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Resumen 

 

Inmovilización de una cloroperoxidasa en arcillas modificadas con TiO2 y 

ZrO2 y su efecto en la degradación de sulfametoxazol 

Karla Yareli Guerrero Muñoz 

 

El sulfametoxazol es considerado un contaminante emergente que representa un 

problema para el ambiente y para la salud humana. Para remediar los diversos 

problemas causados por la presencia de antibióticos en el ambiente, y 

específicamente del sulfametoxazol en ambientes acuáticos, es urgente emplear 

métodos de remoción efectivos, accesibles y ambientalmente respetuosos. Una 

alternativa atractiva por cumplir con estos requisitos son los procesos catalizados 

por enzimas, que cada día son más numerosos debido a que presentan ventajas 

sobre los tratamientos convencionales, aunque también presentan inconvenientes, 

entre los cuales destaca su baja estabilidad operacional, causando que este tipo de 

procesos biotecnológicos no sea rentable. Sin embargo, con la inmovilización en 

soportes orgánicos, inorgánicos o híbridos se ha podido superar estos 

inconvenientes. El objetivo de este proyecto es la degradación eficiente del 

sulfametoxazol mediante un proceso biotecnológico basado en la degradación 

enzimática utilizando a la cloroperoxidasa inmovilizada en soportes inorgánicos. 

En este proyecto, se ensayó la degradación del sulfametoxazol mediante una 

cloroperoxidasa proveniente del hongo Caldariomyces fumago, inmovilizada en 

arcillas esmécticas modificadas con óxido de titanio (TiO2) y óxido de circonio 

(ZrO2), ya que las arcillas naturales y sus diversas presentaciones modificadas han 

demostrado ser buenos catalizadores de varias reacciones químicas. Se evaluó la 

capacidad de la cloroperoxidasa de degradar el sulfametoxazol en diferentes 

condiciones de pH y temperatura, tanto en su forma libre como inmovilizada en 

ambas arcillas, mediante técnicas de espectroscopia de fluorescencia y se encontró 

que la inmovilización no afecta el pH o la temperatura óptima de la enzima 

inmovilizada. Sin embargo, le confiere estabilidad ante el efecto temperaturas altas. 
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Además, se realizaron ensayos en los que se reutilizó la cloroperoxidasa libre e 

inmovilizada para evaluar si la inmovilización prolonga la vida útil de la enzima y se 

encontró que el resultado es diferente en cada soporte. El soporte que mostró 

mejores resultados fue la arcilla modificada con óxido de circonio, siendo posible 

reutilizar la enzima inmovilizada en este soporte hasta por 6 ciclos. 
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Introducción 

 

La conservación de los recursos naturales es actualmente una necesidad para la 

sociedad, sin un manejo adecuado de éstos, los ecosistemas se ven afectados y la 

vida en la Tierra comprometida. Por esta razón en las últimas décadas ha 

aumentado la preocupación por la contaminación ambiental, reconocido como un 

problema a escala global, el cual adquiere cada vez mayor importancia debido 

principalmente a que afecta directa e indirectamente a los ecosistemas y a la salud 

humana. Como consecuencia, en todo el mundo se han establecido y mejorado 

protocolos (leyes, normas o reglamentos) para la protección del ambiente. Sin 

embargo, existen sustancias de distinto origen y naturaleza química derivadas de 

las actividades humanas que no están reguladas en estos protocolos y que tienen 

un efecto negativo en el ambiente, por lo que, en los últimos años han cobrado 

importancia y son denominados “contaminantes emergentes”.  

 

Entre las características más relevantes de los contaminantes emergentes se puede 

mencionar que su introducción en el ambiente es continua, no están regulados en 

las normas y pueden causar efectos adversos a muy bajas concentraciones, 

además los tratamientos convencionales de eliminación de contaminantes no 

resultan efectivos. Entre estos contaminantes destacan: plaguicidas, fármacos, 

surfactantes, aditivos y productos de cuidado personal. Estos contaminantes y sus 

metabolitos se han encontrado en diversos entornos acuáticos de todo el mundo 

(NORMAN, 2016). En México durante las últimas décadas se han encontrado 

contaminantes emergentes en aguas superficiales (Robledo et al., 2017). 

 

Uno de los grupos representantes de estos contaminantes son los fármacos, que 

incluyen varias clases de productos químicos usados para tratar enfermedades 

humanas y animales, y mejorar la calidad de vida. De entre estos productos, el caso 

particular de los antibióticos ha adquirido importancia, debido a su uso elevado e 

incontrolado y a que su presencia en el ambiente conlleva a un aumento en la 

resistencia antibiótica de las comunidades bacterianas, la cual es una de las 
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principales preocupaciones debido a que en los últimos años las tasas de 

resistencia a antibióticos han aumentado y como consecuencia se ha dificultado el 

tratamiento de diversas enfermedades (Benavides-Plascencia et al., 2005). Por lo 

anterior, la eliminación de antibióticos es de suma importancia para la salud pública 

y la conservación del ambiente. El problema de la resistencia a antibióticos en 

México ha sido estudiado y se han detectado varias cepas resistentes a diferentes 

antibióticos, uno de ellos es el sulfametoxazol (Benavides-Plascencia et al., 2005). 

Por sus características, este antibiótico es considerado prioritario para ser eliminado 

de los diversos compartimentos ambientales tanto en México (CONAGUA, 2015) 

como en el mundo (NORMAN, 2016). 

 

El sulfametoxazol es un antibiótico bacteriostático perteneciente a la familia de las 

sulfonamidas, después de los antibióticos β-lactámicos, las sulfonamidas son el 

grupo de antibióticos más utilizado en la mayoría de los países (Larcher & Yargeau, 

2012) y es descargado continuamente en ambientes acuáticos. Es un contaminante 

recalcitrante, comúnmente presente en cuerpos de agua, su persistencia en 

ambientes acuáticos es causada por sus propiedades fisicoquímicas, 

específicamente su hidrosolubilidad. Las concentraciones en las que se ha 

encontrado este compuesto en aguas superficiales y residuales son suficientes para 

tener un efecto mutagénico y fitotóxico, además de reducir la actividad y diversidad 

microbiana (Herzog et al., 2010; Larcher & Yargeau 2012). Además de los efectos 

negativos en el ambiente, recientemente se han reportado casos de resistencia al 

sulfametoxazol en bacterias patógenas humanas y animales. 

 

Para remediar los diversos problemas causados por la presencia de antibióticos en 

el ambiente, y específicamente del sulfametoxazol en ambientes acuáticos, es 

urgente emplear métodos de remoción efectivos, accesibles y ambientalmente 

respetuosos. Una alternativa atractiva por cumplir con estos requisitos es la 

degradación enzimática. Los procesos catalizados por enzimas son cada día más 

numerosos debido a que presentan ventajas sobre los tratamientos convencionales 

entre los cuales se puede mencionar especificidad de sustrato y gran actividad 
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catalítica, además de ser una alternativa amigable con el ambiente en comparación 

con los procesos de oxidación avanzada (AOP), que se emplean comúnmente en 

la degradación de sulfametoxazol.  

 

Entre los inconvenientes que las enzimas presentan en un proceso de 

biorremediación es que carecen de estabilidad, aunado a eso, su separación 

después de la biocatálisis es complicada debido a su solubilidad, por lo que no se 

pueden reutilizar, causando que este tipo de procesos biotecnológicos no sean 

rentables. Sin embargo, la inmovilización de enzimas en soportes sólidos ha 

permitido superar estos inconvenientes. La inmovilización de enzimas es un 

proceso que da lugar a formas insolubles que mantienen su actividad catalítica y 

que pueden ser reutilizadas repetidamente (Gaffney et al., 2012).  

 

En el presente trabajo se planteó ensayar la oxidación de sulfametoxazol mediante 

la cloroperoxidasa del hongo Caldariomyces fumago. Con el propósito de 

incrementar la estabilidad enzimática y la capacidad de reutilización de la 

cloroperoxidasa, esta enzima fue inmovilizada en arcillas esmécticas (K10) 

modificadas con óxido de titanio (TiO2) y óxido de circonio (ZrO2), proporcionadas 

por el Dr. Gustavo Rangel Porras de la Universidad de Guanajuato, ya que estas 

arcillas tanto en sus formas naturales como en sus diversas presentaciones 

modificadas han demostrado ser buenos catalizadores sólidos de varias reacciones 

químicas. En el presente trabajo, se ensayó la capacidad de la cloroperoxidasa libre 

e inmovilizada para oxidar sulfametoxazol en diferentes condiciones de pH y 

temperatura y después de varios ciclos de reutilización. 
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Justificación 

 

Por sus efectos negativos para el ambiente y la salud humana, la contaminación por 

antibióticos es un problema prioritario en la actualidad. Debido a que el 

sulfametoxazol es uno de los representantes de este grupo, diversos procesos de 

degradación tanto físicos, como químicos y biológicos han sido estudiados y 

mejorados con el propósito de eliminarlo; no obstante, estos procesos tienen un 

costo muy elevado y en algunos casos, dichos procesos pueden generar productos 

tan o incluso más dañinos que los compuestos originales. Por lo tanto, es necesario 

implementar y mejorar procesos biotecnológicos de degradación que sean de bajo 

costo, escaso consumo de energía, fácil manejo y amigables con el ambiente.  

Con este enfoque, los microorganismos y sus metabolitos son clave para 

transformar los contaminantes, sin embargo, el uso directo de los microorganismos 

resulta complicado por requerirse una cantidad considerable de biomasa, largos 

tiempos de reacción y suministros constantes de nutrientes y de aireación. Además, 

la actividad antibiótica del sulfametoxazol podría inhibir el crecimiento de los 

microorganismos empleados para degradarlo. Debido a esto, la tecnología basada 

en enzimas específicas es una herramienta prometedora. A pesar de su elevada 

especificidad y seguridad ambiental las enzimas no son ampliamente utilizadas por 

los diversos inconvenientes que surgen de su implementación en un proceso. Sin 

embargo, con la inmovilización enzimática se han podido superar estos 

inconvenientes, convirtiendo a la inmovilización enzimática en una tecnología ideal 

para la degradación de sulfametoxazol, por lo cual el objetivo de este trabajo es 

evaluar cómo esta alternativa biotecnológica se ve afectada por el proceso de 

inmovilización y su posterior evaluación a diversas condiciones de pH y 

temperatura.  
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Marco teórico 

 

Contaminantes emergentes 

En los últimos años la investigación sobre los posibles efectos adversos de 

sustancias químicas sintéticas producidas por industrias y utilizadas ampliamente 

por la población mundial ha cobrado importancia (Bilal et al., 2017). Algunos 

ejemplos de estas sustancias químicas sintéticas son fármacos, ingredientes de los 

productos de cuidado personal, aditivos, surfactantes, antisépticos, pesticidas, 

retardadores de llama y hormonas (Herrera 2016; Chopra & Kumar 2018) entre 

otros. Estas sustancias corresponden a los contaminantes denominados 

“emergentes” o “de interés emergente”, conceptos que generalmente se usan para 

referirse a compuestos químicos no regulados y que tienen el potencial de causar 

un efecto negativo en el ambiente. Se ha detectado la incidencia de estos 

compuestos y sus metabolitos en diversos compartimentos ambientales por lo que 

están dejando de pasar inadvertidos, como consecuencia actualmente se ha 

aumentado la investigación enfocada a mejorar métodos analíticos para su 

detección (Berlioz-Barbier et al., 2014). Sin embargo, aún no hay datos suficientes 

para evaluar el riesgo que estos compuestos representan para los ecosistemas, y 

“de las más de 100 millones de sustancias químicas registradas actualmente en las 

bases de datos mundiales, sólo un 0.03% están reguladas” (Castro-Pastrana et al., 

2015). 

