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Inmovilizacion de peroxidasas del brocoli (Brassica oleracea var. italica) para la biotransformacion de fenol 2016

RESUMEN

El fenol es uno de los contaminantes mas téxicos y comunes que se encuentran en
aguas residuales y uno de los mas dificiles de remover, la NMX-AA-050-SCF-2001
establece que el nivel maximo de fenol en agua residual es de 0.5 mg/L. Las técnicas
de biorremediacion mas utilizadas para su remocion son: biorreactores con bacterias,

carbén activado y oxidacion quimica (Gonzalez y col, 2006).

Se ha encontrado que las peroxidasas vegetales son adecuadas para la remocién de
fenol, la mas utilizada es la peroxidasa de la raiz del rabano picante (HRP), sin
embargo hay otros vegetales que también tienen potencial fitorremediador como el

nabo, brocoli, soja, cascara de rabano, vaina de haba etc.

En el presente trabajo se realizdé un tratamiento de biorremediacion enzimatica por
medio de peroxidasas obtenidas de deshechos vegetales como el tallo de brécoli. Se
utilizaron cuatro tipos de capsulas enzimaticas elaboradas a partir del zumo del vegetal
y de un extracto con buffer de fosfatos, se usaron dos concentraciones de CaCl; 0.2y
0.5M que probaron ser eficaces en la remocion de fenoles, las capsulas elaboradas
con zumo y CaCl,0.2M son las que tienen la cinética de remocién mas rapida
removiendo por completo las concentraciones de fenol 0.2 g/L en4 hy 0.5g/L en 8 h.
Estas capsulas también fueron empleadas en la remocion de 1, 10 y 30 g/L de fenol

con resultados favorables.

Patricia Alheli Judrez Flores

Laboratorio de Quimica Vegetal y Biotransformaciones. FES Zaragoza UNAM



Inmovilizacion de peroxidasas del brocoli (Brassica oleracea var. italica) para la biotransformacion de fenol 2016

INTRODUCCION

En las aguas residuales de industrias quimicas, farmacéuticas y papeleras entre otras,
las concentraciones tipicas de fenoles varian entre 35 y 400 mg/L, y en algunas
refinerias mexicanas se producen 14 m®dia de agua residual y su concentracion de
fenoles es de 30,000 mg/L (Buitrén y col., 2007).

A pesar de las caracteristicas toxicas de los compuestos fendlicos, varias especies de
microorganismos utilizan el fenol en condiciones aerobias como unica fuente de
carbono y de energia. Fialova y col. (2004) y Yang y col., (2005) reportaron que
algunos microorganismos del género Candida tienen un potencial de degradacién de
fenol de hasta 1700 mg/L.

Sin embargo existen casos extremos, en aguas residuales petroquimicas los residuos
como las sosas gastadas contienen concentraciones totales de fenoles de 30,000 a
50,000 mg/L (Olguin-Lora y Razo., 2004); con estas concentraciones tan elevadas se

hace imposible la biorremediacion por medio de microorganismos.

Se ha conseguido eliminar satisfactoriamente de un modelo de agua residual sintética
una concentracion de fenol y 4-clorofenol de 470 mg/L con extractos de peroxidasas de
brocoli, estas enzimas forman polimeros de fenol con un alto peso molecular
insolubles en medios acuosos, por lo que precipitan y pueden ser removidos
(Dominguez, 2009). Las peroxidasas de nabo también han sido utilizadas para la
polimerizacién de fenol en altas concentraciones 10,000 mg/L obteniendo resultados
favorables (Arellano y col., 2012). En ambos experimentos se utiliza el extracto
enzimatico mezclado directamente con la solucién de fenol por lo que no es posible
reutilizar las enzimas. La inmovilizacién enzimatica busca prolongar su vida util y

determinar la capacidad de remocion de fenol en usos posteriores.

En este trabajo se realizd la inmovilizacion de las peroxidasas de brocoli Brassica
oleracea var. italica en alginato de calcio y se buscé la concentracion mas adecuada de
cloruro de calcio y alginato de sodio para su mejor desemperio en la biotransformacion

de fenol en aguas contaminadas.

Patricia Alheli Judrez Flores

Laboratorio de Quimica Vegetal y Biotransformaciones. FES Zaragoza UNAM



Inmovilizacion de peroxidasas del brocoli (Brassica oleracea var. italica) para la biotransformacion de fenol 2016

Il MARCO TEORICO

2.1 Contaminacion en México

Las principales fuentes de contaminacién en México son: actividades de mineria,
industria quimica, extraccion y refinamiento de petréleo, desarrollo urbano y
actividades agricolas. Dentro de la Industria Quimica la produccion de colorantes y la
industria textil son consideradas como uno de los principales generadores de
contaminantes de agua y desechos peligrosos debido a que en el proceso de
fabricacion incluye diversas etapas que provocan una seria contaminacion al medio
ambiente (INECC, 2014). Las descargas de agua residual sin tratamiento se mezclan
sin control con efluentes naturales como rios, lagos y lagunas, liberando sustancias
que las bacterias son incapaces de eliminar provocando graves problemas de

contaminacion hidrica.

2.2 Contaminacion hidrica

La contaminacién hidrica se entiende como la accion de introducir algun material o
sustancia en el agua que altere su composicién; segun la Organizacién Mundial de la
Salud el agua esta contaminada cuando: su composicion se haya modificado de modo
que no reuna las condiciones necesarias para el uso/consumo humano y animal. En
nuestro pais diariamente se producen miles de toneladas de desechos industriales,

uno de los contaminantes mas toxicos y dificil de remover es el fenol.

2.3 Fenol

El fenol es un compuesto cristalino blanco o rosado altamente soluble en agua, tiene
un olor caracteristico alquitranado, dana la piel y es un veneno muy potente. Su uso
principal es en la fabricacion de resinas fendlicas por combinacion con formaldehido y
como intermediario en la fabricacion de medicamentos, colorantes, hormonas
vegetales y productos de limpieza. El fenol se produce también de manera natural,
pues se encuentra en la lignina y como resultado de la descomposicion de materia
organica o de la degradacion de pesticidas clorofenoxicarboxilicos y organofosforados
(Michalowicz y Duda, 2006).

Patricia Alheli Judrez Flores

Laboratorio de Quimica Vegetal y Biotransformaciones. FES Zaragoza UNAM



Inmovilizacion de peroxidasas del brocoli (Brassica oleracea var. italica) para la biotransformacion de fenol 2016

Dependiendo de la concentracion el fenol tiene los siguientes efectos:

& A bajas concentraciones (£1%) tiene accion bacteriostatica.
& A elevadas concentraciones es bactericida dafia severamente la membrana

celular. El tiempo de actuacion oscila entre 15-20 minutos.

Los fenoles mas comunes (fenol, 2-clorofenol, 2,4- diclorofenol, 2,4,5-triclorofenol,
2,4 ,6-triclorofenol, pentaclorofenol y cresoles) estan en la lista US EPA de

contaminantes prioritarios (US EPA 2004).

OH

Figura 1. Estructura del fenol

Los compuestos fendlicos son contaminantes que aparecen en los efluentes de
numerosas industrias: plantas de carboén, plasticos, resinas, pinturas, industrias
papeleras, textiles, farmaceéuticas entre otras. Su presencia es perjudicial, tanto para el
medio ambiente, como para la salud humana, al tratarse de sustancias toxicas y
corrosivas dificiles de degradar. Debido a su amplio uso, el fenol es considerado un
contaminante comun de las aguas residuales domésticas, industriales y agricolas
(ATSDR, 1998). Una caracteristica importante del fenol es la reactividad que presenta
con el cloro. En el proceso de cloracion para la desinfeccion de agua se pueden
producir (si el agua contiene fenol o un derivado de éste) clorofenoles, ya que el cloro
puede sustituir facilmente a los atomos de hidrogeno del anillo aromatico (Fig.1). Los
compuestos fendlicos clorados, son los biocidas mas poderosos, pero también, son los

mas toxicos para la salud humana (Michalowicz y Duda, 2006).

