro de actividades biolégicas (H. Li et al., 2014). La seccién
3.3.1 menciona los mdltiples usos de indigo carmin, entre ellos el uso en la medicina, si
bien en este estudio, el objetivo es degradar el colorante principalmente por las
consecuencias medioambientales de las descargas en los cuerpos hidricos naturales,
también se resalta la funcién del IC en la medicina, ya que permite colorear algunas areas
del cuerpo de interés clinico (Craick et al., 2009), por eso, la sintesis del colorante partiendo
del &cido antranilico puede cerrar este ciclo mediante la reacciéon de Heumann usando el

acido antranilico como precursor (Stasiak et al., 2014).

Los resultados del presente estudio sugieren un enfoque biolégico potencial para la
produccién de acido isatin sulfénico y de isatina. Sin embargo, este acido es un metabolito
intermedio mas que un producto final en el proceso de decoloracion del indigo carmin con
lacasa (H. Li et al., 2014). Por lo tanto, la biotransformacion del acido indolinsulfénico en

productos finales debe investigarse mas en el futuro.

3.6 Reaccion de indigo Carmin con nanoparticulas de
oxido de manganeso

El 6xido de manganeso (MnO;) se ha identificado como un eficiente catalizador con

facultad para degradar completamente pequefias concentraciones de IC (Vidya Lekshmi
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et al., 2018). Para los autores, los efectos del MnO; tienen un efecto muy positivo en el IC
cuando las concentraciones de este tinte estdn en el rango de 10-60 mg/L, lo que
significaria que el efecto que tiene este componente es altamente positivo con bajas

concentraciones, pero comienza a reducirse cuando la concentracién aumenta.

En la Figura 3-11, se detalla la posible ruta de degradacién del colorante basado en las
investigaciones realizadas por Chacon et al., (2013), los autores exponen estos productos
con respecto a las observaciones obtenidas en el analisis de ionizacion por electrospray
con espectrometria de masas la cantidad de concentracion de colorante es un elemento
esencial para la efectividad de las nanoparticulas de MnO- en la degradacion del IC. Sin
embargo, en el capitulo 1 se concluye que es importante tener en cuenta otras variables,
tales como el procedimiento de la catalizacién, el pH, la reaccién de volumen, la frecuencia
del ultrasonido utilizado, ya que son pardmetros que igualmente podrian impactar en la

efectividad del proceso y los productos (Vidya Lekshmi et al., 2018),

Figura 3-11: Posible ruta de degradacion de indigo Carmin usando MnO-
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Se debe tener en cuenta que los efectos de los aniones en los procesos de degradacion
del IC varian desde la inhibicién (PO,*, COs?, HCOg3), pasando por la no generacion de
efectos (S04, CI) o incluso la mejoria (NO3z", CH3;COO") en el proceso de degradacion de
acuerdo con las condiciones de la reaccion y la naturaleza de la intensidad de las
interacciones (Vidya Lekshmi et al., 2018).

3.7 Comparacion de dos metodologias de remocién del
indigo carmin

Para concluir el capitulo, en la Tabla 3-3 se realiza una comparacion de las dos
metodologias de remocién del colorante indigo carmin desarrolladas en esta investigacion.

Este compilado expone ventajas y desventajas que se recopilaron durante todo el proyecto.

Tabla 3-3. Caracteristicas generales de la remocion de IC con nanoparticulas de MnO-
sobre fibras de platano y con lacasa inmovilizada sobre fibra de platano.

Ventajas Desventajas

El permanganato de potasio se usa
como precursor para la sintesis de
las nanoparticulas de MnOg,
aunque la concentracion no es alta
(50ppm), luego de la sintesis se
debe descartar el reactivo quimico
excedente.

La el porcentaje de remocion del
colorante fue alto, 98%

El tiempo de reaccién para la ruptura
Nanoparticulas | del croméforo y por lo tanto la remocion
MnO: del color es rapida, se logré en 5 min.

La sintesis de nanoparticulas se
lleva a cabo por efecto de la
cavitacion generada en un
ultrasonido, lo cual puede traducirse
en un gasto energético alto.

Es posible reutilizar la fibra con las
nanoparticulas para realizar hasta 10
ciclos de remocion de IC.

El mayor porcentaje de degradacion

El mayor porcentaje de degradacion de se logré en 2 horas.

indigo carmin fue de 98%

El proceso de inmovilizacion por
adsorcion lleva a cabo 24 horas a
una temperatura de 5°C, lo cual se
traduce en un gasto energético.

La descarga quimica de los reactivos
utilizados es y el buffer acetato se
neutraliza para la descarga.

Enzima
Lacasa

Al ser un biocatalizador, la lacasa que

Esta metodologia uede
no se une al soporte puede descartada g b

incrementar los gastos, ya que
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o] reutilizada sin mayores | requiere una inversibn para la
consecuencias medioambientales. compra de la enzima Ecofade LT
100.