 

Entre las características más relevantes de estos contaminantes se puede 

mencionar que su introducción en el ambiente es continua y pueden causar efectos 

adversos, como por ejemplo disrupción endocrina, inmunotoxicidad y 

carcinogénesis (Sánchez & Egea 2018) en muy bajas concentraciones, esto puede 

ocurrir de forma aguda o crónica, afectando la salud humana y los ecosistemas. No 

obstante, los tratamientos de desechos sólidos o aguas residuales convencionales 

no están diseñados para eliminarlos (Chun et al., 2014) por lo que se requieren 

alternativas eficientes, económicas y con el mínimo impacto ambiental. 
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Fármacos 

Los fármacos incluyen varias clases de productos químicos orgánicos que de forma 

general se usan para tratar enfermedades humanas y animales, y mejorar la calidad 

de vida. Sin embargo, el elevado uso de estos productos y su  eliminación 

inadecuada ha causado que, en los últimos años los fármacos y sus metabolitos se 

hayan acumulado y encontrado a niveles traza en aguas residuales, ríos, aguas 

subterráneas y algunos suelos alrededor del mundo (Figura 1) e incluso se han 

encontrado  en agua potable (Hussain et al., 2015). 

 

Figura 1. Número de fármacos detectados en aguas superficiales, aguas 

subterráneas, de grifo o para beber. Tomado de T. Beek et al., (2016) 

 

El agua pasa por una serie de etapas para estar en constante circulación y 

transformación, este proceso es denominado ciclo del agua y la principal vía de 

entrada de los contaminantes a este ciclo son las aguas residuales (Giraldo et al., 

2004). Los productos farmacéuticos no son la excepción, las principales vías 

mediante las cuales estos compuestos químicos ingresan al ambiente son las aguas 

residuales tanto de áreas urbanas como de áreas industriales (Varjani & 

Chaithanya, 2018). En la base de datos NORMAN se ha reportado la presencia 

de productos farmacéuticos principalmente en aguas superficiales (47% del total 

de entradas de la base de datos) y aguas residuales (40% del total de entradas 
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de la base de datos), y en 71 países alrededor del mundo, al menos una 

sustancia farmacéutica fue reportada fuera del límite permisible (NORMAN 2016) 

 

Antibióticos 

El caso particular de los antibióticos como contaminantes emergentes ha adquirido 

importancia, debido a su elevado e incontrolado uso, y a que su presencia en el 

ambiente conlleva a aumentar la resistencia bacteriana a los antibióticos  (Oh et al., 

2017; Yan et al., 2012). Adicionalmente modifican la diversidad de las comunidades 

bacterianas alterando así sus funciones naturales, un ejemplo de esto se presenta 

en los procesos de recambio de nitrógeno, que se ven negativamente influenciados 

en presencia de antibióticos, exceptuando la nitrificación (Kotzerke et al., 2008).  

 

Los antibióticos liberados al ambiente y las condiciones en las plantas de 

tratamiento de aguas residuales proporcionan condiciones óptimas para el 

desarrollo de bacterias resistentes a antibióticos y para la transferencia de genes de 

resistencia a antibióticos, aumentando así la resistencia a múltiples fármacos en las 

comunidades bacterianas (Nnadozie et al., 2017). 

 

 

Sulfametoxazol  

El sulfametoxazol (4-amino- N- (5-metilisoxazol-3-il) -bencenosulfonamida es un 

antibiótico bacteriostático perteneciente a la familia de las sulfonamidas (Sági et al., 

2014), su mecanismo de acción consiste en inhibir competitivamente la enzima 

dihidropteroato sintasa (DHPS), por ser análogos estructurales del p- 

aminobenzoico (PABA), enzima clave en la ruta biosintética del folato  (Miert et al., 

1994). Una de las principales reacciones dependientes del folato es la síntesis de 

purinas por lo tanto al bloquear la síntesis de este compuesto se logra inhibir la 

división celular y asimismo el crecimiento bacteriano (Matthews, 1996). Después de 

los antibióticos β-lactámicos, las sulfonamidas son el grupo más utilizado de 
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antibióticos en la mayoría de los países (Larcher & Yargeau, 2012). Es 

popularmente prescrito y consumido para tratar infecciones bacterianas en vías 

urinarias y bronquios en humanos, además de que es usado en acuicultura y 

ganadería, en este último caso incluso es comúnmente usado como suplemento 

alimenticio (Fang-fang et al., 2012; Sági et al., 2014) todo esto causa que el 

sulfametoxazol sea descargado continuamente en ambientes acuáticos. 

El sulfametoxazol es un contaminante acuoso recalcitrante, su amplia presencia en 

ambientes acuáticos es causada por sus propiedades fisicoquímicas, 

específicamente su hidrosolubilidad (Dirany et al., 2011). Este tipo de compuestos 

no son eliminados de las aguas residuales tratadas mediante las plantas de 

tratamiento de aguas residuales (PTAR), además su presencia podría reducir la 

actividad microbiana en los lodos activados de las PTAR, y por tanto su eliminación 

mediante este tratamiento biológico se ve impedida y como consecuencia el 

sulfametoxazol se ha encontrado en aguas residuales, superficiales y potables 

(Bartelt-hunt et al., 2009; Benotti et al., 2009). Las concentraciones en las que se ha 

encontrado este compuesto en aguas residuales (1.25 mg/L) (Choubert et al., 2009) 

son suficientes para tener un efecto mutagénico y fitotóxico en algunas algas, pulgas 

de agua, crustáceos y bacterias (Isidori et al., 2005), además de reducir la actividad 

y la diversidad microbiana  (Larcher & Yargeau 2012; Miert et al., 1994). Aunado a 

dichos efectos negativos en el ambiente, recientemente se han reportado casos de 

resistencia al sulfametoxazol en bacterias patógenas que comúnmente causan 

enfermedades en seres humanos y animales como Escherichia coli, (Luo et al., 

2016;  Zhang et al., 2015; Meguenni et al., 2015) Staphylococcus aureus, (Coelho 

et al., 2017) y Salmonella spp (Souto et al., 2017) en diversas partes del mundo, 

incluyendo México (Ramírez-Castillo et al., 2018). Estas bacterias han desarrollado 

mecanismos de resistencia a sulfonamidas basados en cambios cromosómicos o 

plasmídicos, en el caso de los cromosómicos hay mutaciones en el gen polP, que 

codifica para la enzima dihidropteroato sintetasa, dando como resultado una menor 

afinidad entre la enzima blanco y el antibiótico. En el caso de los plasmídicos, se 

incorporan los genes sul que codifican enzimas alternativas que no se ven afectadas 
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por las sulfonamidas (Trobos et al., 2009). Como consecuencia, el tratamiento de 

diversas enfermedades que afectan seres humanos y animales se ha complicado. 

 

Diversas tecnologías se han estudiado y mejorado con la finalidad de eliminar este 

antibiótico del ambiente, principalmente procesos de oxidación avanzada (AOP) 

como ozonización, ozono-peróxido de hidrógeno, electro-Fenton, Fenton y procesos 

fotocatalíticos (González et al., 2007; Beltrán et al., 2009; Lin et al., 2009; Nasuhoglu 

et al., 2011). Sin embargo, estos procesos tienen desventajas por requerir una gran 

cantidad de energía o compuestos químicos, lo que tiene como consecuencia un 

elevado costo. Los tratamientos biológicos surgen como una alternativa por su bajo 

costo, menor consumo de energía, fácil manejo y seguridad ambiental (Kılıç et al., 

2016). 

 

Biorremediación 

Ciertos organismos como plantas, hongos y bacterias pueden utilizar contaminantes 

como fuentes de carbono o aceptores de electrones, esto se consigue a través de 

los procesos metabólicos que llevan a cabo, ya que poseen ciertas enzimas y vías 

metabólicas que permiten degradar o mineralizar contaminantes, ese es el principio 

de la biorremediación (Hawumba et al., 2010), que se define como el proceso 

mediante el cual se realiza la eliminación o degradación de contaminantes del 

ambiente mediante el uso de sistemas biológicos o sus derivados (Yesilada, et al., 

2018), su aplicación como tecnología surge por la necesidad de remediar los daños 

ambientales causados por la contaminación (Cepoi & Zinicovscaia, 2016). Estos 

procesos se presentan como una tecnología prometedora por tener ventajas sobre 

las tecnologías tradicionales como lo son la reducción de los costos, una menor 

intrusión en el lugar contaminado y que los productos derivados del contaminante 

suelen ser menos tóxicos (Bour, 2016).  

Los microorganismos son clave para transformar los contaminantes, sin embargo el 

uso directo de los microorganismos resulta complicado por requerir una cantidad 

considerable de biomasa, largos tiempos de reacción para alcanzar niveles 

satisfactorios de degradación, además de suministros constantes de nutrientes y de 
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aireación, por esta razón, la tecnología basada en enzimas específicas de origen 

microbiano surge como una herramienta prometedora para la biorremediación 

(Mougin et al., 2009; Piotrowska-Długosz 2017; Eibes et al., 2015).  

 

Procesos catalizados por enzimas 

Los procesos de biorremediación catalizados por enzimas son cada día más 

numerosos. Entre sus ventajas se puede mencionar la especificad de sustrato, su 

gran actividad catalítica, su operación con bajos requerimientos energéticos y en 

amplios rangos de pH y temperatura (Torres et al., 2003).  Las enzimas se pueden 

producir a gran escala mediante la fermentación de azúcares comunes y otros 

sustratos renovables. Además, es posible modificarlas para adaptarlas a una 

aplicación particular (McAuliffe, 2012) y una de sus grandes ventajas es que tienen 

un mínimo impacto en el ambiente por ser biodegradables, por lo tanto, la 

degradación enzimática es una alternativa para solucionar el problema causado por 

la presencia del sulfametoxazol en el ambiente. 

 

Enzimas  

Las enzimas son proteínas que están involucradas en los procesos químicos que 

mantienen la vida, su función es acelerar la reacción en varios órdenes de magnitud 

y permitir así que los productos estén disponibles casi de inmediato, (Huber et al., 

1982) por lo que son consideradas biocatalizadores. El compuesto sobre el que 

actúa una enzima se denomina sustrato, y la región de la enzima que se une al 

sustrato es denominado sitio activo. Las enzimas poseen varias ventajas sobre los 

catalizadores químicos, como es la alta especificidad de sustrato y su alta capacidad 

catalítica, por esto se han utilizado ampliamente en diversas áreas (Navanietha et 

al., 2017) como en el tratamiento o diagnóstico de enfermedades, en la industria y 

en biorremediación.  

 

Las enzimas funcionan en un determinado rango de temperatura y la velocidad de 

la reacción que catalizan aumenta según la ecuación de Arrhenius, es decir, la 
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velocidad de reacción aumenta cuando se incrementa la temperatura. Las enzimas 

poseen una temperatura óptima, por lo que antes y después de alcanzar su 

temperatura óptima, la velocidad de reacción es más lenta. Cada enzima tiene una 

temperatura óptima diferente. Algo similar ocurre con el pH, ya que los diversos 

grupos funcionales de las enzimas se ven afectados al cambiar el pH, lo que a su 

vez modifica su conformación y por lo tanto su capacidad catalítica (Navanietha et 

al., 2017). 