Patricia Alheli Judrez Flores

Laboratorio de Quimica Vegetal y Biotransformaciones. FES Zaragoza UNAM



Inmovilizacion de peroxidasas del brocoli (Brassica oleracea var. italica) para la biotransformacion de fenol 2016

2.4 Biorremediacion

El término biorremediacion implica el uso de cualquier operacién unitaria o conjunto de
ellas, que altere la composicion de un contaminante peligroso a través de acciones
biolégicas que reduzcan su toxicidad, movilidad o volumen en la matriz o material
contaminado. La biorremediacion es una técnica que puede utilizarse como auxiliar en
la descontaminacion ya que emplea procesos naturales para eliminar las sustancias

quimicas perjudiciales para el ambiente (Luna vy col., 2005).

En la biorremediacién de fenoles el método mas empleado es la biotransformacion
bacteriana con cepas de Candida tropicalis (Garcia-Ochoa y Santos, 1998) pero
cuando las concentraciones son altamente toxicas y el tratamiento biolégico es
inviable, se aplican métodos como la adsorcion en carbén activado, la oxidacion
quimica, la incineracion, la extraccion con solventes entre otras; aunque, presentan
desventajas por ejemplo, el bajo rendimiento y la alta generacién de productos que son
aun mas téxicos que los fenoles originales (Gonzalez y col, 2006 y Ramirez y col.,
2002).

Actualmente se desarrollan métodos enzimaticos con peroxidasas vegetales para la
remocién de este contaminante, por ejemplo Villegas y col., (2008) utilizan la
peroxidasa del chayote (Sechium edule (Jacq.) Sw.) para la remocion de fenol, Onder y
col., (2011) utilizan la peroxidasa de la raiz del rdbano picante (Armoracia rusticana)
conocida como HRP para la degradacion de colorantes acidos y fenoles y Arellano

(2012) utiliza peroxidasas de nabo (Brassica napus. L.) para la remocién de fenol.

2.4.1 Biotransformacién y Biorremediacion Enzimaética

La biotransformacion es un proceso mediante el cual un microorganismo o célula por
medio de enzimas trasforma un agente xenobidtico en otro de facil remocion, las
enzimas peroxidasas tienen la funcién de degradar la lignina pero también son capaces
de biotransformar compuestos téxicos por medio de la oxidacion de compuestos
aromaticos en polimeros de alto peso molecular (polimerizacién), estos polimeros
generalmente son insolubles en medios acuosos por lo que precipitan y pueden ser

removidos con facilidad del agua tratada. La enzima peroxidasa actua sobre una
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amplia variedad de sustratos y su uso en la biorremediacion enzimatica para el
tratamiento de agua contaminada con fenol resulta muy prometedor (Harvey y
Thurston, 2001, Bayramoglu y Arica, 2008).

Las ventajas de este tipo de biorremediacion son:

& La biotransformacién no genera subproductos toxicos.
& Las reacciones ocurren de manera controlada.

& No es necesaria la utilizacién del organismo completo.

El principal inconveniente de esta técnica es el alto costo para obtener las enzimas

purificadas.

2.5. Inmovilizacién de enzimas

La inmovilizacién se puede definir como la fijacion de los biocatalizadores (enzimas) a
soportes solidos insolubles que retienen su actividad catalitica y pueden ser
reutilizadas en el tratamiento de biorremediacion (Arroyo, 1998, Bayramoglu y Arica,

2008). Existen dos métodos para la inmovilizacién de enzimas (Fig.2).

2.5.1 Fisico

Atrapamiento o encapsulacion: es la retencion de la enzima en cavidades interiores de
una matriz solida porosa constituida por prepolimeros entrecruzables o polimeros de
tipo poliacrilamida, colageno, alginato, carraginato o resinas de poliuretano. La solucion
enzimatica a inmovilizar se mezcla con el mondmero y se inicia la polimerizacion
mediante el cambio de temperatura o la adicién de un reactivo que forme la estructura

porosa, con este método no hay alteracién estructural de la enzima.
Microencapsulacion: las enzimas estan rodeadas de membranas semipermeables que

permiten el paso de sustratos y productos. Las microcapsulas tienen diametros de 1 a

100 um permitiendo encapsular enzimas, biomoléculas y células.
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Reactores de membranas o inclusion. se emplean membranas permeables al producto
final, permeables al sustrato y no permeables a la enzima. Mediante una bomba se
establece un flujo liquido de sustrato que atraviesa al reactor. La enzima se inmoviliza

previamente en la membrana (Arroyo, 1998).

2.5.2. Quimico

Unién a soportes: es el método mas utilizado y debe cumplir ciertas normas para
emplearlo: alta interaccién con el sustrato, disminuir la perdida por adherencia al
producto, pH estable, frenar el crecimiento microbiano, ser facilmente recuperable para
su reutilizacion, ser estables en solucion y rigido mecanicamente en procesos de flujo
continuo. Los soportes pueden ser inorganicos naturales (arcilla, bentonita, piedra
pomez) o inorganicos manufacturados (6xido de metales, vidrios de tamafio de poro
controlado, ceramicas) y organicos naturales (polisacaridos o proteinas fibrosas) o

sintéticos (poliolefinas, polimeros acrilicos, poliamidas).

Dentro de este método se encuentran la:

&® Unién covalente: es el método de inmovilizacion mas utilizado en la industria. El
procedimiento de inmovilizacion consiste en la activacion de los grupos
quimicos del soporte, estos grupos activados reaccionan con los aminoacidos
de la enzima mediante la formacién de enlaces peptidicos, de arilacion, de
alquilacion, de formacion de enlace diazo, base de Schiff o de intercambio tiol-
disulfuro. Los aminoacidos de las proteinas mas empleados para la formacién
de enlaces con el soporte son lisina (Lys), cisteina (Cys), tirosina (Tyr) y

triptéfano (Trp).

Reticulado: también denominado entrecruzamiento o cross-linking. Utiliza reactivos
bifuncionales (dialdehidos, diminoésteres, disocianatos, sales de diazonio) que originan
uniones intermoleculares irreversibles entre las moléculas de enzima, insolubles en
agua pero que no necesitan el uso de soportes adicionales. Son capaces de resistir

condiciones extremas de pH y temperatura.
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El co-reticulado: es el entrecruzamiento de la enzima con proteinas sin actividad
enzimatica, ricas en Lys. Impide la pérdida de actividad por efectos de difusion del
sustrato. Uno de los métodos mas novedosos en entrecruzamiento consiste en la
cristalizacion de enzimas y su posterior reticulado con glutaraldehido. La propia enzima
actua como su soporte. Estos cristales soportan altas temperaturas, pHs extremos y la

accion de proteasas (Arroyo, 1998; Cedillo y col., 2014).

Inmovilizacién de Enzimas

Fisico Quimico

| Encapsulacién I Inclusion | I Unidn covalente

Entrecruzamient

= Sy /?\ <%
ef) \*¢, S -
(*§=2 - o 552:
&5 S &\
(\'5: ¢ / S &, A ;
) & ) Yo 4 A _—
Ce) ,_Q(EQ &
Ce)

Figura 2. Métodos de inmovilizacién enzimatica.

2.5.3 Importancia de la encapsulacién de enzimas

La encapsulacion es un proceso mediante el cual sustancias bioactivas se introducen
en una matriz para impedir que se pierdan, para protegerlas de la reaccion con otros
compuestos, o para frenar reacciones de oxidacion a causa de la luz o del oxigeno
(Bastida y col., 1998). Con los avances en las técnicas de inmovilizacién, el uso de
enzimas y células inmovilizadas va en aumento (Zhang y col., 2005). Se considera que
una enzima es apropiada para una aplicacion comercial, si su estabilidad es suficiente

para dicha aplicacion y el método de encapsulacion permitira este proposito.

La inclusion fisica en geles poliméricos 0 membranas previene el escape de la enzima
y al mismo tiempo permite el paso del sustrato y el producto. Sin embargo, algunas de

las desventajas son la disminucién de la actividad debido a la pérdida de moléculas de
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enzima a través de poros grandes, a la dificil circulacion de sustratos de alto peso
molecular y al incremento de producto dentro de la membrana (Zhang y col., 2005).
De acuerdo con Gianfreda y Bollag, (1994) para seleccionar el método adecuado de

inmovilizaciéon enzimatica se debe considerar:

&R Simplicidad del método

& Bajo costo

& Aplicabilidad general a un gran niumero de enzimas
®R

Capacidad para ser realizado facilmente a gran escala

Los principales cambios que presentan las enzimas inmovilizadas son:

& incremento en la estabilidad fisica, quimica y bioldgica frente a los agentes
desnaturalizantes debido a la prevencibn o minimizacién a los cambios

conformacionales, y

R alteracion del comportamiento catalitico causado por la naturaleza heterogénea
de la catalisis asociada con una enzima estatica. Estas propiedades son
estrictamente dependientes de los mayores componentes del sistema de

enzima inmovilizada (la enzima y el soporte) y su modo de asociacion

Uno de los efectos involucrados en la alteracién del comportamiento catalitico debido a
la inmovilizacion enzimatica es la reduccion de la actividad, lo cual puede ser debido a
un posible cambio conformacional que se presenta dentro de la estructura terciaria de
la proteina después de la inmovilizacion. El efecto desnaturalizante puede ser debido al
mayor numero de enlaces entre la enzima y el soporte y a la interferencia de los
residuos hidrofilicos del soporte con los grupos hidrofébicos de la proteina enzimatica
(Gianfreda y Bollag, 1994).

