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Titulo: BIOTRANSFORMACION DE COLORANTES ORGANICOS EN
PROCESOS CATALIZADOS CON PEROXIDASAS DE PALMA REAL
(ROYSTONEA REGIA).

Autor: Carlos Alberto Graterén**.

Palabras claves: Peroxidasas, Colorantes, CLEAS.

En este trabajo se realiz6 la decolorizacion de diferentes tintes, tales como: metil
naranja, pardo de Bismark, metil violeta, utilizando preparaciones enzimaticas de
peroxidasa de palma real (PPR) en forma soluble (ES) y entrecruzada-agregada
con glutaraldehido (CLEA). La decolorizacion de los colorantes se determino
mediante espectrofotometria UV-visible y HPLC en fase reversa, observandose
una disminucion total de la banda de absorcion para naranja de metilo y
demostrandose una remocion mayor al 50% para todos los colorantes, utilizando
tanto la enzima en forma soluble como CLEA bajo diferentes condiciones de
reaccion tales como pH, cantidad de enzima, temperatura, concentracion de

peréxido de hidrogeno y de los colorantes.

En consecuencia, se demostré que es factible la utilizacion de peroxidasas para
para remover colorantes organicos toxicos desde aguas residuales y en pre-

tratamiento enzimatico de procesos de biodegradacion microbiana.

*Proyecto de grado
**Facultada de ciencias. Escuela de quimica. Director: Dr. Rodrigo Torres
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TITLE: BIOTRANSFORMATION OF ORGANIC DYE BY ROYAL PALM
PEROXIDASAS (ROYSTONEA REGIA) CATALYZED PROCESS.

Author: Carlos Alberto Grateron**.
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In this work, decolorization of different azo-dyes, such as methyl orange, Bismark
brown and methyl violet was carried out by using of enzyme preparations or Royal
Palm peroxidase (RPP) in both soluble and cross-linked enzyme aggregates
(CLEAS). Dye decolorization was determined by UV-visible spectrophotometry and
reverse phase-HPLC, obtaining a total decrease in the absorption band of methyl
orange and demonstrating a dye removal greater than 50% for all dyes, by using of
enzyme in both soluble and CLEA form under different reaction conditions such
as; pH, amount of the enzyme, temperature, hydrogen peroxide and dye

concentration.

In consequence, it was demonstrated that it is feasible using peroxidases for both
toxic dye removal from waste water and in enzymatic pre-treatment in microbial

biodegradation processes.

* Project of degree

** Faculty of sciences. School of chemistry: Dr. Rodrigo Torres Saez.



1. INTRODUCCION

Uno de los campos mas promisorios de las enzimas es su utilizaciébn en procesos de
biorremediaciéon de efluentes contaminados con moléculas organicas de dificil
degradacion. De esta manera, es posible llevar a cabo la oxidacion enziméatica de efluentes
que contengan colorantes orgédnicos de dificil decolorizacion. Sin embargo, los procesos
enzimdticos requieren de condiciones ambientales adecuadas para su Optimo
funcionamiento [Obinger, 1996; Lobarzeweski, 1991; Sakharov, 1999]. Si estas
condiciones se alteran, las enzimas pueden llegar a desnaturalizarse y perder su actividad
frente a los sustratos [Adam, 1999]. Es por ello que para el caso de los procesos de
oxidacion catalizados por enzimas, tales como las peroxidasas, se hace necesario
determinar los pardmetros 6ptimos de reaccion tales como: tiempo de contacto enzima-
sustrato, concentracion de la enzima, pH de la fase acuosa, concentracion del sustrato y
concentracion de peroxido de hidrogeno, que permitan obtener los mejores rendimientos
de la reaccion. Por lo tanto, es posible determinar la actividad catalitica que presenta la
enzima frente a diferentes tipos de moléculas organicas cuando el sistema de
transformacion enzimatica se encuentra bajo condiciones Optimas de reaccion [Akasaka,

1995; Vesga, 2000].

De esta forma, el uso de enzimas en procesos de biorremediacidon, surge como una
alternativa interesante para la remocion de compuestos organicos contaminantes [Aitken,
1993; Candelas, 1997]. Uno de estos contaminantes, son los colorantes orgdnicos que
contaminan efluentes y que provienen de diferentes fuentes industriales. Estos colorantes
son, en su mayoria, compuestos aromaticos altamente tdéxicos, recalcitrantes y no
biodegradables que hacen parte de las aguas residuales de industrias como curtiembres
(Pardo de Bismark), pinturas (violeta de metilo) y de alimentos (Anaranjado de metilo),
donde son utilizados como insumos para coloracion de algunos de sus productos. Existen

diferentes métodos para tratar estos desechos, pero el problema es que son procesos



costosos y que, en muchos casos, sus residuos resultan ser igual o mas peligrosos para el

medio ambiente.

En la actualidad se usan procesos biotecnologicos para la degradacion de dichos
contaminantes [Zille, 2004]. Estos procesos utilizan microorganismos y enzimas como
agentes degradadores, oxidativos y despolimerizadores, para facilitar la degradacion o

biotransformaciéon de estos tintes por el medio ambiente [Miland, 1996.]



2. MARCO TEORICO

2.1 MARCO DE ANTECEDENTES

Durante la ultima década, se han desarrollado diversos estudios sobre €l rol de las enzimas

en la biotransformacion de moléculas organicas contaminantes.

Therese Stachyrin y sus colaboradores (1995), realizaron un estudio sobre la oxidacion de
dibenzotiofeno, utilizando como catalizadores las enzimas peroxidasa de rabano picante
(HRP), hemoglobina (Hb) y albumina de suero de bovino (BSA), obteniéndose
rendimientos hasta de un 100% de oxidacion con la hemoglobina y 50% con la peroxidasa
de rabano, y con una actividad poco significativa para la BSA bajo las mismas condiciones

de reaccion.