 

Peroxidasas 

Las peroxidasas son enzimas producidas por microorganismos, plantas y hongos. 

Sus sitios activos principales contienen el grupo prostético hemo o residuos de 

grupos cisteína o seleno-cisteína con actividad redox capaces de oxidar una gran 

cantidad de compuestos orgánicos e inorgánicos, estas enzimas requieren la 

presencia de peróxido de hidrógeno (H2O2) (Montellano, 2010) y catalizan muchas 

reacciones bioquímicas y fisiológicas importantes en los organismos vivos. Son de 

gran interés debido a sus amplias aplicaciones potenciales en los campos clínico, 

bioquímico, biotecnológico e industrial y en la síntesis de compuestos (Chanwun, T. 

et al., 2013). A consecuencia de su capacidad de hidrolizar diversos compuestos 

xenobióticos se han usado ampliamente en la eliminación o transformación de 

contaminantes en el ambiente (Dwevedi, 2016).  

 

Cloroperoxidasa 

Una de las peroxidasas más versátiles y biotecnológicamente relevantes es la 

cloroperoxidasa proveniente del hongo filamentoso Caldariomyces fumago. Esta 

enzima posee amplias propiedades catalíticas con actividades similares a las 

peroxidasas, catalasas y halogenasas (Buchhaupt et al., 2018). “Cataliza la 

sulfoxidación, la epoxidación, la dismutación, la halogenación y la oxidación de un 

amplio espectro de compuestos” (Li et al., 2011) por lo que se ha estudiado para 

diversos usos, desde síntesis enzimática  de polianilina (Longoria et al., 2010), 

iminociclitol (Gámez, 2017), epiclorhidrina (Wu et al., 2010), oxindoles (Van Deurzen 
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et al., 1996), hasta biocatálisis ambiental. Una de las características más relevantes 

de la cloroperoxidasa es que puede catalizar esta amplia variedad de reacciones 

con propiedades altas de regioselectividad y enantioselectividad, sin la necesidad 

de cofactores (Wang et al., 2011), además, tiene altos valores de Total Turnover 

Number (TTN), indicador importante de la productividad de un biocatalizador.  Se 

ha demostrado que esta cloroperoxidasa es capaz de degradar eficientemente el 

sulfametoxazol, además, se puede expresar en el hongo Aspergillus Niger 

obteniendo una enzima recombinante con características muy similares a la nativa 

(Conesa et al., 2001), haciendo posible el desarrollo de un sistema de expresión 

eficiente que reduzca significativamente los costos de producción para esta enzima. 

Por otra parte, se ha demostrado que los productos de esta reacción tienen menor 

toxicidad y son más biodegradables. Sin embargo, la aplicación de esta enzima se 

ve limitada por la inactivación que experimenta ante ciertos factores como 

temperatura, pH, disolventes orgánicos y concentraciones de oxidantes (Li et al., 

2011) por lo que los procesos para mejorar la estabilidad de esta enzima 

representan un área importante de investigación.  

 

Degradación de sulfametoxazol por cloroperoxidasa 

Las investigaciones llevadas a cabo por García-Zamora et al. (2018) y Zhang et al. 

(2016) demostraron que la cloroperoxidasa proveniente de Caldariomyces fumago   

oxida eficientemente al sulfametoxazol. Adicionalmente, con los productos de la 

reacción Zhang et al. (2016) realizaron ensayos de biodegradabilidad y de 

ecotoxicidad en algas y se concluyó que los productos resultantes de la oxidación 

son más biodegradables y menos tóxicos comparados con el sulfametoxazol. 

Además, basados en la identificación de algunos intermediarios y productos finales 

de la reacción se propuso un mecanismo para la oxidación de sulfametoxazol 

mediado por la cloroperoxidasa (Figura 2). 
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Figura 2. Mecanismo propuesto de oxidación del sulfametoxazol por la 

cloroperoxidasa. Tomado de Zhang et al. (2016). 

 

En la primera etapa de la degradación oxidativa catalizada por cloroperoxidasa, el 

sulfametoxazol es clorado en la posición orto del grupo amino [I] (4-amino-3-cloro-
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N-(5-metilisoxazol-3-il)-bencenosulfonamida). Después del rompimiento del enlace 

N–O, [I] es degradado en [a] ((E)-4-amino-N-(1-amino-3-oxobut-1-enil)-3-

clorobencenosulfonamida), como se indica en la Figura 1. Posteriormente, el grupo 

amino y metilo son oxidados en [b] (ácido (E)-4-(3-cloro-4-nitrofenilsulfonamido)-4-

nitro-2-oxobut-3-enoico). Finalmente, el fragmento [b] se degrada en [c] (2-cloro-1-

nitro-4-(nitrosulfonil) benceno) y en [II] (ácido (Z)-4-nitro-2-oxobut-3-enoico) 

después del rompimiento del enlace C–N junto al grupo imino.  

 

 

Inmovilización enzimática 

La mejora de la estabilidad de las enzimas ha sido obstaculizada por los múltiples 

factores implicados y la carencia de métodos que evalúen las contribuciones de 

cada uno de los factores de manera individual (Wang et al., 2011). Entre los 

inconvenientes generales que una enzima presenta al ser utilizada en un proceso 

industrial o de biorremediación, es que carece de estabilidad y que la separación de 

la enzima para ser recuperada después de la biocatálisis es complicada debido a 

su solubilidad. Esto limita su reutilización, causando que este tipo de procesos 

biotecnológicos no sean rentables. Sin embargo, la inmovilización de las enzimas 

ha permitido superar estos inconvenientes (Zhang et al., 2009). 

 

De acuerdo con Guisan (2006), la implementación a gran escala de enzimas como 

catalizadores requiere el estudio y el uso de técnicas multidisciplinarias muy 

diferentes: 

“(1) la selección de enzimas con propiedades adecuadas 

(2) la mejora de las propiedades enzimáticas mediante técnicas de biología 

molecular 

(3) la mejora de las propiedades enzimáticas mediante técnicas de inmovilización 

y post-inmovilización 

(4) la mejora de las propiedades enzimáticas a través de la reacción y la ingeniería 

del reactor” 
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Este trabajo se centra en la mejora de las propiedades enzimáticas mediante la 

técnica de inmovilización, que consiste en la localización de la enzima en una región 

definida del espacio, comúnmente en un soporte sólido para dar lugar a formas 

enzimáticas insolubles que retengan su actividad catalítica y que pueden ser 

utilizadas repetidamente (Gaffney et al., 2012).  Las enzimas se unen al soporte de 

diferentes formas, que van desde adsorción física hasta la formación de enlaces 

covalentes estables, y como resultado se obtiene la alteración de algunas 

propiedades de las enzimas, como la estabilidad térmica o la actividad enzimática. 

Las principales ventajas y desventajas de la inmovilización se muestran en la Tabla 

1.   

 

Tabla 1. Principales ventajas y desventajas de los sistemas enzimáticos 

inmovilizados. 

Ventajas Desventajas 

Reutilización del catalizador Pérdida o reducción de la actividad 

Operación sencilla del reactor Costos adicionales 

Separación del producto más fácil Transferencia de masa limitada 

Minimiza la contaminación del 

producto 

Necesita del desarrollo de nuevas 

técnicas o materiales para su 

aplicación 

Alta productividad del catalizador  

Estabilidad operacional mejorada  

 

(Eş et al., 2015; Brena & Batista-Viera, 2006)  
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Métodos de inmovilización 

Los métodos de inmovilización comúnmente se clasifican en físicos y químicos de 

acuerdo con el tipo de unión que se establece entre la enzima y el soporte sólido. 

La forma más común para clasificar los métodos de inmovilización enzimática es 

por unión física y por unión química. Los métodos de inmovilización física incluyen 

el atrapamiento de la enzima dentro de una matriz sólida porosa (usualmente un 

polímero), la inclusión en membranas donde la enzima está rodeada de una 

membrana semipermeable que no permite la liberación de la enzima, pero sí el paso 

de sustrato/producto (Arroyo, 1998), y la adsorción física de la enzima sobre el 

soporte y puede deberse a enlaces por puentes de hidrógeno, fuerzas de Van der 

Waals o interacciones hidrofóbicas por lo que es reversible y uno de los métodos 

más económicos (Mohamad et al., 2015; Arroyo, 1998). 

Los métodos de inmovilización química se llevan a cabo sobre soportes como es el 

caso de la unión covalente que se basa en la activación de grupos químicos del 

soporte para que reaccionen con la enzima, y el entrecruzamiento que se realiza 

mediante la formación de reticulaciones entre cada molécula de enzima por medio 

de reactivos multifuncionales logrando así que la enzima actúe también como el 

soporte (Mohamad et al., 2015). 

 

 

Figura 3. Métodos generales de inmovilización de enzimas. Tomado de 

Rodríguez & Castillo (2014). 
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Soportes 

Un gran número de compuestos puede ser usado como soporte en la inmovilización 

de enzimas, las principales características en las cuales se basa su elección son su 

costo, la disponibilidad y que el material sea estable a las condiciones en las que se 

va a aplicar (Krajewska, 2014). Homaei et al. (2013) y Brena et al. (2006) clasifican 

los diversos soportes de acuerdo con lo siguiente:  

• Polímeros sintéticos. Son representados por las resinas, que son producidas 

a partir de materiales simples o complejos por polimerización, adición o 

condensación (Gooch, 2011). 

• Biopolímeros. Principalmente se usan los que son insolubles en agua como 

la celulosa, el algodón y el quitosano, y forman geles acuosos muy inertes 

ideales para la inmovilización enzimática. 

• Soportes inorgánicos. Como la alúmina, la sílice, o zeolitas, su principal 

ventaja es su gran resistencia mecánica y son ampliamente usados en 

conjunto con el método de adsorción para inmovilizar enzimas. 

• Nanomateriales. Son los materiales con una longitud menor a 100 

nanómetros al menos en una dimensión y exhiben propiedades óptimas, 

eléctricas y mecánicas particulares que no existen en la macro escala. Se 

aplican principalmente en biosensores (Farzin et al., 2018). 

 

A pesar de la diversidad de soportes, entre los más usados para la inmovilización 

de peroxidasas se encuentran los materiales inorgánicos, sintéticos y naturales, 

como arcilla y perlas de vidrio o los basados en sílice y celita. Este tipo de materiales 

se puede conseguir de forma comercial, lo que representa una alternativa atractiva 

por ser de fácil adquisición para realizar la inmovilización (Longoria et al., 2010). 
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Arcillas  

Las arcillas se han utilizado en las civilizaciones humanas desde la época 

prehistórica, debido principalmente a su elevada disponibilidad en cualquier lugar 

de la Tierra, actualmente las arcillas se usan cada vez más en diferentes áreas para 

sustituir a los metales, por ejemplo, en la fabricación de aislantes térmicos y 

cementos, por ser alternativas más baratas y amigables con el ambiente 

(Mukherjee, 2013). Son una mezcla natural compuesta por silicatos hidratados que 

pueden contener aluminio, potasio o algunos otros cationes, se producen 

naturalmente por interacción de las rocas con agua u oxígeno cuyas dos 

propiedades fundamentales son la plasticidad cuando se le adiciona agua y la 

capacidad de endurecimiento cuando se somete a un proceso de calentamiento 

(Mukherjee, 2013). Este tipo de materiales desempeñan importantes papeles en la 

eliminación de contaminantes del ambiente, tanto para absorber los contaminantes 

en diferentes etapas de los procesos como para mejorar las reacciones catalíticas 

(Pandey et al., 2018).  