El enlace también puede involucrar grupos que son parte del sitio activo lo que puede
limitar la penetracién del sustrato dentro del sitio activo, especialmente cuando el sitio
activo de la enzima se orienta hacia el soporte; en otras palabras, el sitio activo puede

ser parcial o totalmente inaccesible al sustrato (Gianfreda y Bollag, 1994).
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2.5.4 Alginato

El &cido alginico en su forma salina es un polimero biodegradable y biocompatible, que
forma geles con facilidad en presencia de iones calcio. Este polimero, por su gran
versatilidad, ha sido utilizado como estabilizador, aglutinante, espesante, gelificante y
formador de peliculas delgadas sobre superficies. Los alginatos son una familia de
polisacaridos lineales, conteniendo cantidades variables de acido [ -D-manurénico
(M:1,4-enlace acido B -D-manopiranosilurénico 4C1) y de acido «-L-gulurénico (G: 1,4
enlace acido « -L-gulopiranosilurénico 1C4). Su composicién (dada por la relacion
caracteristica manuroénico/gulurénico M/G) y secuencias varian dependiendo de la
fuente de la cual proviene el polisacarido. Este polimero debe su caracter polianidnico
a los grupos carboxilo que aparecen a lo largo de la cadena (Hernandez y col., 2005,
Lupo y col., 2012).

La composicién y extension de las secuencias y el peso molecular determinan las
propiedades fisicas de los alginatos (Lupo y col., 2012). Estos se agrupan o se
distribuyen en secciones constituyendo homopolimeros tipo bloques G (-GGG-),
bloques M (-MMM-) o heteropolimeros en los que los bloques M y G se alternan
(MGMG-). Tanto la distribucién de los monémeros en la cadena polimérica como la
carga y volumen de los grupos carboxilicos, confieren al gel formado caracteristicas de
flexibilidad o rigidez dependiendo del contenido de gulurénico. Si en la estructura
polimérica hay mayor cantidad de bloques G, generalmente el gel es duro y fragil,
mientras que con la presencia de mayor proporcion de bloques M, el gel formado se
presenta suave y elastico. Los bloques de secuencias MM, MG, se encuentran

unidospor enlaces glucosidicos 3 (1-4); y los bloques GG, GM, unidos por enlaces

glucosidicos a (1-4) (Lupo vy col., 2012).

Las sales del acido alginico estan formadas por tres bloques, M, G y MG. Cuando dos
cadenas de bloque G se alinean, se forman sitios de coordinacion. Debido a la forma
de bucles de estas cadenas, existen cavidades entre ellas que tienen el tamano
adecuado para acomodar al ion calcio y ademas estan revestidas con grupos
carboxilicos y otros atomos de oxigeno electronegativos. Después de la adicion de
iones de calcio, el alginato sufre cambios conformacionales, dando lugar al modelo de

gelificacion del alginato conocido como “caja de huevo” (Fig.3). Esto se basa en la
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dimerizacion de la cadena vy, finalmente, en la mayor agregacion de los dimeros. Se
encontré que la fuerza de los geles de alginato depende del numero de enlaces
cruzados formados, del tipo de reticulacion idnica, y de la longitud y la rigidez de los
blogues entre los enlaces (Mancini y col., 1999). Lo anterior es importante, ya que los
alginatos que presentan grandes regiones de bloques G forman un gel de fuerza alta y
exhiben una alta porosidad. Los que presentan grandes bloques M forman un gel de
fuerza media, pero con una alta resistencia a la sinéresis y exhiben poros mas

pequenos que los hacen mas suaves (Hernandez vy col., 2005).

2 - P
B Ca & ® écido a-L-gulurénico © é4cido B-D-manurénico

Figura 3. Modelo de la “caja de huevo” que describe la estructura del alginato. (Reddy y

Reddy, 2010).

En cuanto a la capacidad gelificante de los alginatos, se sabe que la formacion del gel
se inicia a partir de una solucion de sal de alginato y una fuente de calcio externa o
interna, desde donde el ion calcio se difunde hasta alcanzar la cadena polimérica.

Como consecuencia de esta unién se produce un reordenamiento estructural en el

espacio, resultando en un material solido con las caracteristicas de un gel. El grado de
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gelificacion depende de la hidratacion del alginato, la concentracion del ion calcio y la

proporcion de acido guluronico (Funami y col., 2009)

Los mecanismos de gelificacién ionica se llevan a cabo fundamentalmente por dos
procesos: la gelificacion externa y la gelificacién interna. El proceso de gelificacion
externa ocurre con la difusién del ion calcio hacia la solucion de alginato de pH neutro.
La formacion del gel se inicia en la interfaz y avanza hacia el interior a medida que la
superficie se encuentra saturada de iones calcio, de manera que el ion sodio
proveniente de la sal de alginato es desplazado por el catién divalente solubilizado en
agua. Este interacciona con los bloques G de diferentes moléculas poliméricas,
enlazandolas entre si. Aunque la fuente de calcio mas usada ha sido el CaCl,, debido a
su mayor porcentaje de calcio disponible, existen otras sales empleadas con menor
frecuencia tales como el acetato monohidratado de calcio y el lactato de calcio. El
proceso de gelificacion interna consiste en la liberacion controlada del ién calcio desde
una fuente interna de sal de calcio insoluble o parcialmente soluble dispersa en la

solucion de alginato de sodio (Pasin y col., 2012).

2.5.5 Efecto de la concentracion de alginato de sodio y CaCl; en la remocion de

fenol.

Se ha demostrado que la estabilidad del gel depende de la composicidon quimica del
alginato empleado y del cation Ca?* utilizado; para evitar la disgregacion del gel se
requiere una concentracion minima del ion Ca?* (0.003M CaCl,) (Gonzéalez, 2009). En
otros trabajos realizados en el Laboratorio de Quimica Vegetal y Biotransformaciones
se evaluaron diferentes concentraciones de cloruro de calcio para la inmovilizacion de
las peroxidasas y se encontrd que las mejores concentraciones fueron 0.2 y 0.5M por
lo que en este trabajo de tesis se utilizaron estas dos concentraciones de cloruro de
calcio y dos tipos de extracto enzimatico para encontrar las condiciones éptimas para

la elaboracion de capsulas eficaces en la eliminacién de fenol en fase acuosa.

En cuanto al alginato las concentraciones adecuadas para la elaboracion de capsulas
deben ser de 0.75% a1% y del CaCl. las concentraciones van del 2% al 5.5% (p/v),
esto se debe a que el gel de alginato es el que se encarga de atrapar a la enzima y el

cloruro de calcio es el que da la forma a la estructura de la capsula, los iones de calcio
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remplazan al sodio en los extremos carboxilicos del alginato (acido gulurénico) y
forman la estructura de caja de huevos, atrapando a la enzima pero permitiendo a la

vez el contacto con el fenol (Alemzadeh, 2009).

2.6 Peroxidasas Vegetales

Las peroxidasas vegetales con nomenclatura EC 1.11.1.7 son enzimas
oxidorreductasa, que catalizan la oxidacion de una gran variedad de sustratos
organicos e inorganicos, utilizando el perdxido de hidrégeno o un hidroperdxido
organico como molécula aceptora de electrones. En plantas superiores participan en
una gran variedad de procesos fisioldgicos, a lo largo de todo el ciclo vital de la planta,
desde el nacimiento a la senescencia, entre los que cabe citar crecimiento, desarrollo y
endurecimiento de la pared celular, lignificacion y suberizacion, catabolismo de auxina

y defensa frente al estrés oxidativo y el ataque de patdgenos.