A su vez, Reiko Akasaka y colaboradores (1995), utilizaron la peroxidasa de rabano picante
para catalizar la hidroxilacion de benceno, cuando el benceno fue utilizado como el
solvente de la reaccion. También se utilizé la peroxidasa inmovilizada sobre poly (y-metil-
L glutamato) quien catalizo la reaccion de hidroxilacion con una actividad mas alta que la

enzima libre.

Posteriormente, Tim Grotienhuis (1998), utilizd6 como fuente enzimatica el hongo de la
pudricion blanca Bjerkandera spp para oxidar hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAHs), mostrando alta eficiencia en la degradacion de benzo a-pireno. Se demostr6 que la
actividad enzimadtica de las peroxidasas aumentaba por adicion de surfactantes al sistema

de reaccion.

A su vez, Sara E Maloney (1998), llevo a cabo estudios con los hongos de pudricion
blanca Phanerochaete chrysosporium y Phanarate sordida, en la degradacion de
insecticidas organoclorados como el pentaclorofenol, mostrando grandes rendimientos en la

reaccion de oxidacion.



Por otro lado, Neil. C Bruce (1999) y su grupo de investigacion, aislaron varios
microorganismos para tratar explosivos altamente toxicos como TNT, GTN y RDX, por
medio de procesos oxidativos y reductivos. En este caso, las Pseudomonas spp
demostraron gran capacidad en la desnitracion del TNT, logrando metabolizarla casi hasta

tolueno.

De manera alternativa Rafael Vasquez-Duhalt (2002), realiz6 un estudio sobre la
estabilidad de las peroxidasas por peroxido de hidrogeno, analizando el limite en la
concentracion de peroxido que puede resistir la proteina antes de desactivarse, efecto que se

conoce como inactivacion suicida.

Andrea Zinho y col. (2004), realizaron un estudio sobre los potenciales redox necesarios
para la decolorizacion oxidativa de colorantes azo sulfurados, utilizando como
biocatalizadores lacasa de Trametes villosa y levadura, demostrandose que los colorantes

son mas facilmente tratados con lacasa que con levadura.

Recientemente, Mohan y colaboradores (2005), realizaron un estudio de la remocion por
oxidacion del colorante azo, acido negro 10BX, utilizando como biocatalizador peroxidasa
de rabano picante libre e inmovilizada sobre poliacrilamida y obteniéndose un porcentaje
de remocion del 65 %.

Todos estos estudios han demostrado la capacidad de las enzimas (peroxidasas) y/o
microorganismos en la degradacion y biotransformacion de compuestos organicos

contaminantes.



2.2 ENZIMAS COMO CATALIZADORES BIOLOGICOS

2.2.1 RESENA HISTORICA

Las enzimas se han venido empleando, desde hace varios afios, como una herramienta
eficaz para diferentes procesos de biotransformacion, tales como la fabricacion de queso,
vino y cerveza. A mediados del siglo XVIIII, el cientifico Antoine Laurent Lavoiser (1743-
1794) empezo a utilizar los microorganismos como fuente enzimatica, y fue el primero en
establecer las bases cuantitativas en los procesos de la fermentacion alcohdlica. Buchner
hizo el primer reporte sobre estabilizacion de enzimas. A su vez, en el experimento de jugo
de levadura prehidratado, Luis Pasteur descubri6 que las enzimas estaban intimamente
ligadas con la estabilidad de las células, mientras que en 1896 William Kuhne propuso el

nombre de enzima en (en) y zyme (levadura) para estas macromoléculas [Castillo, 2000].

2.2.2 DEFINICION DE ENZIMAS

Las enzimas son catalizadores bioldgicos muy eficientes en procesos de biotransformacion,
y que aceleran las reacciones quimicas por disminucion de la energia de activacion de un
gran nimero de procesos quimicos. Ademas, poseen alta especificad de sustrato, es decir,
reaccionan con un solo tipo de sustratos o con compuestos estructuralmente similares

estereo y enantioselectivamente [O Brein, 1995].



Las enzimas son proteinas, lo que significa que tienen estructuras tridimensionales
complejas de cadenas polipeptidicas, las cuales dependen de los estados de oxidacion de
los grupos amino y carboxilicos; por consiguiente, la estabilidad estructural depende del
pH. La temperatura es otro factor que influye sobre la estructura de la proteina, debido a
que altas temperaturas pueden desnaturalizar su estructura  principalmente por el
rompimiento de enlaces puente de hidrogeno que mantiene su estructura terciaria y
cuaternaria. Un gran nimero de enzimas contienen constituyentes no peptidicos, como por
ejemplo, cadenas con alto contenido de carbohidratos. Este tipo de enzimas no pueden
funcionar por si solas, y necesitan un constituyente no peptidico llamado cofactor, el cual

puede ser un i6n o una molécula [Rodriguez, 2000].

Tabla 1. Clasificacion de las enzimas segun su funcion, (IUPAC-EC (comision de
enzimas)) [Castillo, 2001].

Clase Tipo de reaccion
Oxidoreductasas Oxidacion/ Reduccion
Transferasas Reacciones de transferencia de grupo
Hidrolasas Reacciones de hidrolisis
Liasas Reacciones de eliminacion
Isomerasas Reacciones de isomerizacion
Ligasas Enlaces de sintesis acoplados a la hidrdlisis




2.2.3 LAS OXIDOREDUCTASAS:

Son hemoproteinas que poseen funciones como: transporte de electrones, produccion de
energia (citocromo), transferencia de oxigeno (monooxigenasas), y la oxidacion de
sustratos (peroxidasas), [Hinner, 1996].