De entre las propiedades de las arcillas, a la que se debe el interés en usarlas con 

el propósito de mejorar las reacciones catalíticas es la presencia natural de sitios 

activos (ácidos o básicos), presentes en gran medida en las arcillas de la familia de 

las esmécticas, principalmente en las arcillas denominadas montmorillonitas. Se 

han hecho diversos estudios donde se utilizan estas arcillas como catalizadores 

heterogéneos en reacciones que requieran un medio ácido, además por sus 

propiedades fisicoquímicas es posible su modificación con especies de probada 

actividad catalítica. Generalmente son más utilizadas como soportes que como 

catalizadores.  

 

Arcillas modificadas 

Con el propósito de aumentar la eficiencia y la selectividad de estos materiales para 

una reacción específica, crear nuevos puntos de adsorción y alargar su tiempo de 

vida, se llevan a cabo diversos tratamientos en la superficie de las arcillas; la acción 
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más común es intercalar la arcilla con óxidos metálicos para aumentar su actividad 

catalítica debido a que, entre otras cosas, esto produce un flujo relativo de 

electrones (Rangel, 2018). 

 

Arcillas K10 modificadas 

Las arcillas montmorillonitas comercialmente son conocidas como arcillas K, de 

entre estas, la arcilla K10 es conocida por su alta área superficial y por poseer sitios 

ácidos, por lo que, para los propósitos de la tesis doctoral de Rangel (2018) fue 

modificada adicionándole mediante metodologías sol-gel óxidos metálicos de 

metales de transición, específicamente titania (TiO2) y circonia (ZrO2), ya que ambas 

especies en su estado puro son sólidos cristalinos que presentan gran actividad 

hacia catálisis ácida (Rangel, 2018).  

 

Peroxidasas inmovilizadas 

La inmovilización enzimática se ha estudiado por aproximadamente 100 años, como 

resultado, se ha logrado inmovilizar diferentes enzimas en distintos sustratos, cada 

una con un propósito específico. Sin embargo, por sus características, las 

peroxidasas han recibido especial atención y en su forma inmovilizada tiene 

diversidad de aplicaciones, entre ellas destacan la síntesis de productos químicos 

(Zhou & Hartmann, 2012), los biosensores para aplicaciones médicas (Esquisabel 

et. al., 2006) y la eliminación de contaminantes en el ambiente (Husain, 2019). 

En los últimos años, debido a su poder catalítico y versatilidad, las peroxidasas 

en las que se ha centrado la investigación son la peroxidasa de rábano picante 

(HRP) y la cloroperoxidasa (CPO) y se han inmovilizado tanto en soportes 

orgánicos como inorgánicos (Longoria et al., 2010). 

Para la HRP inmovilizada se han obtenido diversos resultados con diferentes 

sustratos y soportes, por lo que no podemos generalizar. Por ejemplo, se ha 

obtenido una mejora en la estabilidad de almacenamiento y un rango más amplio 

de pH, sin una capacidad de reutilización enzimática satisfactoria (Cheng et al., 
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2006); también se ha obtenido retención total de la actividad enzimática con la 

interacción enzima-soporte, pero llevada a cabo la inmovilización hay una 

pérdida total de la actividad (Calvarho et al., 2007); o en otro caso se obtiene una 

mejora en la termo-estabilidad de la enzima (Takahashi et al., 2000). Algo similar 

ocurre con la cloroperoxidasa, se ha logrado mejorar de dos a tres veces su termo-

estabilidad a costa de una pérdida en su actividad catalítica (Terrés et al., 2008), 

en contraste con lo obtenido en otros trabajos (Aburto et al., 2005) donde la 

inmovilización no causa cambios en la termo-estabilidad e incluso existen 

algunos casos donde la enzima inmovilizada puede ser más termo sensible que 

la enzima en su forma libre (Montiel et al., 2007), por lo que se siguen buscando 

estrategias para optimizar, de acuerdo a los objetivos de cada aplicación, la 

técnica de inmovilización enzimática.  
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Objetivos 

 

General:  

Desarrollar un método de degradación de sulfametoxazol mediante la 

cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago inmovilizada en arcillas esméctitas 

modificadas con TiO2 y ZrO2. 

Específicos  

• Inmovilizar la cloroperoxidasa en arcillas esmécticas modificadas con TiO2 y 

ZrO2 

• Realizar ensayos de degradación de sulfametoxazol con la cloroperoxidasa 

en su forma libre e inmovilizada. 

• Analizar la estabilidad de la cloroperoxidasa en su forma libre e inmovilizada 

ante cambios de temperatura y pH durante la degradación de sulfametoxazol.  

• Evaluar la reutilización de la cloroperoxidasa libre e inmovilizada para la 

degradación de sulfametoxazol. 

 

 

Hipótesis 

 

La cloroperoxidasa inmovilizada en arcillas modificadas con TiO2 y ZrO2 mantendrá 

su actividad catalítica, será más estable ante cambios de temperatura y pH y podrá 

ser reutilizada. 
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Metodología 

 

1. Inmovilización enzimática 

La cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago, donada por el Dr. Michael A. Pickard 

de la Universidad de Alberta, Canadá, se inmovilizó en dos arcillas que servirían de 

soportes; estas arcillas fueron modificadas, una con TiO2 y otra con ZrO2 por Rangel 

(2018) y fueron donadas por el Dr. Gustavo Rangel Porras de la Universidad de 

Guanajuato. La arcilla modificada con TiO2 presenta un área superficial de 213 m2/g, 

un volumen de poro de 0.37 cm3/g y un tamaño de poro de 69.2 Å, mientras que la 

arcilla modificada con presenta un área superficial de 168 m2/g, un volumen de poro 

de 0.28 cm3/g y un tamaño de poro de 46.1 Å.  

La inmovilización consistió en poner la enzima en contacto con cada uno de los 

soportes en un vial conteniendo 900 µL de amortiguador de acetatos 60 mM pH 4, 

100 µL de la cloroperoxidasa a una concentración de 230 mM y 0.1 g de alguna de 

las arcillas modificadas. Ambos viales se incubaron en agitación a 4 ºC durante 24 

horas.  

 

1.1 Porcentaje de inmovilización 

Posteriormente, para calcular el porcentaje de inmovilización, los viales fueron 

centrifugados durante 2 minutos a 15,000 rpm, para cada caso se recuperó el 

sobrenadante midiendo cuidadosamente su volumen y se transfirió a una celda para 

espectrofotómetro. Con la finalidad de calcular la cantidad de enzima que no se 

adsorbió a las arcillas, el sobrenadante se leyó en un espectrofotómetro Varian 

Cary® 50 UV-Vis a 403 nm y como blanco se leyó el amortiguador de acetatos 

utilizado para la inmovilización. Las arcillas con la enzima inmovilizada se 

resuspendieron en 1mL de amortiguador de acetatos y se repitieron 2 veces más 

los pasos de centrifugación y de lectura del sobrenadante, obteniendo 3 lecturas 

para cada reacción de inmovilización. Finalmente, con el coeficiente de extinción 

molar de la cloroperoxidasa (75.3 mM-1 cm-1) se calculó cuánta enzima permaneció 
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soluble y se obtuvo tanto el porcentaje de inmovilización de la enzima en las arcillas 

como la cantidad de enzima inmovilizada por gramo de soporte (anexo 1).  

 

2. Curva de calibración de sulfametoxazol  

Para relacionar los ensayos de degradación de sulfametoxazol con concentraciones 

conocidas de éste y realizar gráficas de los resultados, se realizó una curva de 

calibración con concentraciones de sulfametoxazol de 6.66 µM a 26.66 µM mediante 

espectroscopía de fluorescencia excitando a 270 nm y leyendo a 342 nm en un 

espectrofotómetro de fluorescencia Varian Cary ® Eclipse. Para su lectura, el 

sulfametoxazol estaba disuelto en una solución de 3 mL de amortiguador de 

acetatos 60 mM y KCl 200 mM, para cada concentración de sulfametoxazol, las 

lecturas se realizaron por duplicado.  

 

3. Estandarización de las condiciones de reacción 

Para ensayar la degradación de una concentración de sulfametoxazol mediante la 

cloroperoxidasa, se realizaron reacciones en un volumen final de 3 ml en un 

amortiguador de acetatos 60 mM pH 4 y KCl 20 mM con 200 µM de sulfametoxazol 

probando diferentes concentraciones de enzima libre y posteriormente diferentes 

concentraciones de peróxido de hidrógeno a pH 4 y temperatura ambiente.  

Para encontrar la cantidad óptima de enzima, se le añadió a la reacción previamente 

mencionada peróxido de hidrógeno 0.16 mM y se ensayaron con diferentes 

concentraciones de enzima libre: 0.05 µM, 0.005 µM y 0.0005 µM. La elección de 

una concentración óptima de enzima para la reacción, se basó en el tiempo que 

cada reacción tardó para degradar el sulfametoxazol completamente, en este caso, 

las primeras dos concentraciones mencionadas (0.05 µM y 0.005 µM) degradaron 

el sulfametoxazol en menos de 3 minutos, tiempo insuficiente para monitorear 

adecuadamente la reacción a través del tiempo, mientras que la concentración 

0.005 µM, degradó al sulfametoxazol en un tiempo aproximado de 7 minutos, por lo 

que esta concentración de enzima fue seleccionada para los ensayos posteriores. 
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Habiendo establecido la concentración óptima de enzima libre, se continuó con las 

pruebas para establecer también una concentración óptima de peróxido de 

hidrógeno.  

Se continuó utilizando el contenido de la reacción previamente descrito, con una 

concentración de enzima de 0.005 µM y modificando las concentraciones de 

peróxido de hidrógeno en cada ensayo. Las concentraciones utilizadas fueron: 0.16 

mM, 0.086 mM y 0.033 mM. La concentración óptima de peróxido de hidrógeno se 

seleccionó siguiendo el mismo criterio que para la concentración óptima de enzima, 

de tal manera que con 0.033 mM de H2O2 se obtuvo un tiempo aproximado de 

reacción de 15 minutos, tiempo suficiente para monitorear adecuadamente la 

reacción. Con las condiciones de reacción establecidas, se iniciaron los ensayos de 

degradación.   

 

4. Ensayos de degradación de sulfametoxazol 

Para ensayar la degradación del sulfametoxazol mediante la cloroperoxidasa tanto 

en su forma libre como inmovilizada en cada una de las arcillas y obtener su 

constante de reacción, se realizaron ensayos por espectroscopía de fluorescencia, 

excitando al sulfametoxazol a 270 nm y monitoreando la emisión de luz a 342 nm. 

El volumen total de cada reacción fue de 3 mL a pH 4 y temperatura ambiente y las 

concentraciones son en base al apartado estandarización de las condiciones de 

reacción. La enzima (libre o inmovilizada) era adicionada al final y se realizaban 

lecturas del sulfametoxazol residual cada 2 minutos, por un lapso de 14 minutos. 