Ademas de esta funcionalidad dentro de la planta, estas enzimas se utilizan
ampliamente en la industria, algunas de sus funciones son: la sintesis de polimeros
organicos como polianilina (PANI), decoloracién de tintes sintéticos, descontaminacién
y limpieza de aguas residuales y suelos, sintesis de farmacos organicos con alto

rendimiento, electrodos enzimaticos, kits de diagndstico e inmunoensayos enzimaticos.

En todos estos procesos, la peroxidasa que se utiliza por excelencia es la peroxidasa
de rdbano picante (Armoracia rusticana), obtenida de sus raices, ademas de la
peroxidasa de soja (Glycinemax), que presenta una mayor estabilidad. (Rodriguez y
col., 2002).

Se ha descubierto que las peroxidasa de brocoli son capaces de trabajar en un amplio
rango de pH (pH 2 - pH 8) aunque registran mejor actividad a pH acido (Dominguez,
2009). Estas enzimas han sido probadas con éxito en la degradacion del colorante
textil indigo carmin (Hernandez, 2011) demostrando que el brécoli es una planta con

potencial fitorremediador.

Patricia Alheli Judrez Flores

Laboratorio de Quimica Vegetal y Biotransformaciones. FES Zaragoza UNAM

13



Inmovilizacion de peroxidasas del brocoli (Brassica oleracea var. italica) para la biotransformacion de fenol

2016

2.6.1 Peroxidasas vegetales en la biorremediacion de agua residual

Se ha comprobado experimentalmente que las peroxidasas vegetales polimerizan

diversas concentraciones de fenoles, en el cuadro 1 se dan algunos ejemplos.

Cuadro 1. Trabajos realizados con peroxidasas vegetales para la remociéon de compuestos fendlicos

Autor Vegetal Compuesto Remocion
Nicell 'y col., | 22.3 U/mg"'de peroxidasas | 140 mL de fenol | En 12 h de reaccion
(1995) HRP  inmovilizadas en | 1500 mg/L con | remueve el 81.25%
alginato de calcio al 1% H20z2al 0.1mM (1218.75 mg/L) de fenol.
0.9 U/mg de peroxidasa de | 30 ml de fenol 1 | En 3 h de reaccion
Caza y col, |soja comercial Enzymol | mM (94 mg/L) 1.2 | remueve el 95% (89.3
(1999) International Inc. mM H20: mg/L) de fenol.

Villegas y col.,
(2003)

5 upL de peroxidasa de
chayote inmovilizada en
[Sechium edule (Jacq.) Sw]
Alginato y PEG

25uL Fenol 1889
mg/L.

En 15 min de reaccion
remueve el 70%
(1324.1 mg/L) de fenol.

Quintanilla-
Guerrero y col.,
(2008a)

1.77 U/mg" de peroxidasas
de nabo (Brassica napus L.
var. esculenta D.C)
inmovilizadas en alginato
de calcio, adicionadas con
200 mg/L de PEG y (0.1-5
mM) de H20:

30 mL Fenol. 2-

clorofenol, 3-
clorofenol y 2,4
clorofenol;

0.5mMy1.4mM

En 30 min de reaccion
remueve el 90% de 0.5
mM (42.3 mg/L) y el 90%
de 1.4 mM (118.44 mg/L).

Alemzadeh y |75 U/g' de HRP |[100 ml Fenol 10 | En 150 min de reaccion
col., (2009) inmovilizadas en alginato | mMy 20 yL H202 | remueve el 80% (752
de calcio al 0.5, 0.75, 1y mg/L) de fenol 10 mM
2% y H202 5% (940 mg/L).
En 20 h de reaccion
Arellano y | 50 pL de extracto crudo de | 25 yL Fenol remueve el 61% (5740.7
col.,(2012) nabo (Brassica napus) mg/L) de 9411 mg/L.
En 3 h de reaccion
Deva y col, |5 U/ml' de peroxidasa de | 30 ml Fenol (1-10 | remueve:
(2014) colifior (Brassica oleracea) | mM) y 1 mM | 1 mM (94 mg/L) el 93%
purificada y PEG. H202 5 mM (470 mg/L) el 82%

10 mM(941 mg/L) el 73%
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2.7 Actividad Enzimatica

La peroxidasa es una hemoproteina (presenta como grupo prostético un grupo Hem)
que cataliza la oxidacion de compuestos dadores de hidrégeno, como ofenilendiamina
(aminas aromaticas), guayacol y pirogalol (fenoles) por medio de peréxidos (de ahi el
nombre peroxidasa). El guayacol es el substrato oxidable mas usado para determinar
la actividad de ésta enzima (Fig.4), dicho substrato es oxidado a un complejo coloreado
de tetraguayacol (color rojo ladrillo) en presencia de peroxidasa, la velocidad de
formacion de coloracion, es utilizada como medida de la actividad enzimatica por
lecturas espectrofotomeétricas de las absorbancias en relacion con el tiempo (Santos de
Araujo y col., 2006, Nicell y col., 1995).

OCHa CHaOOCHJ
4 @OH + 4 Ha02 PEROXIDASA
—_—

0 O 48 Ho
O )
CHsO OCH3

Figura 4. Ecuacion de la reaccion entre 4 moléculas de guayacol y 4 moléculas de peroxido
de hidrégeno, de la catdlisis de la peroxidasa se obtiene un producto de tetraguayacol y 8

moles de agua.

La activada enzimatica varia dependiendo del vegetal utilizado, del clima y suelo donde
fue cultivado; la peroxidasa puede ser inactivada por el calor, pero es una de las que
precisan mayor temperatura y mas tiempo para su inactivacion, ademas tiene la
propiedad peculiar de la regeneracién enzimatica ya que al inactivarla por medio del
calor recupera parcialmente su actividad después de un cierto tiempo. Esto se debe a
que la fraccion proteica de la enzima sufre una desnaturalizacion parcial con pérdida
de su estructura terciaria, si el calor se aplica por cortos periodos de tiempo hay una
reversion de la proteina a su estado normal por recombinacién de sus grupos

hidrégenos o sulfhidrilos (Bayramoglu y col., 2008, Bédalo y col., 2008)
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2.8 Descripcién de la especie Brassica oleracea var. italica.

El brécoli (B. oleracea var. italica) es una planta anual, de la familia Brassicaceae, que
se reproduce por semillas. Pertenecen a la familia de las cruciferas, que engloba a
mas de 300 géneros y unas 3.000 especies propias de regiones templadas o frias del
hemisferio norte (Anthos, 2010).

En México los principales estados productores, en orden de importancia, son:
Guanajuato (con mas de 50 % de la superficie sembrada), Puebla y Michoacan; en
estos estados se tienen una gran cantidad de empacadoras y congeladoras que
permiten el envio a otros paises de América, Europa y Asia. El brécoli es un cultivo que
se desarrolla fundamentalmente durante las estaciones de otofio e invierno, para un
desarrollo normal de la planta es necesario que las temperaturas durante la fase de
crecimiento oscilen entre 20 y 24 grados centigrados (Fig.5). Prefiere suelos con
tendencia a la acidez y no a la alcalinidad, un nivel 6ptimo de pH entre 6.5 y 7.0,
requiere suelos de textura media, soporta la salinidad excesiva del suelo y del agua de
riego (SAGARPA, 2011).

Estudios fitoquimicos indican altas concentraciones de sulforafano en el brocoli, la
coliflor y otras verduras cruciferas, principalmente en los brotes. Este compuesto es un
inhibidor de la histona desacetilasa, o enzimas HDAC, la inhibicion de HDAC es uno de

los campos mas prometedores del tratamiento del cancer (GHC., 2013).

En otros trabajos se revelé como principal compuesto la cianidina 3-O-diglucosido-5-O-
glucosido mono o diacilada, dando lugar a los isomeros de cianidina 3-O-(acil)
diglucosido-5-O-glucosido, cianidina 3-O-(acil1)(acil2) diglucosido-5-O-glucosido, y
cianidina 3-O-(acil1)(acil2) diglucosido-5-O-(malonil) glucésido. El analisis de
antocianas se ha realizado por primera vez en brotes de brécoli y los resultados son
favorables por lo que incluirlo en la dieta ayuda a controlar los niveles de colesterol
(Moreno y col., 2010).
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Il. JUSTIFICACION

Las enzimas peroxidasas son utiles en la biotransformacién de fenol, en trabajos
previos se ha encontrado que el tallo de brocoli tiene potencial fitorremediador, sin
embargo los extractos enzimaticos tienen la desventaja de mezclarse y desecharse

con los productos, al ser solubles en agua no se pueden reutilizar.