Las peroxidasas son glicoproteinas globulares con peso molecular de 42000Da, en
promedio. De los cuales, un 72% corresponde a la porcion proteica y el 23.8% restante, al

grupo hemo (Grupo prostético).

2.2.4 BIOTRANSFORMACION CON PEROXIDASAS:

Las peroxidasas catalizan la oxidacion de un gran nimero de compuestos por medio de la
accion de hidroperéxidos organicos o H>O,. Un mecanismo generalizado de la accion de las
peroxidasas, se puede resumir como sigue: La peroxidasa reacciona con el peroxido, la
enzima pierde 2 electrones, formandose una especie oxidada muy reactiva denominada
compuesto 1 (cpdl). Posteriormente, el cpdl reacciona con una molécula de sustrato (HA)
que dona un electron a la enzima convirtiéndola en el denominado compuesto (cpdIl) y
formando una especie A*. Finalmente, el cpdIl reacciona con otra molécula de HA, para

regresar a su forma nativa. El mecanismo anterior se pude resumir en el siguiente esquema.

Esquema 1. Mecanismo general de reaccion de las peroxidasas [Solano, 2003].
Peroxidasa + H,0, — cpdl+ H,O

cpdl + HA  — cpdll+ A*

cpdll + HA — Peroxidasa + A* + H,O.



Esquema 2: Formacion del cpdl por la peroxidasa [Solano, 2003].

H /H
- +

B M 0 %

(6] O o) 0
N\‘/N HO,0,H N\‘/N — o O

Fe — e ™ g S| O
N N N SN | N

N N N N

Etapas: 1 2 3 4

Las reacciones de oOxido/reduccion se pueden llevar a cabo por la buena disposicion
espacial del grupo hemo en la estructura de la proteina. El cation central de este grupo es el
Fe™, el cual posee numero de coordinacion de 6, y estd enlazado a cuatro nitrogenos que
pertenecen a la porfirina del grupo hemo. Todo este arreglo se encuentra en el mismo
plano, un quinto enlace se forma con el nitrégeno de la histidina vecinal y la sexta

posicién se encuentra coordinada con una molécula de H,O.

En el esquema 2, se observa como en la etapa 1 el agua estd coordinada al hierro del grupo
hemo de la peroxidasa, en la etapa 2, el HOOH se coordina al sitio activo de la proteina, y
la reaccion continua con la donacién de un protdn por parte del perdxido a alguna base de
Bronsted, la cual puede ser la histidina distal de la proteina. En la etapa 3, un residuo
ubicado en la region distal que puede ser histidina o arginina dona un protén al oxigeno
que no esta ligado con el hierro, con la correspondiente disociacion simultanea del enlace

oxigeno-oxigeno del perdxido para formar la etapa cuatro.

La reduccion del peroxido le cuesta a la enzima la donacién de un electron por parte del
Fe™, convirtiéndose en Fe™, el otro electron lo dona la porfirina quedando el complejo

como cation radical [Wirstam, 1999].

Una gran variedad de moléculas organicas intervienen en el ciclo catalitico de las
peroxidasas como agentes reductores, para que la enzima vuelva a su estado nativo. En un
ciclo catalitico se oxidan dos moléculas de sustrato y se producen dos moléculas de agua

[Riabov ,1996].



Esquema 3. Sustratos donadores de electrones en las reacciones catalizadas con

peroxidasas [Carey, 2000].

OH OH OH OH OH
i f OH f CH3 OCH3 OH
Fenol Catecol O<cresol Guayacol Piragalol OH
OH

OCH; H;CO

OH
Acido ferulico Alcohol coliferilico

CHj
HOOC 2-Isopropilmetacresol
NH, NHR NH,
NH,
Anilina Alquilanilina O-Fenilendiamina

En el esquema 4 se muestran los mecanismos para las diferentes rutas en los ciclos
cataliticos de las peroxidasas: En la ruta 1 se produce el compuesto I por la reduccion de

perdxido a agua, en la ruta 2 se oxida la primera molécula de sustrato formandose el



compuesto II, y por la via 3 reacciona otra molécula de sustrato, reduciendo el hierro IV

de la porfirina a hierro I1I, recuperando la enzima su estado basal.

Esquema 4: Resumen de mecanismos de los ciclos de las peroxidasas [Vasquez-
Duhalt, 2002].

D=1

RH=H* —= RLC| + HQ

QCl

Estado basal

2.2.5 PEROXIDASAS DE PALMA REAL

La palma real es un arbol de tronco cilindrico que alcanza alturas de 10 a 24 metros y
presenta hojas plumosas de 2.40- 3.00m de longitud, conformada por segmentos de 75 cm
de largo. El tronco esta cubierto por la vaina de la hoja que forma una “ldmina” ancha, en
cuya base nacen las inflorescencias blancas y las infrutescencias doradas o color marron
oscuro, siendo sus resistentes raices son abundantes y profundas. El arbol crece
relativamente rapido, alcanzando su maximo desarrollo en unos diez afios. Se cultiva mejor
a altitudes de 900- 1000m sobre el nivel del mar y se propaga por semillas. Pertenece a la
familia de las palmaceas (palmae). Las palmas son generalmente tropicales, aunque otras
pueden ser ubicadas en Norteamérica subtropical, donde son cultivadas. Su nombre
cientifico es Roystonea regia, en honor al cientifico norteamericano que trabajo en Puerto

Rico, Roy Stone, aunque la planta como tal no tiene gran uso industrial [ Sakharov, 1999].
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Las hojas de Roystonea regia presentan altos contenidos de enzimas, peroxidasas,
alcanzando niveles de 700U por g de hoja, las cuales se mantienen constantes durante todo
el afio y en varias etapas del desarrollo. La actividad de las peroxidasas ha sido medida en
diferentes épocas del afio, encontrdndose que la concentraciéon de las enzimas es
independiente de factores como la edad de la planta, condiciones climatologicas, y altura de

la palma, entre otras.