Éste y todos los ensayos siguientes se realizaron por triplicado.  
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5. Ensayos control  

Para determinar si la degradación del sulfametoxazol se debía sólo a la acción de 

la cloroperoxidasa, en las reacciones de degradación de sulfametoxazol con la 

enzima libre se realizó un control sin enzima y sin peróxido de hidrógeno. Para los 

casos donde la enzima estaba inmovilizada en cada una de las arcillas se realizaron 

controles para determinar el papel que tenían por sí solos la temperatura, las arcillas 

y el peróxido de hidrógeno en la degradación del sulfametoxazol. En la Tabla 2 se 

indica la composición de los controles. 

Los ensayos control también se realizaron mediante espectroscopía de 

fluorescencia a las longitudes de onda previamente mencionadas tomando lecturas 

del sulfametoxazol residual cada 2 minutos durante 14 minutos. 

Tabla 2. Resumen del contenido de la reacción en la condición experimental y 

en cada control. 

 Condición 

experimental 

Control 1 

(Arcilla + 

H2O2) 

Control 2 

(Arcilla) 

Control 3 

(Control 

negativo) 

Enzima 

inmovilizada 
    

H2O2 
    

Arcilla 
    

 

Todos los ensayos descritos aquí como controles se sometieron a los ensayos de 

estabilidad enzimática que se describen a continuación.  
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6. Ensayos de estabilidad enzimática a diferentes condiciones de pH y 

temperatura  

Para determinar si la inmovilización de la cloroperoxidasa modificó su estabilidad 

ante diferentes condiciones de temperatura y pH, se realizaron ensayos de 

degradación de sulfametoxazol por triplicado utilizando a la enzima libre y a la 

enzima inmovilizada en cada una de las arcillas, los componentes de la reacción 

para estos ensayos fueron los ya descritos en el apartado 3.  

La degradación de sulfametoxazol en diferentes condiciones de pH se ensayó a 

temperatura ambiente; para modificar el pH de las reacciones, éstas se realizaron 

en el amortiguador de acetatos 60mM con KCl 200 mM a pH 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5 y 

6. La degradación de sulfametoxazol en cada condición de pH se cuantificó 

mediante espectroscopía de fluorescencia, excitándolo a 270 nm y realizando su 

detección a 342 nm con lecturas del sulfametoxazol residual cada 2 minutos, por 14 

minutos. 

La degradación del sulfametoxazol mediada por la cloroperoxidasa a diferentes 

temperaturas se realizó incubando los viales a temperaturas de 25 ºC a 70 ºC con 

un incremento sucesivo de 5 ºC. La degradación de sulfametoxazol se cuantificó 

mediante espectroscopía de fluorescencia, excitando el sulfametoxazol a 270 nm y 

realizando su detección a 342 nm, en este caso se realizaron lecturas cada 5 

minutos, durante 15 minutos, el tiempo entre cada lectura fue mayor debido a que 

se requirió mantener en constante incubación para alcanzar las temperaturas de 

análisis.   

 

7. Reutilización de la enzima 

Con el propósito de determinar la reutilización de la enzima en la degradación de 

sulfametoxazol en su forma libre e inmovilizada y determinar el número de ciclos de 

reutilización, así como la eficiencia de degradación en cada ciclo, se realizaron 

reacciones cuya composición se describe en la Tabla 3. Las lecturas se realizaron 

mediante espectroscopía de fluorescencia a temperatura ambiente y excitando al 
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sulfametoxazol a 270 nm y realizando su lectura a 342 nm. Para este caso, 

adicionalmente se utilizó un software de cinética para monitorear cada momento de 

la reacción. Las reacciones se monitorearon hasta que dejó de haber cambios en la 

concentración del sulfametoxazol (sin un tiempo definido). En ese momento se 

agregaban 5 µl más de sulfametoxazol 4 mM y 5 µl de peróxido de hidrógeno 20 

mM, y nuevamente se dejaba reaccionar hasta que ya no se detectaron cambios en 

la concentración de sulfametoxazol. Este paso se repitió 4 veces más.  

Los ensayos de reutilización se realizaron para la enzima libre, y las enzimas 

inmovilizadas en cada una de las arcillas. Por cuestiones técnicas no se pudo 

centrifugar y quitar el sobrenadante en cada ciclo para recuperar la enzima en su 

forma inmovilizada, solo se adicionaba más peróxido de hidrógeno y 

sulfametoxazol, igual que en el caso de la enzima libre.  

Tabla 3. Composición de las reacciones para los ensayos de reutilización de 

la cloroperoxidasa. 

Volumen total: 3000 µL Volumen 

(µL) 

Cantidad 

(µmoles) 

Concentración 

final (µM) 

KCl 200mM 300   

Buffer acetatos 60 mM pH 4 2685   

Enzima libre 1:1000 230 µM 5 0.0015 0.0005 

Enzima inmovilizada 1:000 

230 µM 

5 0.015 0.005 

H2O2  20 mM 5 0.1 0.033 (mM) 

Sulfametoxazol 4 mM 5 0.02 6.6 
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Resultados 

 

1. Inmovilización enzimática 

La cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago fue inmovilizada por adsorción no 

covalente o física en las arcillas esmécticas modificadas con TiO2 y ZrO2. De 

acuerdo con los cálculos realizados para conocer la cantidad de cloroperoxidasa 

retenida por gramo de arcilla y el porcentaje de inmovilización, se obtuvieron los 

siguientes resultados: 229.995 nmol/gsoporte de retención y 99.992% de 

inmovilización en la arcilla modificada con TiO2, y 229.983 nmol/gsoporte de retención 

y 99.998% de inmovilización en la arcilla modificada con ZrO2. Con estos valores 

concluimos que la inmovilización se llevó a cabo exitosamente en ambas arcillas.   

 

2. Curva de calibración  

La curva de calibración de sulfametoxazol fue realizada en un rango de 

concentraciones de 6.66 µM a 26.66 µM realizando lecturas mediante fluorescencia. 

Las lecturas de fluorescencia se graficaron con respecto a la concentración (Figura 

4). A partir de esta curva se determinaron las concentraciones de sulfametoxazol 

detectadas al final de cada reacción de degradación en los ensayos posteriores, 

aplicando la siguiente fórmula:  

%𝐷𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  100 −  
(𝑆𝑀𝑋 𝐹)(100)

𝑆𝑀𝑋 𝐼
 

Donde: 

SMX F: Es la concentración de sulfametoxazol detectada por el fluorímetro después 

de la reacción. 

SMX I: Es la concentración de sulfametoxazol detectada por el fluorímetro antes de 

agregar la enzima. 
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Figura 4. Curva de calibración para el sulfametoxazol realizada por 

espectroscopía de fluorescencia con ajuste lineal.  

 

3. Estandarización de las condiciones de reacción 

Las condiciones de reacción fueron estandarizadas mediante ensayos de 

degradación de sulfametoxazol con diferentes concentraciones de enzima libre 

(0.05 µM, 0.005 µM y 0.0005 µM) y de peróxido de hidrógeno (1.66µM, 0.86µM y 

0.33µM). Los resultados mostraron que la concentración óptima de enzima libre fue 

0.0005 µM, debido a que con esta concentración se degradó todo el sulfametoxazol 

en un tiempo aproximado de 6 minutos, mientras que con 0.05 µM y 0.005 la 

degradación completa del sulfametoxazol ocurrió en menos de 2 minutos. La 

concentración óptima de peróxido de hidrógeno fue 0.33 µM, ya que, como se 

muestra en la Figura 5, la reacción termina aproximadamente a los 12 minutos, en 

los casos donde se agregó una concentración mayor de peróxido de hidrógeno, la 

reacción ocurrió muy rápido para los objetivos de este trabajo, debido a que con un 
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tiempo de reacción corto no es posible comparar la degradación de sulfametoxazol 

mediada por la cloroperoxidasa en sus formas libre e inmovilizada.  

Con las condiciones de reacción ya establecidas se procedió a determinar la 

constante de la reacción de degradación de sulfametoxazol.  

 

Figura 5. Estandarización de la degradación de sulfametoxazol. Los ensayos 
se realizaron utilizando 0.0005 µM de enzima y diferentes concentraciones de 
peróxido de hidrógeno (0.033 mM, 0.083 mM y 0.16 mM) en un tiempo de 15 
minutos. 

 

4. Determinación de la constante de reacción de la enzima libre e inmovilizada 

Para determinar la constante de reacción de la enzima libre e inmovilizada, se 

graficó la degradación de sulfametoxazol con respecto al tiempo, mediada por la 

enzima libre (Figura 6), la enzima inmovilizada en arcilla modificada con TiO2 y la 

enzima inmovilizada en arcilla con ZrO2 (Figura 7), y el comportamiento de la 

degradación se ajustó a un modelo exponencial de primer orden. 
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En la determinación de la constante de reacción de la enzima libre (Figura 6) es 

importante destacar que después de los 14 minutos de reacción, el sulfametoxazol 

es degradado casi por completo, y que la constante de reacción tiene un valor de -

0.2586 min-1, esta constante refleja una relación entre la velocidad de reacción y la 

concentración del sustrato, por lo que una constante mayor a ésta indica una 

degradación más rápida y viceversa.  

 

Figura 6. Curva de degradación de sulfametoxazol mediada por la enzima libre. 

 

Para la enzima inmovilizada en cada una de las arcillas (Figura 7), la constante de 

reacción fue menor en comparación con la enzima libre a pesar de que la 

concentración de enzima utilizada fue 10 veces mayor y de que el tiempo de 

reacción fue el mismo. Al finalizar el tiempo de reacción (14 minutos), la 

concentración de sulfametoxazol que degradó la enzima inmovilizada en la arcilla 

modificada con ZrO2 fue cercana a 10 µM y la concentración que degradó la enzima 

inmovilizada en la arcilla modificada con TiO2 fue de 13 µM, en contraste con 20 µM 

degradados por la enzima libre. Al comparar la constante de reacción de la enzima 

inmovilizada en ambas arcillas se observó que la enzima inmovilizada en la arcilla 
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modificada con ZrO2 presentó una constante de reacción mayor que la enzima 

inmovilizada en la arcilla modificada con TiO2, lo que podría indicar una degradación 

enzimática más rápida con este soporte.  

 

 

A) 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Curvas de degradación de sulfametoxazol mediada por la enzima 

inmovilizada. Se indica la degradación, en términos de concentración con respecto 

al tiempo. A) Cloroperoxidasa inmovilizada en la arcilla modificada con ZrO2; B) 

Cloroperoxidasa inmovilizada en la arcilla modificada con TiO2.  
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Las constantes de reacción obtenidas (Tabla 4) nos proporcionaron información 

respecto a la degradación de sulfametoxazol llevada a cabo por la enzima libre e 

inmovilizada en ambas arcillas, sin embargo, cuando una enzima es inmovilizada, 

además de su actividad enzimática se modifican otras características, entre las que 

se destaca la estabilidad ante diferentes condiciones ambientales (pH, temperatura, 

disolventes, entre otros). Por lo que se procedió a analizar la estabilidad de la 

enzima, comparando a la enzima libre con la enzima inmovilizada en las arcillas 

modificadas.  

Cloroperoxidasa Valor de la constante de reacción 

En su forma libre -0.2586 

Inmovilizada en arcilla con ZrO2 -0.0966 

Inmovilizada en arcilla con TiO2 -0.0494 

 

Tabla 4. Resumen de las constantes de reacción de la degradación del 

sulfametoxazol mediada por la cloroperoxidasa. 

 

 

5.-Análisis del efecto de la inmovilización enzimática en la estabilidad de la 

cloroperoxidasa.  