Con la inmovilizacion en capsulas de alginato de calcio se busca superar estos
inconvenientes, permitiendo que el proceso biotecnolégico sea econdmicamente

rentable.

V. HIPOTESIS

La inmovilizacion de peroxidasas en capsulas de alginato puede mantener la actividad
de la enzima y ser recuperadas después del proceso de biotransformacién y por lo
tanto se puedan reutilizar, de esta forma se lograra un mayor aprovechamiento del

biocatalizador en la biorremediacion de fenol.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General:

Extraer e inmovilizar las peroxidasas de brocoli en capsulas de alginato de calcio y

evaluar la remocion de fenol en modelos de agua artificialmente contaminada.
5.2 Objetivos Particulares:

& Evaluar la capacidad de biorremediacién de fenol con enzimas inmovilizadas en
capsulas de alginato elaboradas con diferentes concentraciones de CaCl, (0.2M
y 0.5M).

& Evaluar la capacidad de biorremediacién de fenol de las capsulas elaboradas
con dos tipos de extractos enzimaticos (zumo y extracto con buffer de
fosfatos).

&R Determinar la capacidad de biotransformacién de las capsulas en diferentes
concentraciones de fenol, mediante la cuantificacion de fenol con 4-Amino
antipirina.

& Determinar si es posible usar mas de una vez las capsulas y el porcentaje de

polimerizacién en cada ciclo.

R Estabilidad y vida util de la enzima en almacenamiento a 4°C.
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VI. MATERIALES Y METODO

La preparacion de reactivos se muestra en el Anexo |.
6.1 Obtencion de los extractos:
Extracto concentrado (zumo): procesar los tallos en un extractor de zumos y
colar con una gasa para eliminar los restos del bagazo. Centrifugar a 3000 rpm

por 15 min (Fig. 6).

Extracto con buffer de fosfatos: 35 g de material vegetal se licuan con 105 ml
de solucion buffer pH 6.1 por 3 min a velocidad alta, colar con una gasa y

centrifugar a 3000 rpm por 15 min (Fig. 7) (Baltazar y Moreno, 2007).

6.2 Actividad enzimatica de los extractos: En una celda adicionar 1mL de buffer
de fosfato pH 6.1, 1 mL de agua destilada, 200 puL de guayacol (1% en etanol),
200 pL de H202 (0.5% en agua destilada), agitar manualmente, leer en el
espectrofotometro Génesis 10 UV a 600nm (tiempo cero t0), adicionar 5 pl del
extracto enzimatico (zumo o con buffer de fosfatos), leer la absorbancia cada 10

segundos durante 1 min (Fig. 8) (Baltazar y Moreno, 2007).

Determinacion de la actividad enzimatica:
(Abs 2 - Abs 1) X 2.85/ 5.2 X 0.05 = Actividad por gramo de planta (u/g)

Dénde:

Abs 2= Absorbancia al minuto.

Abs 1 = Absorbancia antes de anadir las enzimas.

5.2 = Coeficiente de extincidon del tetramero del guayacol.

0.05 = Cantidad de extracto enzimatico.

6.3 Inmovilizacién en alginato al 1%: pesar 1 gr de alginato de sodio y diluirlo en
100 ml de agua destilada mantener en agitacién constante hasta que la mezcla
esta homogénea, afadir el extracto (zumo o buffer de fosfatos) y mezclar,
hacer gotear en el bafio de cloruro de calcio. Enjuagar las capsulas con

abundante agua y mantener humedas en refrigeracion hasta su uso (Fig. 9).
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Donde:

6.4 Actividad enzimética de las capsulas: Pesar 1 g de capsulas vy triturarlas en
un mortero recolectar el zumo obtenido y centrifugar a 3000 rpm por 5 min,

tomar el sobrenadante para la determinacion enzimatica con guayacol (Fig. 10).

6.5 Prueba de biorremediacion de fenol: En matraces de 50 ml colocar 5 g de
capsulas de enzimas y 15 ml de la solucién de fenol (0.2, 0.5, 1, 10 o 30 g/L),

mantener en agitacién a 200 rpm y determinar la cantidad de fenoles cada 2 h.

6.6 Cuantificacion de fenoles por medio de 4- Amino Antipirina (4-AAP): Tomar
una alicuota de 40 yL de fenol y agregar 2.52 ml de agua destilada, 15 pL de
buffer de amonio pH 10, 15uL de solucion acuosa de ferricianuro de potasio,
agitar y anotar la primera lectura (blanco) en el espectrofotometro Génesis 10
UV a 510 nm; adicionar 15 pL de solucion 4-AAP, agitar, esperar 15 minutos y

tomar la lectura en el espectro (Fig. 11).

Para el porcentaje de biotransformacion se utiliza la siguiente féormula:

% biotransformacion = ((Abs1 — Abs2)/ Abs1) * 100

Abs1= absorbancia del tiempo 0 (mayor concentracién de fenol).

Abs2= absorbancias posteriores.

Figura 11. Ecuacién de la reaccion entre 4-aminoantipirina y fenol
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\ }
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Figura 6. Zumo de brécoli

Figura 8. Actividad enzimatica, las celdas de
color claro corresponden al extracto buffer y

las roiizas al zumo.

Figuras 9 y 10. Actividad enzimatica, la celda
naranja corresponde a las capsulas de zumo
(arriba) y la celda clara a las de extracto buffer

(abajo).
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VIl.  RESULTADOS
7.1 Actividad enzimatica de los extractos vegetales.
En la grafica 1 se muestra la actividad enzimatica del extracto buffer de fosfatos de

abril de 2014 a enero de 2015. La actividad enzimatica fue mayor en los meses de abril

y noviembre y en diciembre 2014 y enero 2015 la mas baja.

=
3 550.00

< 150.00 Nl =] =

50.00 || — —
Abril | Mayo |Agosto| Sept. | Nov. | Dic. Enero

2014 2015
||:|u/g 230.19 | 179.04 | 175.38 | 168.08 | 252.12 | 84.04 | 76.73

Grafica 1. Actividad enzimatica de la peroxidasa de brécoli (extracto con buffer

de fosfatos pH 6) la actividad de la enzima se presenta en u/g.

En la gréfica 2 se muestra la actividad enzimatica del zumo de brécoli de abril 2014 —
abril 2015. La mayor actividad enzimatica se presenta en los meses de abril y

noviembre, y la mas baja de diciembre 2014 a marzo 2015.

/
(o)}
ul
o
o
o
HH
_|

< 150.00 —

Abril |Mayo| Ago. | Sept. | Nov. | Dic. Enero| Feb. | Mar. | Abril
2014 2015
Du/g|650.3|526.1|310.5|493.2| 741.7| 266.7 | 292.3 | 299.6 | 241.1 | 646.7

Grafica 2. Actividad enzimatica de la peroxidasa de brocoli (zumo) la actividad

de la enzima se presenta en u/g.

Patricia Alheli Judrez Flores

Laboratorio de Quimica Vegetal y Biotransformaciones. FES Zaragoza UNAM

23



Inmovilizacion de peroxidasas del brocoli (Brassica oleracea var. italica) para la biotransformacion de fenol 2016

7.2 Actividad enzimatica de las capsulas.

En el cuadro se muestra la actividad peroxidasa de los extractos y de las capsulas
elaboradas para pruebas de biorremediacién con dos concentraciones de CaCl.y dos

extractos enzimaticos antes de la cinética de remocién de fenol.

Cuadro 2. Actividad enzimatica del extracto antes de la inmovilizaciéon y después

de la elaboracion de las capsulas.

Céapsulas con extracto buffer Céapsulas con zumo
Actividad Capsulas CaClz Actividad Cépsulas CaClz
extracto u/g 100 g zumo u/g 100 g
438.2 241.2 0.2M 657.64 274.04 0.2M
438.2 208.3 0.5M 679.60 328.84 0.2M
675.15 317.885 0.2M
Contenido de extracto en las capsulas
59 de Extracto buffer mL 5gde Zumo mL
capsulas 2 capsulas 1.87

7.3 Biorremediacién de agua residual sintética con 0.2g/L de fenol y cdpsulas de

zumo de brécoli y de extracto buffer con 0.2M y 0.5M CaCls,.