Por otro lado, la peroxidasa de palma real (RPP) es una glicoproteina extracelular de peso
molecular 51 KDa, que se encuentra en mayor concentracion en las hojas verdes de dicha
planta. Su peso relativamente es alto en comparacion con las otras peroxidasas, lo cual
sugiere un alto grado de glicosilacién. Su espectro de absorcion tiene un maximo en
403nm, conocida con el nombre de banda Soret la cual es caracteristica de las peroxidasas

vegetales, y es generada por el grupo prostético [Vesga, 2003].

Tabla 2: Peso molecular y punto isoeléctrico de peroxidasas vegetales [Obinger, 1996]:

Fuente de enzima Peso molecular (KDa) Punto isoeléctrico
Palma africana 57 3.8
Palma real 51 3.5
Alfalta 48 9.2
Maiz 48 3.5
Rébano coreano 44 9.0
Rabano picante 44 8.9
Mani 40 8.9
Batata 40 4.5
Soya 37 4.1
Tabaco 36 3.5
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Las peroxidasas de palma real son enzimas muy estables, pueden tener tolerancia a
condiciones extremas y son cataliticamente activas a pH drasticos, y temperaturas hasta de
90°C. Se ha observado que las peroxidasas de palma real son las Gnicas que resisten estos
valores, en comparacion con enzimas comerciales como las peroxidasas de rabano

picante (HRP) que sufren desactivacion térmica a 70°C [Berenzin, 1995].

2251 ESTABILIDAD ENZIMATICA FRENTE A TEMPERATURA Y
PEROXIDO DE HIDROGENO.

La estabilidad térmica de la proteina se puede determinar monitoreando como disminuye
velocidad de una reaccion que sea catalizada por ésta, debido al aumento de la temperatura
en el medio de reaccion. Por ejemplo, la formacion del tetraguayacol, por medio de la
oxidacion del guayacol en el proceso catalizado con peroxidasas.

Normalmente las RPP son inactivadas por la presencia de altas concentraciones de perdxido
de hidrogeno. El mecanismo propuesto para la desactivacion de la peroxidasa, incluye en el
primer paso, la activacion en el cual el peréxido de hidrogeno transforma el Fe (III) a Fe
(IV), ruta 1 en el esquema 4. Posteriormente la oxidacion de una molécula de sustrato para
formar el compuesto II. Ruta 2 en el esquema 4, subsecuentemente este compuesto puede

seguir tres rutas:

1- Oxidacion de una molécula de sustrato, ruta 3 en el esquema 4.
2- Reaccion con un cloruro para formar CIO- Fe (III), ruta 4 en el esquema 4.
3- La reaccion del compuesto I con otra molécula de perdxido para formar el

compuesto III, ruta 1 esquema 5, y por consiguiente la destruccion del grupo hemo e

inactivacion irreversible de la peroxidasa [Vasquez, 2005].
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Esquema 5: Inactivacién suicida por peroxido
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226 INMOVILIZACION DE PROTEINAS

Las enzimas inmovilizadas que se utilizan en procesos de biotransformacion presentan
diversas ventajas, entre las que se encuentran: reduccion de costos de proceso ya que es
mas facil separar la proteina del medio de reaccion, posibilidad de operacion continua y
recuperacion del biocatalizador. Asimismo se mejora la estabilidad, actividad y selectividad

en la enzima inmovilizada.

Infortunadamente, el uso de materiales poliméricos como soportes de inmovilizacion
produce una disminucion en la actividad catalitica de la enzima. Ademads, en el sistema de
reaccion, el 99% de la masa es material cataliticamente inactivo. La elaboracién de
soportes poliméricos de inmovilizacion es una tarea ardua que requiere de grandes tiempos

de trabajo, debido a que hay que mantener la calidad de la proteina intacta.
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2.2.6.1 ENTRECRUZAMIENTO DE AGREGADOS ENZIMAICOS (CLEAS).

Recientemente se desarrolld una nueva forma de inmovilizacion de enzimas, llamada

entrecruzamiento de agregados enzimaticos (CLEASs).

Esta técnica consta de una etapa de precipitacion y agregacion de la enzima, la cual es
inducida por la adicion de sales, solventes organicos, polimeros no i6nicos y acidos. Esta
etapa de precipitacion es comunmente utilizada como método de purificacion de proteinas
[Sheldon, 2004]. Estos agregados fisicos son estructuras supramoleculares unidas por
enlaces no covalentes redisueltos cuando son dispersados en agua. La formacion de estos
agregados fisicos es posible debido a un cambio en el estado de hidratacion de las
moléculas de la enzima, o por la alteracion de la constante electroestatica de la solucion por

la adicion de un agente de agregacion o precipitacion apropiado.

Investigaciones recientes muestran que para concentraciones altas de precipitante los
resultados obtenidos son muy buenos, lograndose un rendimento del 100% en la actividad
catalitica. Una razon para esta alta retencion de la actividad es la competencia entre
agregacion y desnaturalizacion. Por el contrario, concentraciones menores de 70% (v/v)

mostraron inactivaciones parciales debido a que la precipitacion es incompleta.