La carencia de estabilidad es una de las causas por las que las enzimas no se 

utilizan comúnmente en procesos a gran escala y se refleja en la disminución de la 

actividad enzimática o en su inactivación. La temperatura es uno de los principales 

factores que afectan a las enzimas, y en los procesos a nivel industrial, en muchos 

casos, al llevar a cabo una reacción la temperatura se eleva. Asimismo, en un 

proceso de biorremediación de ambientes acuáticos, el pH puede ser un factor 

determinante para que el proceso se lleve a cabo de manera eficiente. Con la 

inmovilización enzimática se ha logrado aumentar la estabilidad de un amplio 

número de enzimas, y en algunos casos se ha modificado el pH o la temperatura 

óptima de la enzima, por lo que en este trabajo se analizó el efecto que tuvo la 
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inmovilización de la cloroperoxidasa en las arcillas modificadas en términos de 

estabilidad. 

 

5.1.- Análisis de la estabilidad enzimática ante cambios de temperatura  

Para determinar si el proceso de inmovilización confiere a la cloroperoxidasa 

estabilidad ante el aumento de la temperatura, se realizaron ensayos de 

degradación de sulfametoxazol a diferentes temperaturas (de 25 ºC a 70 ºC) 

utilizando la cloroperoxidasa en sus formas libre e inmovilizada. Los resultados 

indicaron que las condiciones óptimas de operación para la enzima tanto libre como 

inmovilizada en cada arcilla, se encuentran entre 25 y 30 ºC, ya que a esta 

temperatura la enzima degradó una mayor cantidad de sulfametoxazol (Figura 8). A 

partir de 30 ºC el incremento de la temperatura conllevó a una disminución de la 

degradación de sulfametoxazol mediante la enzima libre e inmovilizada, siendo la 

actividad de la enzima libre la más afectada por el efecto de la temperatura.  

Comparando a la enzima inmovilizada en ambas arcillas, podemos ver que la 

actividad de la cloroperoxidasa inmovilizada en la arcilla modificada con TiO2   fue la 

que se mantuvo más constante ante el aumento de temperatura (Figura 8). 
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Figura 8. Efecto de la temperatura en la actividad de la enzima libre e 

inmovilizada. Porcentaje de degradación de sulfametoxazol mediante la 

cloroperoxidasa libre (CPO), la cloroperoxidasa inmovilizada en la arcilla modificada 

con TiO2 (CPO+arcilla-TiO2) y la cloroperoxidasa inmovilizada en la arcilla 

modificada con ZrO2 (CPO+arcilla-ZrO2) 

 

Para determinar si la degradación del sulfametoxazol se debía únicamente a la 

acción de la cloroperoxidasa y no a los demás componentes de la reacción como la 

temperatura, el poder oxidante del peróxido de hidrógeno y la adsorción o la acción 

catalítica de las arcillas, se realizaron controles que también se ensayaron en el 

mismo rango de temperaturas (25 ºC a 70 ºC).  

Para el caso de la enzima libre, el control negativo sin enzima y sin peróxido de 

hidrógeno se muestra en la Figura 9, comparándolo con la degradación de 

sulfametoxazol mediada por la cloroperoxidasa, se observó un pequeño porcentaje 

de degradación en el control mencionado, que podríamos atribuir al efecto de la 

temperatura. También se observó que a 70 ºC la degradación de sulfametoxazol, 

que podría atribuirse a la catálisis enzimática, fue mínima.  
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Figura 9. Efecto de la temperatura en la degradación de sulfametoxazol. 
Porcentaje de degradación de sulfametoxazol por la enzima libre a diferentes 
temperaturas y su control negativo sin enzima ni peróxido de hidrógeno. 

 

Además del control de la enzima libre, se realizaron controles para ambas enzimas 

inmovilizadas, para cada una se realizaron tres controles, uno sin enzima, otro sin 

peróxido de hidrógeno ni enzima, y un tercero sin peróxido de hidrógeno, ni enzima, 

ni arcilla, en este último control cualquier cambio en la concentración de 

sulfametoxazol podría deberse al efecto de la temperatura.  

La comparación de la condición experimental de la enzima inmovilizada en arcilla 

modificada con ZrO2 y sus controles se muestra en la Figura 10. La condición 

experimental (CPO+arcilla-ZrO2), el control sin enzima (arcilla-ZrO2+H2O2), el 

control sin peróxido de hidrógeno ni enzima (arcilla-ZrO2) y el control sin enzima, ni 

peróxido de hidrógeno, ni arcilla (Temperatura) se sometieron a diferentes 

condiciones de temperatura (25 ºC a 70 ºC). 
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Como podemos ver en la Figura 10, la arcilla modificada con ZrO2 por sí sola (arcilla-

ZrO2) fue capaz de degradar o adsorber al sulfametoxazol a partir de los 30 ºC, la 

capacidad de degradación o adsorción de esta arcilla pareció incrementar conforme 

aumentó la temperatura. Al analizar el control que no contenía a la enzima, pero 

que sí contenía arcilla y peróxido de hidrógeno (arcilla-ZrO2+H2O2) se observó que 

estos dos componentes interactuaron para degradar un mayor porcentaje de 

sulfametoxazol que la arcilla por sí sola, incluso a 25 ºC.  Asimismo, a 70 ºC, el 

porcentaje de degradación de este control superó al porcentaje de degradación de 

la condición experimental, lo que indica que a temperaturas elevadas la 

participación de la enzima inmovilizada en la degradación de sulfametoxazol es 

mínima.  

 

Figura 10. Efecto de la temperatura en la degradación de sulfametoxazol 
mediada por la enzima inmovilizada en la arcilla modificada con ZrO2 y sus 
controles. Porcentaje de degradación de sulfametoxazol por la enzima inmovilizada 
en la arcilla modificada con ZrO2 a una concentración de 2.29 µM y sus controles 
en diferentes condiciones. de temperatura. 
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El análisis previamente descrito también se realizó con la enzima inmovilizada en 

arcilla modificada con TiO2 para determinar el papel de la arcilla modificada con 

TiO2, el peróxido de hidrógeno y el efecto de la temperatura en la degradación de 

sulfametoxazol, mediante diferentes controles (Figura 11). La condición 

experimental (CPO+arcilla-TiO2), el control sin enzima (arcilla-TiO2 +H2O2), el 

control sin peróxido de hidrógeno ni enzima (arcilla-TiO2) y el control sin enzima, ni 

peróxido de hidrógeno, ni arcilla (Temperatura) se sometieron a diferentes 

condiciones de temperatura (25 ºC a 70 ºC). 

De acuerdo con la Figura 11, la arcilla modificada con TiO2 (arcilla-TiO2) tuvo 

participación en la reacción ya sea degradando o adsorbiendo al sulfametoxazol 

desde los 25 ºC, aumentando su participación al incrementarse la temperatura. Sin 

embargo, el control que sólo contenía arcilla modificada se comportó muy similar al 

control que contenía arcilla modificada y peróxido de hidrógeno (arcilla-TiO2 +H2O2), 

lo que indica que en esta reacción no hubo interacción entre estos dos componentes 

y que la disminución de sulfametoxazol podría deberse únicamente a la arcilla 

modificada con TiO2.  



44 
 

 

Figura 11. Efecto de la temperatura en la degradación de sulfametoxazol 

mediada por la enzima inmovilizada en la arcilla modificada con TiO2 y sus 

controles. Porcentaje de degradación de sulfametoxazol obtenidos utilizando la 

enzima inmovilizada en la arcilla modificada con TiO2 a una concentración de 2.29 

µM y sus controles en diferentes condiciones de temperatura. 

 

 

5.2.- Análisis de la estabilidad enzimática ante cambios de pH 

Para conocer el efecto de la inmovilización en la estabilidad de la cloroperoxidasa 

ante cambios de pH, se compararon los porcentajes de degradación de 

sulfametoxazol utilizando a la enzima libre (CPO), la enzima inmovilizada en la 

arcilla modificada con ZrO2 (CPO+arcilla-ZrO2) y la enzima inmovilizada en la arcilla 

modificada con TiO2 (CPO+arcilla-TiO2) a diferentes condiciones de pH. 

En la Figura 12 se puede observar que a diferentes valores de pH la actividad 

catalítica de la enzima, tanto en su forma libre como inmovilizada se favorecieron a 
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pH de 3.0 y 4.0, y perdieron casi por completo su actividad a pH 6. La enzima 

inmovilizada en la arcilla modificada con TiO2 se vió ligeramente favorecida a pH 

3.0 y 3.5 con respecto a la enzima inmovilizada en la arcilla modificada con ZrO2. 

Los resultados sugieren que la inmovilización no abre la posibilidad de utilizar a la 

cloroperoxidasa a pH neutros. 

 

Figura 12. Efecto del pH en la degradación de sulfametoxazol mediada por la 

enzima libre e inmovilizada. Porcentaje de degradación de sulfametoxazol 

obtenidos utilizando la enzima libre e inmovilizada en ambas arcillas a diferentes 

condiciones de pH. 

 

7. Ciclos de reutilización de la enzima 

Una de las características más atractivas que la inmovilización proporciona a las 

enzimas es la capacidad de ser fácilmente reutilizadas, haciendo que los procesos 

donde éstas son utilizadas sean menos costosos. Sin embargo, las enzimas pierden 

eficiencia en cada ciclo, por lo que es importante determinar el número de ciclos en 

los que una enzima se puede reutilizar sin perder su funcionalidad. 
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Para determinar cuántas veces se puede reutilizar la cloroperoxidasa, se comparó 

el porcentaje de sulfametoxazol degradado en varios ciclos consecutivos, probando 

la capacidad de reutilización de la enzima libre, la enzima inmovilizada en arcilla 

modificada con ZrO2 y la enzima inmovilizada en arcilla modificada con TiO2 (Figura 

13). La capacidad de la cloroperoxidasa para degradar al sulfametoxazol en cada 

una de sus formas se evaluó en función del porcentaje de degradación obtenido en 

cada ciclo, sin importar el tiempo que la enzima tardó en alcanzar ese porcentaje. 

Los resultados mostraron que la velocidad de degradación alcanzada por la enzima 

inmovilizada en ambas arcillas fue mucho menor que la velocidad alcanzada por la 

enzima libre. 

En el primer ciclo el porcentaje de degradación alcanzado por cada una de las 

formas de la enzima fue muy similar, la principal diferencia fue el tiempo en el que 

la degradación se llevó a cabo. La enzima libre degradó al sulfametoxazol en 7 

minutos mientras que en su forma inmovilizada tardó aproximadamente 13 minutos, 

esta diferencia en el tiempo de reacción incrementó con cada ciclo de reutilización, 

por lo que en el último ciclo el tiempo para alcanzar el máximo porcentaje de 

degradación se encontró en una proporción de 1:5 (enzima libre: enzima 

inmovilizada).  