Las concentraciones de fenol en aguas residuales municipales van de 35 a 400 mg/L,
incluyen las descargas domesticas e industriales en su flujo hacia las plantas de
tratamiento (Buitrén, 2007). En la grafica 3 se muestran los resultados del primer uso
de las capsulas, se observa que las elaboradas con zumo son las que tienen la cinética

mas rapida y de ellas las de 0.2M CacCl; logran el 100 % de polimerizacion en 3 h.

120
= 100
&b
~ 80
S 60
2 a0
()]
@< 20
X 9

0 1 2 3 4  t(h)

e=@==7Umo0 0.5 e=@==Zumo 0.2 Buffer 0.5 e=@==Buffer 0.2

Grafica 3. Remocion de fenol (0.2 g/L) con capsulas de extracto buffer de
fosfatos y zumo de brécoli en concentracion de 0.2M y 0.5M de CaClz
: Flores
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En la grafica 4 se observa que en el segundo uso de las capsulas, las elaboradas con

zumo siguen teniendo la cinética mas rapida y a las 4 h la remocion de fenol es 100%.

120
100
80
60
40
20

% Fenol [0.2 g/L]

0 1 2 3 4 t(h)

e=@==/7Umo0 0.5 e=@==Zumo 0.2 Buffer 0.5 ==@==Buffer 0.2

Gréfica 4. Remocion de fenol [0.2 g/L] segundo uso de los cuatro tipos de capsulas

conservadas humedas a 4°C por 17 h.

En la grafica 5 se observa que en el tercer uso las capsulas las de zumo 0.5M, Buffer
0.2M y 0.5 M de CaCl; realizan la cinética de remocién de fenol al 100% casi en el

mismo tiempo 6 h y las capsulas de zumo 0.2M CaCl; en 5 h.
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100
80
60
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% Fenol [0.2 g/L]

0 1 2 3 4 5 6 t(h)
e=@=7Umo0 0.5 ==@=Zumo 0.2 Buffer 0.5 e=@==Buffer 0.2

Grafica 5. Remocién de fenol [0.2 g/L] tercer uso de los cuatro tipos de capsulas

conservadas humedas a 4°C por 17 h.
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En la grafica 6 se observa que en el cuarto uso todas las capsulas remueven el 100%

del contaminante en 8 h, sin embargo las capsulas de zumo y 0.2M CaCl. tienen un

50% de remocion a las 4h

120
100
80
60
40
20

% Fenol [0.2 g/L]

0 2 4 6 8 t(h)
@=@==/7Umo0 0.5 e=@==Zumo 0.2 Buffer 0.5 ==@==Buffer 0.2

Gréfica 6. Remocion de fenol [0.2 g/L] cuarto uso de los cuatro tipos de capsulas

conservadas humedas a 4°C por 17 h.

La grafica 7 muestra el quinto y ultimo uso de las capsulas, se observa que las
capsulas Zumo 0.2 remueven el 56%, Zumo 0.5 remueve el 45%, Buffer 0.2 y Buffer

0.5 remueven el 37% del contaminante en 24 h.

120
100
80
60
40
20

% Fenol [0.2 g/L]

0 2 4 6 8 24 t(h)
e=@==7Umo0 0.5 ==@==7umo 0.2 Buffer 0.5 e=@==Buffer 0.2

Grafica 7. Remocién de fenol [0.2 g/L] quinto uso de los cuatro tipos de capsulas

conservadas humedas 4°C por 17 h.
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7.4 Biorremediacion de agua residual sintética con 0.5 g/L de fenol y capsulas de

zumo de brécoli y de extracto buffer con 0.2M y 0.5M CacCl.

Como se menciond anteriormente las concentraciones tipicas de fenol en agua residual
van de 35 a 400 mg/L sin embargo las aguas residuales tienen una composicién y
origen variado, en aguas agricolas, textiles, papeleras y del sector salud las
concentraciones de fenol van de 200 a 1000 mg/L, esto se debe al uso de plaguicidas,

fungicidas, resinas, conservadores y desinfectantes (Buitron, 2007).

En la gréfica 8 se muestran los resultados de la biorremediacién de una concentracion
media de fenol (500 mg/L), se observa que a las 8 h los cuatro tipos de capsulas
remueven el 100% del contaminante, sin embargo la cinética de biotransformacién mas

rapida la tienen las capsulas elaboradas con zumo y 0.2M CaCl..
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100
80
60
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e=@==7Umo0 0.5 e=@==Zumo 0.2 Buffer 0.5 e=@==Buffer 0.2

Gréfica 8. Remocion de fenol [0.5 g/L) con capsulas de extracto buffer de

fosfatos y zumo de brdcoli en concentracion de 0.2M y 0.5M de CaCl2
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En la grafica 9 se observa que a las 8 h las capsulas Zumo 0.2M remueven el 100% de

fenol, y las Zumo 0.5, Buffer 0.2 y Buffer 0.5 remueven el 100% de fenol a las 9 h.

120
100
80
60
40
20

% Fenol [0.5 g/L]
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Grafica 9. Remocion de fenol [0.5 g/L) segundo uso de los cuatro tipos de capsulas

conservadas humedas a 4°C por 17 h.

En la grafica 10 se observa que los cuatro tipos de capsulas remueven el 100% de

fenol en 20 h, pero las capsulas Zumo 0.2 remueven el 30% del contaminante en 4 h.

120
100
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60
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Grafica 10. Remocion de fenol [0.5 g/L) tercer uso de los cuatro tipos de capsulas

conservadas humedas a 4°C por 17 h.
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En la grafica 11 se observa que los cuatro tipos de capsulas tienen casi el mismo

tiempo de remocion de fenol, logrando el 100% de polimerizacion a las 22 h.

120
100
80
60
40
20

% Fenol [0.5 g/L]

0 2 4 6 8 18 20
@=@==/7UmO0 0.5 e=@==Zumo 0.2

22 t(h)

Buffer 0.5 ==@==Buffer 0.2

Gréfica 11. Remocion de fenol [0.5 g/L) cuarto uso de los cuatro tipos de capsulas

conservadas humedas a 4°C por 17 h.

En la gréfica 12 se observa que a las 22 h de reaccién

las capsulas Zumo 0.5

remueven el 47% de fenol, mientras que Zumo 0.2 solo el 30% y Buffer 0.2y 0.5 el

15%.
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Gréfica 12. Remocion de fenol [0.5 g/L) quinto y ultimo uso de los cuatro tipos de

capsulas conservadas humedas a 4°C por 17 h.

Patricia Alheli Judrez Flores

Laboratorio de Quimica Vegetal y Biotransformaciones. FES Zaragoza UNAM

29



Inmovilizacion de peroxidasas del brocoli (Brassica oleracea var. italica) para la biotransformacion de fenol 2016

7.5 Analisis estadistico de la remocién de fenol con los cuatro tipos de capsulas

Con un 95% de confianza la prueba de ANOVA para comprar los porcentajes de
remocion de fenol en los 5 ciclos de biorremediacion demuestran que no hay diferencia
significativa entre los cuatro tipos de capsulas enzimaticas, y si hay diferencias
significativas al comparar la actividad de las capsulas elaboradas con extracto buffer o

zumo de brécoli (Anexo Il).

7.6 Biorremediacion de agua residual sintética con 1, 10, y 30 g/L de fenol y
capsulas de zumo de brocoliy 0.2M de CacCl;

Las concentraciones mas toxicas de fenol provienen de las aguas residuales de la
industria quimica, petroquimica y de la elaboracion de pinturas y resinas sintéticas; se
ha reportado que las sosas gastadas en la refinacion de hidrocarburos contienen hasta
30 g/L de fenol (Olguin-Lora y col., 2003), usando las capsulas Zumo 0.2 que
presentaron el mayor porcentaje de biotransformaciéon para la remociéon de fenol en
concentraciones consideradas altamente toxicas 1, 10 y 30 g/L (Olguin-Lora y col.,

2003, Nakamoto y Machida, 1992) se obtuvieron los siguientes resultados.
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Grafica 13. Remocién de fenol con capsulas de zumo de brécoli y 0.2M de CaCl:

En las gréafica 13 se observa que la mayor remocién del contaminante ocurre a las 24 h
de reaccion. En el tratamiento de 30 g/L hay una remocion del 45% que equivale a
17.64 g/L, después de este tiempo la reaccién de polimerizacion es minima; en la

concentracion de 10 g/L a las 24 h la remocion es del 41% (5.06 g/L) y se alcanza el
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61% (6.14 g/L) de remocion a las 99 h, en la concentracion de 1 g/L a las 24 h la

remocion es del 53% y es constante hasta polimerizar el 100% de fenol en 51 h.