Asi mismo, se observo que el comportamiento catalitico de los diferentes agregados fisicos
depende de las propiedades de los agentes precipitantes utilizados, esto parece posible

debido a que cada agente precipitante induce a una conformacion diferente de la enzima.
La siguiente etapa es la de entrecruzamiento del agregado fisico. Este proceso consiste

basicamente en la formacion de enlaces entre los grupos reactivos del agente bifuncional y

los residuos aminoacidicos de la enzima. En esta etapa se mantiene la estructura del

14



agregado y la actividad catalitica de la proteina individual. De esta forma, el rendimiento de
la actividad del agregado enzimatico entrecruzado excede al de la enzima nativa. Este
hecho experimental ha sido observado con lipasas y posteriormente con otras enzimas, y se
denomina hiperactivacion, la cual puede ser originada por un cambio conformacional de la

proteina inducido por el estado de agregacion.

Se conocen varios agentes entrecruzantes, siendo el glutaraldehido el mas usado por su

precio econdmico y alta versatilidad quimica.

Esquema 6: Formacion de CLEA

s —>
Etanol WM
Enzima solubilizada Glutaraldehido

2.3 COLORANTES ORGANICOS.

Los colorantes organicos son compuestos aromaticos, capaces de unirse fuertemente a la
fibra, y son quimicamente estables, ademas de soportar bien la accion de la luz. Ademas,
son compuestos que pueden llegar a ser altamente peligrosos y toxicos para el medio
ambiente y la salud humana debido a que ellos en algunas ocasiones son fundidos con

metales pesados.

2.3.1 CLASES DE COLORANTES [htpp:www.colorantes.co/industriales]:

2.3.1.1 COLORANTES DISCRETOS.

Existen colorantes acidos y basicos. Los colorantes acidos son sales de acido sulfarico o
carboxilicos que se precipitan sobre la fibra. Los colorantes basicos son sales amoniacales
o complejos formados por cloruro de zinc o aminas. Estos dos tipos de tintes se emplean
especialmente en el teflido de lanas y poliamidas sintéticas. Algunos colorantes basicos, de

elevado peso molecular, son absorbidos por el algodon y el rayon.
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2.3.1.2 Colorantes sustantivos.

Son colorantes que pueden tefiir directamente las fibras de algodon.

2.3.1.3 Colorantes mordientes.

El mordiente es un producto que se adiciona a la fibra y es absorbida por ella, logrando
consecutivamente atraer el colorante. Un ejemplo de este tipo de tinte es el acido tanico, el
cual se usa como mordiente para los colorantes basicos. Este término se usa principalmente
para los tintes que se adicionan en forma de 6xidos metalicos como mordiente, tales como

los 6xidos de aluminio y cromo para formar precipitados insolubles.

2.3.1.4 Colorantes a la tina.
Son sustancias insolubles que se pueden reducir a materiales alquil-solubles. El colorante se

aplica en su forma reducida y se oxida en presencia de la fibra.

2.3.2 COLORANTES MAS UTILIZADOS EN LA INDUSTRIA:

2.3.2.1 Colorantes nitrados y nitrosados:

Son nitro-nitroso derivados del benceno y naftaleno con algin grupo fenélico o amino. El
mas antiguo de estos colorantes es el “amarillo de alfa naftol”. Se usa especialmente como
colorante de los productos que se emplean para la alimentacién: Actualmente, los
nitrocolorantes mas importantes son las nitrofenilaminas, que dan tonos amarillos, naranjas

y castanos, tales como el “pardo de amino naftol C”.

2.3.2.2 Colorantes azoicos:

Esta clase de colorantes constituye el mayor grupo de las tinturas. Estos colorantes se
preparan acoplando una amina aromatica diazotada con un fenol o una amina aromatica.
El

mas sencillo de estos colorantes es el “amarillo de anilina”, que corresponde al “para-amino

azo-benceno”. C¢Hs- N =N - CcH4sNH,
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Se usa para teiiir lana y seda, su color es fugaz. Se emplea para preparar otros colorantes

con dos grupos azo.

La Crisoidina: Pertenece al mismo grupo. Se requiere para la preparacion del prontosil (con

un grupo SO,NH,), que es una sulfamida que se utiliza contra los estreptococos.

El Pardo de Bismark: Se emplea en curtiembres para tefiir el cuero.

Rojo de Metilo: Es un valioso indicador.

El Rojo Congo: Tifie el algodon de color rojo, pero el color cambia a azul por la accion de

los 4cidos minerales. Se emplea, por ello, como indicador.

Naranja de metilo: es un valioso indicador utilizado en la industria de alimentos y analisis

quimico.

2.3.2.3 Colorantes del Difenil y Trifenil Metano

Son tinturas basicas para lana, seda o algodén, mordentado con acido tanico. Son colorantes
muy estimados por su color brillante. Tienen el inconveniente de no ser resistentes a la luz

o al lavado, excepto aplicados a fibras acrilicas. Ejemplo de ellos es el “verde malaquita”.

Violeta de Metilo: Se prepara oxidando la N,N-dimetil anilina con CuCl,. Es la tintura
empleada en tintas purpuras, lapices indelebles y cintas para maquinas de escribir, en

general para pinturas.

Violeta Cristal: Es importante en la fabricacion de la Violeta de Genciana, que se emplea

como antiséptico. Se mezcla violeta cristal con violeta de metilo.

Ftaleinas: Aunque no se emplea como tintura, la fenolftaleina es el representante mas
importante de este grupo. Se usa como indicador de reacciones de acido-base. Su principal

importancia es como medicamento a base de laxantes. Junto con tretaiodofenolftaleina, se
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emplea para el examen radioldgico de la vesicula, el cual se acumula en la vesicula en

forma de lodo pesado, los cuales son opacos a los rayos X.