La enzima en su forma libre sólo perdió el 5% de su actividad al finalizar el sexto 

ciclo de reutilización, mientras que la enzima inmovilizada en arcilla modificada con 

ZrO2 perdió aproximadamente un 70%. Sin embargo, ésta fue aún más eficiente que 

la enzima inmovilizada en arcilla modificada con TiO2 que perdió el 99% de su 

actividad.  En función de la capacidad de reutilización la enzima libre es mucho 

mejor que las enzimas inmovilizadas para reutilizarse en un proceso. Con respecto 

a conferir capacidad de reutilización para la enzima, estas arcillas no presentaron 

características similares, ya que la enzima inmovilizada en arcilla modificada con 

ZrO2 se pudo reutilizar hasta por 6 ciclos, mientras que la enzima inmovilizada en 

arcilla modificada con TiO2 pudo reutilizarse hasta por 4 ciclos (Figura 13). 
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Figura 13. Reutilización de la cloroperoxidasa para la degradación de 

sulfametoxazol. Comparación entre el porcentaje de degradación por ciclo de 

reutilización de la enzima en su forma libre e inmovilizada en las arcillas 

modificadas. 
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Discusión de resultados 

 

Inmovilización enzimática 

En este trabajo, la inmovilización enzimática sólo se evaluó en función de los 

nmol/gsoporte de enzima retenida y al porcentaje de inmovilización en los soportes. 

No se realizaron más estudios para determinar el tipo de interacciones enzima-

soporte o su conformación en el espacio. Sin embargo, debido a la metodología y 

al tipo de soporte utilizado, la enzima podría estar unida al soporte por adsorción 

(Chemistry, 2006). En el caso de la arcilla modificada con ZrO2 la adsorción podría 

llevarse a cabo en la superficie, ya que su tamaño de poro es de 46.1 Å (Rangel, 

2018) y las dimensiones de la cloroperoxidasa son de 53 Å · 46 Å · 60 Å 

(Sundaramoorthy et al., 1995). En el caso de la arcilla modificada con TiO2 el tamaño 

de poro es de 69.2 Å (Rangel, 2018) por lo que la enzima podría haberse adsorbido 

a la superficie de la arcilla e incorporado dentro de sus poros. 

De acuerdo con los resultados obtenidos para la carga de enzima retenida (229.983 

nmol/gsoporte y 229.995 nmol/gsoporte) e inmovilizada (99.998% y 99.992%) en los 

soportes modificados con ZrO2 y TiO2 respectivamente, podemos decir que la carga 

de cloroperoxidasa retenida en las arcillas fue alta, por lo tanto, la aplicación de 

ambas arcillas como soporte resulta ventajosa en comparación con la carga de la 

cloroperoxidasa retenida en otros materiales mesoporosos, como es el caso del 

soporte SBA-16 en el que por diferentes métodos de inmovilización se obtuvo entre 

23nmol/gsoporte (adsorción) y 147 nmol/gsoporte (unión covalente) (Aburto et al., 2005) 

y cuyo porcentaje de inmovilización fue de aproximadamente 7.5% y 50% 

respectivamente. 

 

Ambas arcillas mostraron un porcentaje de inmovilización muy alto y la diferencia 

es mínima entre ellas, al obtener porcentajes muy similares podemos asumir que 

las interacciones enzima-soporte que existen entre la cloroperoxidasa y cada una 

de las arcillas es similar, esto también podría deberse a la similitud respecto al área 

superficial de cada una de las arcillas, cuyo valor para la arcilla modificada con TiO2 
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es de 213m2/g y para la arcilla modificada con ZrO2 corresponde a 168 m2/g. 

(Rangel, 2018). El área superficial está directamente relacionada con la enzima 

adsorbida, por lo que una gran área superficial es uno de los requisitos para un 

soporte de inmovilización deseable (Longoria et al., 2010), sin embargo, es 

importante mencionar que debido a que hay más factores involucrados, no en todos 

los casos una elevada área superficial es sinónimo de una elevada carga 

enzimática, esto lo podemos ver reflejado continuando con el ejemplo del soporte 

SBA-16 cuya área superficial es de 445.2 m2/g (Aburto et al., 2005) pero que retuvo 

el 10% de enzima en comparación con las arcillas modificadas. 

 

Estandarización de las condiciones de reacción 

La cantidad óptima de enzima y de peróxido de hidrógeno fueron establecidas para 

los objetivos de este proyecto. Específicamente, para degradar una concentración 

final de sulfametoxazol 20 µM en un rango de 10 a 15 minutos con la 

cloroperoxidasa en su forma libre. De manera general, las concentraciones de 

enzima requeridas son muy pequeñas si las relacionamos con su  eficiencia en la 

degradación del sulfametoxazol, por lo que la degradación resulta eficiente (Zhang 

et al., 2016). La cantidad de peróxido de hidrógeno que se requirió en esta reacción 

también fue mínima. 

 

Actividad enzimática de la cloroperoxidasa en su forma libre e inmovilizada 

Los resultados mostraron un decremento de la actividad enzimática debido a la 

inmovilización de la cloroperoxidasa en ambas arcillas, esto se ve reflejado 

inicialmente en que, para obtener resultados en el tiempo previamente establecido 

con la enzima libre (15 minutos) fue necesario aumentar 10 veces la concentración 

de enzima inmovilizada. También se observó en las constantes de reacción 

obtenidas (Tabla 4) cuyos valores fueron -0.2586, -0.0966 y -0.0494 para la enzima 

libre e inmovilizada en arcillas modificadas con ZrO2 y TiO2, respectivamente. En 

ambos casos, la constante de reacción de la cloroperoxidasa inmovilizada fue 
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menor que la de la enzima libre. Estas constantes se obtuvieron del modelo que se 

ajusta a una reacción de pseudo primer orden, y reflejan proporcionalidad entre la 

velocidad de reacción de la cloroperoxidasa y la concentración de sulfametoxazol 

(Berg et al., 2007). Con esta constante se puedo predecir dentro de un rango de 

concentraciones de sulfametoxazol (menores a 26.66 µM), el valor de la velocidad 

de reacción. Para los propósitos de este trabajo, no fue necesaria la caracterización 

cinética completa, ya que la concentración de sulfametoxazol en ambientes 

acuáticos es muy baja, y la enzima tanto libre como inmovilizada seguiría una 

cinética como la presentada en las Figuras 6 y 7. 

En el caso de la cloroperoxidasa inmovilizada, la pérdida de actividad enzimática 

podría deberse a la distribución física de la enzima en las arcillas, causando que el 

sitio activo fuera menos accesible para el sustrato. Además de que la transferencia 

de masa podría ser limitada y la flexibilidad de la enzima podría estar restringida 

afectando su rendimiento (Terrés et al., 2008). Esto es consistente con los 

resultados de otros trabajos de inmovilización de la cloroperoxidasa en materiales 

mesoporosos (Aburto et al., 2005; Terrés et al., 2008). Sin embargo, en algunos 

casos se mejora la actividad enzimática de enzimas como las peroxidasas (Guerrero 

et al., 2013; Wang et al., 2011)  por lo que se podrían probar otros soportes o 

métodos de inmovilización para la cloroperoxidasa. Incluso las arcillas modificadas 

con ZrO2 y TiO2 podrían probarse con otras enzimas. 

También es posible que la inactivación de la cloroperoxidasa esté ocurriendo por 

efecto de la reacción entre un intermediario y la enzima, por lo que la diferencia 

entre la capacidad de reutilización de la cloroperoxidasa inmovilizada en las arcillas 

modificadas sería una consecuencia de la forma en que la enzima y el soporte están 

interaccionando. Con la enzima inmovilizada en arcilla modificada con ZrO2 la 

interacción podría llevarse a cabo en la superficie, por lo que los productos de la 

reacción afectarían menos a la enzima que en el caso de la arcilla modificada con 

TiO2 donde la reacción podría estar ocurriendo dentro del poro y los intermediarios 

podrían interaccionar con la enzima más fácilmente. 
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Efecto del pH y la temperatura en la actividad de la cloroperoxidasa en su 

forma libre e inmovilizada  

La importancia de evaluar la estabilidad enzimática ante diferentes condiciones 

ambientales para su aplicación en biorremediación, por ejemplo en un sistema de 

tratamiento de aguas residuales, se debe principalmente a que las enzimas libres 

pueden ser fácilmente inactivadas por factores como la temperatura y el pH, 

mientras que la inmovilización en la mayoria de los casos confiere estabilidad a las 

enzimas.  

Efecto de la temperatura.  

Los ensayos de degradación a diferentes temperaturas mostraron que la 

temperatura óptima de la cloroperoxidasa, tanto en su forma libre como inmovilizada 

es cercana a la temperatura ambiente (23-26 ºC), esto es conveniente pues la 

cloroperoxidasa podría aplicarse como tratamiento biológico sin un requerimiento 

extra de energía. 

Con respecto a la cloroperoxidasa inmovilizada los resultados mostraron que la 

actividad de la enzima se mantiene un poco más estable ante los cambios de 

temperatura, ya que en el rango de 25 ºC a 45 ºC (rango en el que la degradación 

se debe mayormente a la actividad enzimática) la actividad de la enzima libre se 

reduce en un 30% aproximadamente. En comparación, el decremento de actividad 

es menor cuando la enzima está inmovilizada, para la enzima inmovilizada en la 

arcilla modificada con ZrO2  el porcentaje de decremento en la actividad es de 22% 

y para el caso de la enzima inmovilizada en la arcilla modificada con TiO2 el 

porcentaje de decremento en la actividad es de 24%.  

La unión de la enzima a un soporte generalmente reduce su flexibilidad estructural, 

y como consecuencia se le provee de estabilidad a la enzima, es común que al 

ocurrir esto disminuya la actividad enzimática (Yoo et al., 2017). De manera 

general, a temperatura ambiente (25 ºC) la cloroperoxidasa inmovilizada en las 

arcillas modificadas con TiO2 y con ZrO2 degradó casi el mismo porcentaje de 

sulfametoxazol en 10 minutos y al ser inmovilizada en arcilla modificada con ZrO2 
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la cloroperoxidasa sufrió una pérdida menor de la actividad enzimática cuando se 

aumentó la temperatura.  

Una gran cantidad de fármacos, incluyendo al sulfametoxazol, son susceptibles a la 

descomposición química por factores ambientales como la humedad, la temperatura 

y el pH (Baertschi et al., 2016). El control realizado para determinar si en nuestras 

condiciones de reacción la concentración de sulfametoxazol disminuía por efecto de 

la temperatura, independientemente de la enzima, se encontró que a partir de 45 ºC 

el aumento de temperatura y su interacción con el resto de los componentes 

presentes en la reacción conllevó a la degradación del sulfametoxazol y el 

porcentaje de degradación fue proporcional al aumento de temperatura, esto es 

consistente con la investigación llevada a cabo por Khanum et al. (2012) cuyos 

resultados demostraron que la concentración de sulfametoxazol se reducía por el 

efecto de la temperatura a más de 25 ºC  y el porcentaje de esta reducción 

aumentaba a medida que lo hacía la temperatura. Nuestros resultados mostraron 

que a 70 ºC la cloroperoxidasa no participó en la degradación del sulfametoxazol.  

 

Enzima inmovilizada en arcillas modificadas con ZrO2 y sus controles.  