En la figura 12 se muestran las celdas de cuantificacion de fenol antes del proceso de

biotransformacion, el color magenta intenso indica una alta concentracion de fenol.

l ‘l»l “. l ‘I .«I

30 g/L 10 g/L 1g/L

Figura 12. Determinacion de fenol con 4-AAP antes de la biorremediacion.

En la figura 13 se muestran las celdas de cuantificacion de fenol después del proceso
de biotransformacion, en las concentraciones de 30 y 10 g/L aun se desarrolla color por
lo que solo una parte del contaminante fue removida, pero en la de 1 g/L el color ha

desaparecido demostrando que la remocién de fenol fue completa.

30 g/L 10 g/L 1g/L

Figura 13. Determinacion de fenol con 4-AAP después de la biorremediacion.
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7.7 Actividad de las capsulas almacenadas.

Se registré la actividad de las capsulas el dia de su elaboracién y posteriormente cada
semana hasta que la actividad enzimatica fue minima (grafica 14), a partir de la 5

semana se observaron cambios de coloracién en las capsulas (Fig.14).

Almacenamiento de Capsulas
400.000
o0 350.000
5 = B B h
> 300.000
%)
% 250.000 +— o
= O Actividad
° 200.000 +— T s
- enzimatica
g_’ 150.000 +—
—E
<f 100.000 +
50.000 —+— +’~
0.000
Inicio Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semana 5 Semana6

Gréfica 14. Actividad de las capsulas de Zumo 0.2 CaClz almacenadas en agua

a4°C

Figura 14. A la izquierda las capsulas antes de ser almacenadas con
coloracion verde brillante y a la derecha después de 6 semanas de

almacenarse a 4°C se vuelven lechosas y opacas.
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS

Después de inmovilizar las peroxidasas, es evidente la reduccién de su actividad
enzimatica con respecto al extracto vegetal; esté es un efecto secundario de la
inmovilizacion, independientemente del tipo de técnica empleada, como se observa en
el trabajo de Gonzalez y col. (2007) donde hay una reduccién en la actividad
enzimatica del extracto crudo de nabo liofilizado inmovilizado en capsulas elaboradas
por dos métodos: el primero es una inmovilizacion fisica en alginato de calcio y el
segundo es una inmovilizacién quimica por medio de enlace covalente con resina Affi-
Gel, ambos tipos de capsulas fueron utilizadas para la remocion de fenol 0.8 y 1.2

mg/L.

En el caso del extracto de brocoli también se observo una disminucion de la actividad
peroxidasa, probablemente la reduccién en la actividad enzimatica del extracto se deba
a los siguientes factores: precipitacion de proteinas durante el proceso de la
encapsulacion y que esta precipitacion ocurra cuando el Ca?* sustituye al Na* en los
extremos carboxilicos del alginato (Hernandez y col., 2005), fugas de enzimas por los
espacios del alginato (Alemzadeh, 2009) o el tiempo que la capsula permanece en el
bano de cloruro de calcio provoca que la enzima sea desplazada al interior y este

atrapada (Avendafio y col., 2013).

Los cuatro tipos de capsulas remueven el fenol, pero las capsulas elaboradas con
zumo y CaCl;0.2M son las que tienen la cinética de remocidon mas rapida removiendo
por completo el contaminante 0.2 g/L en4 hy 0.5g/L en 8 h, en el cuadro 3y 4 se
muestra el porcentaje de fenol removido por las capsulas de peroxidasas, en ambas
concentraciones se tomo el tiempo de mayor remocién como punto de referencia para

ver la eficacia de la reutilizacion de las capsulas.
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Cuadro 3. Porcentaje remocion de fenol 0.2 g/L en 4 h por medio de capsulas enzimaticas.

Céapsulas 2° Uso 3° Uso 4° Uso 5° Uso
Zumo 0.5 CaClz 100% 100% 75% 45% 4%
Zumo 0.2 CaClz 100% 100% 77% 70% 19%
Buffer 0.5 CaCl2 100% 100% 69% 33% 7%
Buffer 0.2 CaClz 100% 100% 77% 50% 3%

En la concentracion del fenol 0.2 g/L las capsulas mantienen su eficacia en los dos
primeros usos, para el tercer uso la remocién es del 100% pero aumenta el tiempo de
reaccidon a 6 h usando las capsulas de zumo 0.2M, en los ciclos posteriores disminuye
la eficiencia de todas las capsulas removiendo en el 4° el 100% en 8 h 'y en el 5° solo
el 90% en 24 h.

Cuadro 4. Porcentaje remocion de fenol 0.5 g/L en 8 h por medio de capsulas enzimaticas.

Cépsulas 1° Uso 2° Uso 3° Uso 4° Uso 5° Uso
Zumo 0.5 CaClz 100% 84% 47% 38% 33%
Zumo 0.2 CaCl2 100% 100% 57% 48% 5%
Buffer 0.5 CaClz 100% 73% 38% 32% 10%
Buffer 0.2 CaClz 100% 79% 42% 33% 11%

Para la concentracion de 0.5 g/L las capsulas que mantienen el porcentaje de remocion
en el mismo tiempo (100% en 8 h) en el primer y segundo uso son las de Zumo 0.2
CaCls, en los ciclos siguientes se logra remover el 100% del fenol hasta las 20 h y en el

quinto uso solo se remueve el 60% en 24 h.

En estudios similares como el de Dominguez (2009) que utiliza vegetales en secciones
con la concentracion de fenol 0.47 g/L (470 ppm) en 48 h, se logra una remocion de
0.423 g/L en el primer uso y para el segundo uso la eficacia disminuye a 0.1 g/L de
fenol removidos y no fue posible realizar un tercer uso debido a que el material vegetal

se desintegrd en la muestra problema durante la reaccion.

En este trabajo con los cuatro tipos de capsulas de peroxidasas se logro la remocion
completa del contaminante a 0.2 g/L en 2 ciclos de 4 h y para 0.5 g/L sélo las capsulas

de Zumo 0.2 CaCl, logran remover en dos ciclos la misma concentracion en 8 h.
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Después de una semana de uso continuo las capsulas perdieron su actividad
enzimatica y fue notorio un cambio de color, de verde claro pasaron a blanco lechoso y
la consistencia de las capsulas firmes paso a ser suave y facil de deshacer, también se
detecto un cambio en el olor probablemente por la degradacion de los componentes

vegetales.

Para las concentraciones de 1, 10 y 30 g/L se utilizaron las capsulas que presentaron
la cinética mas rapida de remocion de fenol, en el cuadro 5 se muestran los gramos

removidos de fenol en 24 h.

Cuadro 5. Gramos de fenol removidos con 5 g de capsulas de peroxidasas a las 24 h para 1,
10 v 30 a/L.

Céapsulas de
peroxidasas Fenol 1 g/L Fenol 10 g/L Fenol 30 g/L
Zumo 0.2M CaCl2 0.53 5.1 12.3

En el cuadro cuatro se observa que las concentraciones de 10 y 30 g/L son las que
biotransforman mas gramos de fenol, esto se debe a que al incrementarse la
concentracién del sustrato aumenta la velocidad de reaccidn de las enzimas y la
probabilidad de formacion del complejo enzima-sustrato, este proceso continua hasta
que no haya mas enzimas disponibles y el proceso llega a un punto en el que la

velocidad de reaccion ya no aumenta y se detiene.

En la biorremediacién con peroxidasas de contaminantes altamente téxicos como el
fenol es comun el uso de aditivos como: alginato, gelatina y polietilenglicol (PEG) para
favorecer la remocion del contaminante y evitar la adsorcion de la enzima por los
productos polimerizados, en un trabajo similar de Nakamoto y Machida (1992), usando
HPR purificada (10 mg/L), gelatina y PEG logran la remocién del 90% de 10 y 30 g/L
de fenol en 20 h.