2.3.2.4 Colorantes indigoides:

Indigo: Es el colorante vegetal utilizado desde la antigliedad. Las vestiduras de las momias
egipcias fueron tefiidas con indigo. En muchas plantas se encuentra en forma de un
glucosido, el indican. La formula molecular del indigo es C;¢H;oN,O,. Es una sustancia

insoluble en agua. Es de color azul oscuro con reflejos bronceados. Se aplica en la industria

textil. Es resistente a la luz y al lavado, y su bajo costo hace que sea el colorante azul mas

empleado.

Purpura de Tiro: Es un colorante natural, muy empleado por las antiguas civilizaciones. En
Creta, se cree que se empleaba ya en el afio de 1600 A.C. Se obtenia de unos moluscos de
la familia murex. Para producir un gramo de pUrpura se necesitaban 9.000 moluscos,

aproximadamente.

2.3.2.5 Colorantes de Antraquinona

Pertenecen a las tinturas mordientes. El representante mas conocido es la alizarina, tintura
natural, ya conocida por los antiguos egipcios y persas. Existe en la raiz de la planta
conocida como rubia. La alizarina es poligenética, produce diferentes colores, con
diferentes mordientes. Con Mg da color violeta, con mordiente a base de calcio da color
rojo purpura, con mordiente de bario da color azul, con aluminio da color rosado, con
cromo da color castafio violeta y con hierro (ferroso), da color negro violeta. Se empled

para producir el color rojo turco en el algodon.
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2.3.2.6 Colorantes Azufrados o Fosforados

Incluyen a los colorantes preparados por calentamiento de materias organicas con azufre y
sulfato de sodio (tionacion). Los primeros colorantes azufrados eran amarillos y pardos y
se producian calentando aserrin, estiércol y azufre. Mas tarde, se produjeron tinturas
negras, azules, verdes, amarillas y naranjas. Estos colorantes se emplean solamente en

tintura de algodon, ya que atacan a las proteinas y fibras de éster.

2.4 TRATAMIENTO ENZIMATICO DE LOS EFLUENTES CONTAMINADOS
CON COLORANTES ORGANICOS

Entre todas las clases quimicas de colorantes, los de tipo azo son considerados los mas
recalcitrantes, no biodegradables y persistentes, y su tratamiento es una de las tareas mas

desafiantes en la comunidad ambiental.

El tratamiento de estos compuestos se puede llevar a cabo por métodos fisicoquimicos; sin
embargo, los problemas de estas técnicas son sus altos costos, la generacion de lodos
ilimitados y la produccion de contaminantes secundarios que pueden llegar a ser mas
peligrosos que los materiales de partida. No obstante, estos tintes también se pueden
biodegradar por los métodos convencionales de tratamiento de aguas residuales. Estos
métodos microbianos son los mas utilizados y potencialmente ventajosos debido a su
eficiencia, compatibilidad con el medio ambiente, menor consumo de energia y uso de

reactivos.
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Esquema 7: Ejemplos de colorantes tipo azo
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pretratamiento enzimatico es una alternativa viable a los métodos convencionales debido a
su naturaleza selectiva, minima inhibicidén por sustancias toxicas y a que son procesos que
pueden operar sobre rangos de alta concentracion de sustrato, y bajo tiempo de residencia

de la enzima en la reaccion [Akasaka,1995].

Las reacciones catalizadas con enzimas son mucho mas rentables que los métodos quimicos
convencionales debido a sus altas velocidades de reaccion y estereoespecifidad. Ademas,
las condiciones de operacion son mucho menos drasticas, por ejemplo, la temperatura de
los ensayos puede ser igual a la del ambiente, lo cual lo convierte en un proceso quimico

verde.

Las enzimas pueden trabajar sobre compuestos recalcitrantes [Aiteken, 1993]
removiéndolos por precipitacion o biotransformacion, generando alternativas interesantes
para el tratamiento de efluentes contaminados. Se ha demostrado que las fuentes de las
enzimas tienen una estrecha relacion con la capacidad de degradacién en los tintes [Bucke,
1998]. Sin embargo, el mayor problema al que se ve enfrentada la biorremediacion por
enzimas es que hay que lograr mantener su estabilidad en la mezcla de reaccion y es por
ello que se hace necesario un estudio de la capacidad de la enzima para trabajar en
diferentes condiciones tales como; exceso de perdxido de hidrégeno en la mezcla de
reaccion, temperatura y pH extremos para la estabilidad estructural de la enzima, de
manera que mejoren los porcentajes de decolorizacion de los efluentes y poder usar la

enzima en procesos industriales de tratamiento ambiental [Mohan,2005]
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general.

Determinar la capacidad que posee la peroxidasa de palma real (RPP) para llevar a cabo la

biotransformacion y decolorizacion  de diferentes tipos de colorantes orgdnicos en

solucion.

3.2 Objetivos especificos

Extraer las (RPP) a partir de las hojas de palma real, Roystonea regia.

Establecer la estabilidad de la enzima frente a la temperatura y el pH.

Determinar la estabilidad de la enzima frente a diferentes concentraciones de
peroxido de hidrégeno.

Determinar las constantes cataliticas y constantes de inactivacion para la reaccion
de (RPP).

Evaluar la decolorizaciéon de los colorantes anaranjado de metilo, violeta de metilo y
pardo de Bismark por la (RPP).

Determinar los valores de pH y temperatura éptimos para la accion de la peroxidasa
sobre los colorantes organicos.

Medir el efecto de parametros tales como: concentracion de RPP y H,O,, pH de la
fase acuosa, concentracion de los sustratos, y tiempo Optimo sobre la velocidad de

reaccion.
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4. MATERIALES Y METODOS:

4.1 MATERIALES

4.1.1 REACTIVOS.
Todos los reactivos para las soluciones y los sustratos utilizados en esta tesis fueron de

grado analitico proporcionados por Merck y Sigma Chemical Co.