Debido a que las interacciones
entre lacasa-fibra son débiles, no es
viable reutilizar el sistema de
inmovilizacién en posteriores ciclos
de remocion.
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Conclusiones

El colorante indigo carmin ha sido ampliamente usado por diversas industrias,
principalmente el sector textil y de alimentos, también en medicina se aprovechan sus
propiedades para hacer seguimiento a enfermedades. El incremento del uso a nivel
mundial ha dilatado una problematica ambiental relacionada con las descargas del
colorante, ya que un porcentaje del tinte no se fija y se descarta. Para contrarrestar los
efectos nocivos que acarrean las descargas en los efluentes hidricos, se han dispuesto

investigaciones con métodos de remocion.

Existen métodos quimicos, fisicos y biol6gicos que se han implementado para la
degradacién o remocién del indigo carmin. Los procesos mas conocidos son los quimicos
a través de la oxidacion, estos representan costos elevados, ya que limitaciones como la
generacion de lodos, alto gasto de energia y generacion de residuos toxicos, incrementan
el presupuesto para el uso a nivel industrial. Frente a los mecanismos tradicionales de
degradacién, se han posicionado las técnicas que hacen uso de hongos de pudricién
blanca que producen enzimas extracelulares como lacasas y manganeso peroxidasas que
puede degradar los compuestos de estructura polifendlica como la de los colorantes
sintéticos, y puede considerarse una alternativa potencial para el tratamiento de aguas
residuales contaminadas por el indigo carmin y los procesos de decoloracion, evitando asi

el uso sistematico de algunos quimicos.

Luego de identificar las posibles rutas de degradacion que sigue el colorante con las
nanoparticulas y con las lacasas, se identificaron los productos finales del mecanismo
tedrico. Al ser una oxidacién en ambos casos, se detectaron segun la literatura productos
similares, los cuales fueron &cido isatin sulfénico e isatina, estas moléculas han
demostrado su uso potencial como materia prima para antibiéticos como la penicilina,

productos farmacéuticos, saborizantes, herbicidas, y otros compuestos quimicos.
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4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

El uso de fibras naturales es una alternativa factible para generar un costo agregado en
los residuos poscosecha del platano, ya que provienen del pseudotallo. Esta investigacion
proporciond un tratamiento enzimatico con el uso de Viscozyme L al material vegetal, que
demostré una modificacion en la superficie de la fibra donde se observo el desprendimiento
de laminas superficiales del material vegetal, gracias efecto hidrolitico. Esto favorecio la
viabilidad de la fibra para usarla esta fibra como soporte para las nanoparticuas de MnO-

y para la inmovilizacion de la lacasa.

Por su parte, el interés de esta investigacion hacia el enfoque en los colorantes y
principalmente en indigo carmin se basa en la conceptualizacion algunas particularidades
de este tinte como el uso en diversas industrias, pero particularmente demandado para la
manufactura textil de blue jeans y demas productos de denim azul. Asi también, se logré
recopilar informacién de los multiples esfuerzos que se han realizado para sobrellevar la
contaminaciéon que acarrea la mala disposicion de este colorante, concluyendo que los dos
métodos propuestos cumplen con la meta de la degradacion, sin embargo, si se habla de
efectividad, las fibras tratadas enzimaticamente junto con las nanoparticulas de MnO_ son
una gran herramienta para los proceso de remocién, ya que ademas de lograr una
degradacioén total del indigo carmin en 5 minutos, también permiten la reutilizacion del
material por varios ciclos de degradacion, lo cual permite tener expectativas hacia la

elaboracion de filtros elaborados con este material.

Investigar sobre el mecanismo que conduce a la degradacion del indigo carmin, fue
fundamental, ya que el objeto de esta tesis es determinar el efecto de dos metodologias
de remocién que se perciben principalmente desde el costo econémico y ambiental, con
esto en mente, identificar los productos de degradacién brinda una nocién sobre la
toxicidad de las moléculas que deja la descomposicion del indigo carmin, que pueden

involucrarse como materia prima en otros ciclos productivos.
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4.2 Recomendaciones

La inmovilizacién de la enzima lacasa por adsorcion sobre fibras de platano pretratadas,
cumple el objetivo de la degradacion completa de la molécula indigo carmin y luego de
identificar los mejores parametros para la estabilidad de la enzima, se podria investigar
otro tipo de métodos de inmovilizacion con el uso por ejemplo de agentes entrecruzantes

gue permitan uniones mas fuertes con la fibra.

Para optimizar el tiempo de degradaciéon del colorante, que cataliza la enzima lacasa, se
puede usar mediadores naturales, que sean acordes con el enfoque bio de esta

investigacion.

Las nanoparticulas soportadas sobre la fibra de platano ofrecen una perspectiva hacia el

desarrollo de filtros para la degradacién de colorantes.
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