Usando 5 g capsulas (16.44 u/g) elaboradas solo con zumo de brécoli y 0.2M CaClz se

logra remover, sin mas aditivos que el alginato, el 50% del contaminante.

Quintanilla-Guerrero y col., (2008b) reportan que a mayores concentraciones de fenol

la eficiencia de la remocion disminuye hasta en un 90% incluso adicionando PEG para
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potencializar la actividad enzimatica, las concentraciones usadas (10 g/L y 30 g/L) en
este experimento son extremadamente altas pero presentan un porcentaje favorable de
polimerizacion. El alginato ademas de inmovilizar a la enzima también actua como

agente protector.

La concentracién del alginato y el tiempo de reaccion con el cloruro de calcio también
es importante para la elaboraciéon de capsulas eficientes; la reaccion de estos
compuestos produce una gelificacion interna, al mezclarse las soluciones de alginato y
cloruro de calcio, existe un gradiente osmatico entre el interior de la esfera y el bafio
de cloruro de calcio, que actia como una fuerza motriz para que el calcio pueda migrar
a través de la matriz de alginato y tenga lugar la gelificacion interna. Como
consecuencia de esta gelatificacion si se deja la mezcla de alginato mas de 3 minutos
en el bano de cloruro de calcio, el proceso continua hacia el interior, gelificando
también la parte interna como se observa en la Figura 15, 30 segundos es el tiempo
Optimo para conseguir la gelificacion de la membrana externa y mantener el interior

liquido (Avendario y col., 2013).

Las capsulas de peroxidasas se dejaron en el bafio de cloruro de calcio por 1 minuto
por lo tanto las capsulas tienen una cubierta de alginato delgada y se conserva la

mayor parte del interior liquido.

‘ ‘
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Figura 15. Esferificacion vista al microscopio electrénico. Foto
de Mans y Castells, 2011.
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Los trabajos de biorremediacion de fenol por medio de peroxidasas vegetales en su
mayoria, manejan concentraciones menores a 0.5 g/L, son pocos los trabajos
realizados con concentraciones superiores a 1.5 o0 10 g/L que son las concentraciones
que podemos encontrar en aguas residuales industriales. Las enzimas que utilizan en
esos tratamientos por lo general son HRP comerciales, si son de otro vegetal estas
peroxidasas son purificadas o parcialmente purificadas. Se ha demostrado que usar el
Zumo O secciones vegetales: bagazo o cortes de tallo, hoja o cascara (que es la forma
en que de manera natural se encuentran inmovilizadas las enzimas) en la
biorremediacion de agua residual es viable. Dominguez (2009) utiliza extracto con
buffer de fosfatos y secciones de brocoli para la remocién de fenol y 4-clorofenol
(0.47g/L) removiendo el 52% del contaminante con extracto y el 70% con las secciones
de brécoli. Hernandez (2011) utiliza zumo y bagazo de brocoli para la biorremediacion
del colorante indigo carmin en agua residual (0.5, 1 y 2 g/L) removiendo el 90% del

contaminante.

En este trabajo se uso el extracto en buffer de fosfatos porque es uno de los mas
utilizados para la obtencidon de las peroxidasas, la desventaja que tiene este método
es que solo se obtienen las peroxidasas solubles, dejando en el bagazo otras enzimas

que también actuan en la biotransformacion.
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IX. CONCLUSIONES

R

Los meses en los que los vegetales presentan su mayor actividad enzimatica
son abril y noviembre; se demostré que los zumos son los que presentan mayor

actividad peroxidasa.

Para que las capsulas sean adecuadas para la remocién de fenoles el extracto
con que se elaboran debe tener una actividad superior a 250 u/g ya que el
proceso de inmovilizacion reduce su actividad al 50%; en este trabajo se
demostro que las capsulas tienen mejores resultados si se elaboran con el zumo

del vegetal.

Las capsulas pueden utilizarse hasta 5 veces con concentraciones de menos de
1 g de fenol, pero su eficacia disminuye a partir del 3er uso. En concentraciones
superiores (1 g/L a 30 g/L) solo se pueden utilizar una vez debido a que
aumenta la velocidad de reaccion de la enzima sobre el sustrato y el proceso

termina con todas las enzimas disponibles.

Las capsulas pueden ser almacenadas humedas a 4°C por tres semanas sin

perder su actividad.

El tallo de brocoli es generalmente desechado por lo que utilizarlo como fuente
alternativa de peroxidasas es viable y mas accesible que las peroxidasas

comerciales.

Este método de obtencion, inmovilizacion y aplicacion de las enzimas para el
tratamiento de aguas con fenol es econdmicamente rentable y no genera
problemas de disposicion de residuos ya que las capsulas al ser elaboradas con

alginato son biodegradables.
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RECOMENDACIONES

Evaluar la capacidad de biotransformacion de fenol en diferentes pHs usando

las capsulas “Zumo 0.2”.

Evaluar la capacidad de biotransformacion de las capsulas con diferentes

compuestos fendlicos (2-clorofenol, 4-clorofenol, etc.).

Realizar pruebas de biorremediaciéon con mezclas de colorantes textiles y fenol.

Probar las capsulas con muestras de aguas residuales reales contaminadas

con fenol.
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XII. ANEXOS
ANEXO |: Reactivos

& Buffer de fosfatos (pH 6.1): 11.9 g de fosfato monopotasico (KH2PO4) y 1.75 g
de fosfato disédico (Na;HPQ,) aforar a 1 L con H>O destilada, conservar en

refrigeracion (Baltazar y Moreno, 2007).

&® 4-Aminoantipirina (4-AAP): 0.08 g de 4-AAP en 10 mL de H>O destilada
(Bayramoglu y Arica, 2008; Gonzalez y col., 2006).

& Ferricianuro de Potasio (K3 [Fe (CN)g]): 0.36 g de Ks [Fe (CN)s] en 10 mL de
H2O destilada (Bayramoglu y Arica, 2008; Gonzalez y col., 2006).

&® CaCl»0.2M: 2.2 g de cloruro de calcio aforar a 100 mL de H2O destilada.

& CaCl; 0.5M: 5.5 g de cloruro de calcio aforar a 100 mL de H,O destilada.

Disoluciones para agua residual sintética con diferentes concentraciones de fenol

& Agua residual sintética 0.2 g/L: 0.02 g de fenol aforar a 100 mL con HO

destilada.

&® Agua residual sintética 0.5 g/L: 0.05 g de fenol aforar a 100 mL con H.O

destilada.

& Agua residual sintética 1 g/L: 0.1 g de fenol aforar a 100 mL con H>O destilada.

& Agua residual sintética 10 g/L: 1 g de fenol aforar a 100 mL con H>O destilada.

&® Agua residual sintética 30 g/L: 3 g de fenol aforar a 100 mL con H2O destilada.
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ANEXO II: Andlisis Estadistico

Analisis de varianza de un factor para la remocion de fenol, entre la concentracion de

CaCl; 0.2 y 0.5 M, y de la concentracién de peroxidasas en el extracto enzimatico con
buffer de fosfatos y zumo de brécoli.

Descriptives

Fenol
N Mean | Std. Deviation | Std. Error | 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum
Mean
Lower Bound | Upper Bound
Buffer 2| .027273 .0042855] .0030303 -.011231 .065776 .0242 .0303
Zumo 2| .006061 .0085710| .0060606 -.070947 .083068 .0000 .0121
Total 4] .016667 .0134385] .0067193 -.004717 .038050 .0000 .0303
ANOVA
Fenol
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .000 1 .000 9.800 .089
Within Groups .000 .000
Total .001
Patricia Alheli Judrez Flores
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Descriptives
Anctividad enzimatica del extracto
N Mean Std. Std. Error | 95% Confidence Interval for | Minimum | Maximum
Deviation Mean
Lower Bound | Upper Bound
Buffer 7| 166.511428 | 66.43807453 | 25.1112318 | 105.0664578 | 227.9563993 | 76.73000| 252.1200
Zumo 6| 498.140000 | 185.4997166 | 75.7299422 | 303.4699862 | 692.8100138 | 266.7300| 741.7300
Total 13| 319.570769 | 214.8345844 | 59.5843930 | 189.7475291 | 449.3940093 | 76.73000| 741.7300
ANOVA
Anctividad enzimatica del extracto
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 355311.953 1 355311.953 19.686 .001
Within Groups 198534.831 11 18048.621
Total 553846.784 12
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NOTAS
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