4.1.2 SUSTRATOS.

Se utilizé guayacol de Sigma-Aldrich Chem. Co, (St. Louis, USA) como sustrato natural de
la peroxidasa, peroxido de hidrégeno, 30% (v/v) de Merck (Darmstad, Germany) y
diferentes tipos de colorantes organicos: Los colorantes utilizados y sus caracteristicas
fisico-quimicas fueron los siguientes:

Naranja de metilo. Es un colorante azoico, utilizado como indicador y en la industria de

alimentos, Las especificaciones técnicas se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Caracteristicas del anaranjado de metilo

e Nombre comun: Anaranjado de metilo
Cas = 547-58-0
Solubilidad: 5g/L (20°C)
Riesgos: toxico por ingestion

Estructura:

Pardo de Bismark. Es un colorante azoico utilizado en las curtiembres para teiiir el cuero.

Las especificaciones técnicas se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4: Caracteristicas del pardo de Bismark

e Nombre comun: Pardo de Bismark
Cas: 5421-66-9
Solubilidad: 8g/L (20°C)
Riesgo: Nocivo por ingestion
Estructura:

NH2

NH2 N—N — NH2

NH> N=—N
CH3

H3C

Violeta de metilo. Es un colorante de difenil metano y es utilizado en las tintas parpuras,
lapices indelebles y cintas para maquinas de escribir. Las especificaciones técnicas se

muestran en la siguiente tabla 5.

Tabla 5: Caracteristicas del violeta de metilo.

Nombre comtn: Violeta de metilo
Cas = 548-62-9
Solubilidad: 30g/L (25°C)

Riesgos: Nocivo por ingestion, posibilidad de efectos irreversibles para la salud.
Estructura:

N(CHj3)

(CH3),N” : i \

N(CH3),
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4.1.3 .ENZIMAS. Se utiliz6 la peroxidasa de Palma Real (Roystonea regia).
4.2 METODOS:
4.2.1 OBTENCION DEL EXTRACTO DE PEROXIDASA DE PALMA REAL (RPP)

La extraccion de la enzima se llevd a cabo por el procedimiento reportado por Solano,
(2003) y Castillo (2000; 2001). En primer lugar, las hojas fueron lavadas con agua, cortadas
en trozos, trituradas en molino de granos y agitadas en shaker con buffer fosfato pH 4.3
como solucion extractora. A continuacion, la solucion resultante se filtrd al vacio, para
posteriormente realizar despigmentacion de la solucion filtrada, para este proposito se
utilizo polietilenglicol, PEG (PM=10 kDa) al 14%(p/v) y sulfato de amonio al 10%(p/v).
Una vez realizado este procedimiento, se separo la fase orgénica de la fase acuosa obtenida,
y se almacené a 4 °C para ser utilizada en los ensayos de biotransformaciéon de los
colorantes. La RPP extraida de la hoja de palma real contenia una actividad volumétrica de

90U/mL

4.2.2 DETERMINACION DE CONCENTRACION DE PROTEINAS
Se cuantifico el contenido de proteinas en un espectrofotometro marca spectronic 20
Genesis mediante el método de Bradford (1975) y utilizando como curva patrén soluciones

de albumina de suero de bovino (BSA) entre 0.1 y 1 mg/mL.

4.2.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA RPP
La determinacion de la actividad de la RPP fue realizada por andlisis colorimétrico en un
espectrofotometro (Merk, Espectrocuant super nova 400) utilizando como sustrato guayacol

y perdxido de hidrogeno.

Los ensayos fueron realizados a 25 °C y buffer fosfato 50 mM de pH 6.0, H,0, 4.8 (mM),
guayacol a 0.2% (p/v), con diluciones enzimaticos (1/10; 1/25; 1/50; 1/75; 1/100; 1/500).

La velocidad de formacion del producto de reaccidn, el tetraguayacol, fue monitoreada a
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470nm utilizando  como coeficiente de extincion molar del guayacol un

valor de 5200 M'lcm'l[Doerge, 1997].

4.2.4. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD FRENTE A TEMPERATURA Y PEROXIDO
DE HIDROGENO.

Se determind la estabilidad térmica de la RPP en un intervalo de temperatura entre (60-
960C), utilizando como sustrato la mezcla, buffer fosfato 50 mM de pH: 6.0, H,O, 4.8
(mM), y guayacol 0.2 % (p/v).

Se cuantifico para diferentes tiempos de reaccion (5, 10 15 30 minutos), como disminuia
la velocidad de formacion del tetraguayacol por desactivacion térmica de la RPP, y se

establecio la constante de inactivacion para cada temperatura.

Se incubaron 3mL del extracto enzimatico a cada una de las temperaturas y tiempos
establecidos. Posteriormente, se dejo que el extracto alcanzara temperatura ambiente y

se midid su actividad con el sustrato.

La estabilidad frente al peroxido de hidrogeno del extracto enzimatico, se determind en un
intervalo de (0.1-ImM), utilizando como sustrato, buffer fosfato 50mM de pH: 6.0, H,O,
4.8 (mM), guayacol (0.2%(p/v)).

Se cuantifico para diferentes tiempos de incubacidon en cada concentracion como disminuia
la velocidad de formacion del tetraguayacol, y se establecio la caida en la actividad para
cada concentracion de perdxido de hidrégeno. Se incubaron 3 mL de una disolucion (1:100)
del extracto enzimdtico con diferentes concentraciones de perdxido de hidréogeno en un

rango de 0.1 a ImM. Posteriormente, se midi6 la actividad de la RPP a diferentes tiempos.
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4.2.5 ESTUDIO DEL EFECTO DE VARIABLES AMBIENTALES SOBRE LA
DECOLORIZACION DE COLORANTES ORGANICOS.