La cloroperoxidasa inmovilizada en la arcilla con ZrO2 presentó su mayor actividad 

a 25 ºC, sin embargo, cuando este experimento se comparó con los controles 

pudimos observar que la arcilla modificada por sí sola adsorbía u oxidaba al 

sulfametoxazol a partir de 30 ºC. Adicionalmente, el análisis de los controles mostró 

que a pesar de que el peróxido de hidrógeno no participó en la degradación de 

sulfametoxazol por sí solo, a temperaturas elevadas, este conocido agente 

oxidante, en sinergia con la arcilla modificada, catalizaron más rápidamente el 

sulfametoxazol que la arcilla sola bajo las mismas condiciones. 
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Enzima inmovilizada en arcillas modificadas con TiO2 y sus controles 

Para la cloroperoxidasa inmovilizada en la arcilla modificada con TiO2, la 

temperatura óptima también fue cercana a 25 ºC, sin embargo, a diferencia de la 

arcilla modificada con ZrO2, esta arcilla por sí sola presentó actividad catalítica o de 

adsorción en todas las temperaturas ensayadas, de acuerdo con lo reportado por 

Rangel (2018) las arcillas modificadas son capaces de absorber y catalizar 

moléculas orgánicas como ácidos y alcoholes.  Si para el caso del sulfametoxazol 

las arcillas están llevando a cabo un proceso de catálisis, esto representaría una 

ventaja para usarlo como soporte. La degradación enzimática solo estuvo presente 

hasta los 60 ºC, similar a los otros dos casos (cloroperoxidasa libre y 

cloroperoxidasa inmovilizada en arcillas modificadas con ZrO2). Por el contrario, a 

diferencia de la arcilla modificada con ZrO2, no se observó una diferencia notable 

entre el control con arcilla y peróxido de hidrógeno y el control con arcilla 

únicamente, esto a temperaturas mayores a 40 ºC, lo que indica que no hubo una 

sinergia entre estos dos componentes. 

Para ambas arcillas resta por analizar si la arcilla por sí sola lleva a cabo un proceso 

de oxidación o de adsorción del sulfametoxazol, para determinar si es una ventaja 

que posee como soporte para inmovilizar enzimas.   

 

Efecto del pH 

Los ensayos de degradación de sulfametoxazol mediados por la cloroperoxidasa 

libre e inmovilizada llevados a cabo a diferentes condiciones de pH (3-6) 

demostraron que el pH óptimo para todos los casos fue cercano a 4, además, la 

enzima inmovilizada en las arcillas fue tan susceptible a la pérdida de actividad 

como lo fue la enzima libre, en un pH de 4 a 4.5 la enzima libre perdió 

aproximadamente un 56% de su actividad, la enzima inmovilizada en la arcilla 

modificada con TiO2 perdió un 55% de su actividad y la enzima inmovilizada en la 

arcilla modificada con ZrO2 perdió un 54%. A pesar de que esta tecnología podría 

ser aplicada en ambientes cuyas condiciones fisicoquímicas son muy variables, 
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como lo es la remediación de aguas residuales en una PTAR, cuyo pH depende 

completamente de la zona donde ésta se encuentra y del tipo de residuos presentes 

en las aguas residuales. Además, de acuerdo con las Normas Oficiales Mexicanas 

el pH de las aguas residuales puede estar entre 5 y 10 sin que esto represente 

ningún tipo de problema ambiental. Con la inmovilización se esperaba que el rango 

de pH óptimo de la cloroperoxidasa fuese más amplio, ya que, con un rango de pH 

óptimo limitado se tendrían que establecer pretratamientos para la modificación del 

pH en cualquier proceso de biorremediación en ambientes acuáticos para lograr que 

el tratamiento sea eficiente, lo que hace al proceso de biorremediación más costoso 

y complicado.  

El hecho de que la cloroperoxidasa inmovilizada en ambas arcillas pierda un 

porcentaje similar de actividad enzimática frente a la temperatura y el pH sugiere 

que cuando la enzima está inmovilizada en arcilla modificada con TiO2 no se genera 

un microambiente óptimo para mejorar la estabilidad de la enzima aunque esta 

pudiera alojarse dentro de los poros, esto podría deberse a que el volumen del poro 

no es suficientemente grande, ya que para un movimiento fluido los poros deben 

ser 3 veces mayores que la enzima (Buxbaum, 2011). 

  

Reutilización de la enzima 

Reutilizar una enzima inmovilizada en un proceso de degradación es de suma 

importancia por ser uno de los principales factores que hace posible reducir los 

costos de operación. En un proceso de biorremediación en ambientes acuáticos, la 

enzima libre no se puede recuperar para ser reutilizada. En este trabajo, aunque la 

eficiencia de la cloroperoxidasa después de 6 ciclos no se redujo significativamente, 

no fue posible recuperarla por no estar unida a un soporte, el experimento se realizó 

para tener un punto de comparación y así evaluar las ventajas de la inmovilización.  

El número de ciclos en los que la cloroperoxidasa inmovilizada pudo ser reutilizada 

fue diferente en cada soporte, en el caso de la cloroperoxidasa inmovilizada en la 

arcilla modificada con TiO2 la reutilización se limitó a 4 ciclos, similar a lo reportado 
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para la cloroperoxidasa inmovilizada en macroesferas de enzima-quitosano 

(García-Zamora et al., 2018). En contraste, fue posible reutilizar la cloroperoxidasa 

inmovilizada en la arcilla modificada con ZrO2 hasta por 6 ciclos de degradación de 

sulfametoxazol, manteniendo aproximadamente un tercio de su actividad.  

Con otros soportes y sustratos se ha logrado reutilizar a la cloroperoxidasa 

inmovilizada hasta 12 veces sin una pérdida significativa de la actividad enzimática 

(Jin et al., 2018) por lo que sería interesante inmovilizar a la cloroperoxidasa con un 

método diferente, debido a que esta enzima tiene un enorme potencial para 

degradar al sulfametoxazol y a otros contaminantes emergentes, sin olvidar que el 

rendimiento de la enzima debe mejorarse lo suficiente para compensar los costos 

asociados al proceso de inmovilización, por lo que es necesario desarrollar y 

mejorar soportes en los que se pueda inmovilizar a la cloroperoxidasa. 

A pesar de que la inmovilización de la cloroperoxidasa de Caldariomyces fumago 

permitió su reutilización hasta por 6 ciclos para la degradación de sulfametoxazol, y 

de que las arcillas muestran propiedades interesantes al ser utilizadas como 

soportes, estas ventajas no compensaron la pérdida de actividad enzimática. 

Además, el proceso de inmovilización no permitió ampliar el rango de temperatura 

y pH óptimos para la enzima y no hubo una diferencia significativa en cuanto a 

estabilidad enzimática ante estos dos factores, lo que sugiere que las arcillas 

modificadas o el método de inmovilización utilizado no son los adecuados para 

mejorar el proceso de degradación de sulfametoxazol mediado por la 

cloroperoxidasa.  

Actualmente, existe un gran número de trabajos en donde se realiza la 

inmovilización enzimática, sin embargo, al igual que el presente trabajo, no todos 

han logrado mejorar las propiedades catalíticas de la enzima inmovilizada. En otros 

casos el elevado costo de los materiales utilizados como soporte o el proceso de 

inmovilización dan como resultado que los procesos no puedan tener una aplicación 

a gran escala, por lo que aún es necesaria la búsqueda de nuevos protocolos para 

lograr que las enzimas sean empleadas masivamente en procesos industriales y de 

biorremediación (Guisan, 2006). 
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Conclusión 

 

• La inmovilización de la cloroperoxidasa en las arcillas modificadas es un 

método fácil, barato y resulta en una carga elevada de enzima por gramo de 

soporte comparándola con otros soportes mesoporosos.  

• La actividad de la cloroperoxidasa inmovilizada se mantiene ligeramente más 

estable ante los factores temperatura y pH que la enzima libre. 

• La inmovilización de la cloroperoxidasa en ambas arcillas resultó en una 

pérdida de más del 90% de la actividad enzimática en la degradación de 

sulfametoxazol y no logró modificar los rangos óptimos de pH y temperatura 

de la cloroperoxidasa. 

• La arcilla modificada con TiO2 presenta mejores cualidades para ser utilizada 

como soporte sólido que la arcilla modificada ZrO2, porque le confiere a la 

enzima más estabilidad ante pH y temperatura y por su capacidad para 

oxidar/absorber al sulfametoxazol a temperatura ambiente. 

• El soporte que sería conveniente utilizar para aumentar la capacidad de reúso 

de la cloroperoxidasa es la arcilla modificada con ZrO2.  
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Anexos 

 

Anexo 1 

El volumen y la absorbancia obtenidos después de cada lavado se presentan en la 

Tabla 1.  

Tabla 1. Volumen y absorbancia correspondiente a cada lavado de los tubos que 

contenían las enzimas inmovilizadas en cada una de las arcillas modificadas.  

Lavado Enzima inmovilizada en arcilla 
modificada con TiO2 

Enzima inmovilizada en arcilla 
modificada con ZrO2 

 Absorbancia Volumen (µL) Absorbancia Volumen (µL) 

1 0.0147 800 0.1656 500 

2 0.0091 1000 0.0391 950 

3 0.0093 1000 0.0432 1000 

 

Para calcular la actividad de las micropartículas se suman los moles reportados para 

cada lavado de la cloroperoxidasa que no se adhirió a las arcillas y posteriormente 

se restan del número total de moles de cloroperoxidasa que había en cada vial. Para 

obtener el número de moles, primero se tiene que obtener la molaridad, para esto 

se usó el coeficiente de extinción (75.3 mM-1cm-1) molar de la cloroperoxidasa en la 

siguiente fórmula:  

𝑀𝑜𝑙𝑎𝑟𝑖𝑑𝑎𝑑 =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎

𝐶𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑖𝑛𝑐𝑖ó𝑛 𝑚𝑜𝑙𝑎𝑟
 

Después, la molaridad se convierte a número de moles utilizando el volumen que 

se recuperó y leyó en cada lavado, y se utiliza un factor de conversión de µM a L.  

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 =  𝑀𝑜𝑙𝑎𝑟𝑖𝑑𝑎𝑑 ∗  𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 

 

Sustitución 

Enzima inmovilizada en arcilla modificada con TiO2 

1.-               𝑀𝑜𝑙𝑎𝑟𝑖𝑑𝑎𝑑 =
0.0147

75.3 mM−1cm−1 
 = 1.9548 x 10 -4 mM/ L 

 

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠 = 1.9548x 10-4 𝑚𝑀

𝐿
   * 800 µL* (1x10-6  L /1 µL) 

= 1.5662x 10-7 µmoles 
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Se sigue el mismo procedimiento para cada una de las lecturas de absorbancia 

obtenidas y finalmente se suman.  

La suma del número de moles de cloroperoxidasa recuperado después de los 

lavados nos da los resultados siguientes: 

• El número de moles que no se inmovilizaron en la arcilla modificada con TiO2: 

4.011x 10-7  µmoles 

• El número de moles que no se inmovilizaron en la arcilla modificada con ZrO2: 

1.6946x 10-6  µmoles 

 

Finalmente, se resta el número de moles de cloroperoxidasa presentes en los 

lavados del número total de moles de cloroperoxidasa puesto en el tubo para la 

inmovilización, que corresponde a 0.023 µmoles. Con este dato se obtiene el 

porcentaje de inmovilización, así como la enzima inmovilizada por gramo de soporte 

(el número de moles totales que se inmovilizó se divide entre 0.1 gramos de arcilla) 

 

Para la enzima inmovilizada en arcilla con TiO2: 

• = 0.023 µmoles – 4.011x 10-7 µmoles = 0.0229999598 µmoles que 

corresponde al 99.9982% de enzima que si se inmovilizo en las arcillas.  

Para la enzima inmovilizada en arcilla con ZrO2: 

• = 0.023 µmoles –1.6946x 10-6 µmoles= 0.022998305 µmoles que 

corresponde al 99.9926% de enzima que si se inmovilizo en las arcillas. 
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