Se llevaron a cabo varios experimentos de biotransformacion variando los pardmetros

ambientales: pH desde (3-10), H,O, desde (0.1-10 mM), concentracion de los colorantes
(1.8-23mg/L) y RPP (1.8-9U), dejando el tiempo de reaccién constante y asi se
determinaron los valores Optimos de los parametros para los procesos de degradacion.
Inicialmente, se determind para cada uno de los colorantes la longitud de onda analitica
(Amax) de absorcion por barrido en el UV-VIS entre (250-700nm.) en un espectrofotémetro

UV-visible (Merck, espectroquant super nova 400 y Perkin Elmer, lamda 4B).

4.2.6 ANALISIS POR HPLC DE LA REACCION CATALIZADA POR LA
PEROXIDASA.

La cromatografia de alta resolucion HPLC, se utilizd para realizar el analisis cualitativo de
los productos de oxidacion de la reaccion de los colorantes con la peroxidasa de palma real.
Para este propdsito la reaccion se realizd con la proteina insolubilizada, en forma de
agregados enzimaticos entrecruzados (CLEAs). Los CLEAs de RPP fabricados para la
remocion de los colorantes, se utilizo etanol al 70% (v/v) como agente precipitante de 1mL
del extracto de RPP, glutaraldehido al 1 % como agente entrecruzante, y se dejaron en
agitacion por 12 horas, después se lavaron con buffer fosfato pH 6.0, dos veces, y se

centrifugd para obtener la enzima inmovilizada [Linqiu, 2005].

Se utilizé un HPLC (Agilent 1100 series) con columna en fase reversa (eclipse XDB-C18
4.6* 150 mm, empacada con particulas de Sum de tamafio). La separacion de los productos
de oxidacion del naranja de metilo y pardo de Bismark fueron detectado a 225nm. Se
utilizd6 como fase moévil la mezcla de solventes metanol- agua en proporcion 80:20 (v/v),
con un flujo de 0.5 mL/min. Las muestras sin tratamiento enzimatico y con los productos
de la oxidacion fueron diluidas en proporcion 1/20 y se detectaron 10 minutos después de

la inyeccion
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1  ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ENZIMATICA.

5.1.1 CALCULO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

En una primera etapa, se determino el rango de linealidad de la peroxidasa de palma, para
determinar la mejor dilucion para trabajar posteriormente en los experimentos de
decolorizacion de las moléculas previamente seleccionadas. y conocer las unidades de
actividad de la enzima (U), que se utilizarian en cada experimento. En la Tabla 6 se

muestran los resultados obtenidos de los estudios de rango de linealidad de la peroxidasa de

palma.

Tabla 6: Actividades volumétrica y especifica del extracto enzimatico:

Dilucion Actividad volumétrica Actividad Especifica (U/mg)
(U/mL)
1/10 93 660
1/25 89 631
1/50 88 624
1/75 88 624
1/100 93 660
1/500 88 624
Promedio 90+2.2 637 +16.3

La peroxidasa de palma presenta en promedio un valor de actividad especifica de 637 + 16

U/mg de proteina, debido a esto se considera la RPP como una especie cataliticamente
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activa sobre el guayacol, y esto permite llevar a cabo los estudios de remocion sobre los
colorantes organicos. En el esquema 7 se muestra la reaccion del guayacol con la

peroxidasas de palma.

Esquema 8: Mecanismo propuesto para la reaccion del guayacol con RPP [Solano,

2003].
(6]
% OCH; % OCH, H CH,
2 O/
H;C H4C
. -
CH;

CH;

En el primer paso la RPP, oxida una molécula de guayacol para formar el Cpd II,
posteriormente reacciona con otra molécula de guayacol para regresar a su forma nativa.
Los dos radicales que se formaron en este ciclo, se unen para formar la especie oxidada del

guayacol, tetraguayacol.
En los anexos 1 y 2 se muestran las curvas para determinar proteinas y de cada una de las

diluciones, asi como los célculos para determinar el contenido proteico, la actividad

volumétrica y especifica.
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5.1.2 ESTABILIDAD DE RPP POR TEMPERATURA.

Las siguientes figuras muestran como cambia la actividad volumétrica de la RPP a

diferentes tiempos de incubacion, manteniendo la temperatura constante.

Figura 1: Estabilidad térmica de RPP soluble a diferentes temperaturas
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Figura 2: Estabilidad térmica de RPP soluble a diferentes temperaturas
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En las figuras 1 y 2, y en la Tabla 7, se muestran los resultados de estabilidad de la enzima
soluble frente a las diferentes temperaturas evaluadas. En ellas se puede observar que la
peroxidasa de palma real mostrd gran estabilidad térmica en su forma soluble, manteniendo
su actividad enzimatica constante a temperaturas de 70 °C en los tiempos estudiados. No
obstante, la estabilidad de la enzima comienza a decaer a temperaturas mayores 80 °C,

siendo unas 20 veces menos estable a 93 °C que a 80 °C.

En la figura 1, se observa claramente la dependencia de la actividad catalitica de la RPP
con la temperatura, a medida que €sta aumenta, la proteina pierde totalmente su actividad.
Esto se debe a que la proteina se desnaturaliza con mayor facilidad a temperaturas altas,
por efecto del rompimiento de las interacciones intermoleculares que mantienen su

estructura tridimensional.

En la tabla 7 se muestran las constantes de inactivacion de la RPP, para diferentes
temperaturas. A medida que la temperatura aumenta, la constantes de inactivaciéon también
se incrementan, lo que significa que entre mas alta sea la temperatura del medio de reaccion

mas alta sera la frecuencia de desactivacion de la proteina.

Tabla 7: Constantes de inactivacion térmica para la RPP soluble

T (OC) ki (seg '1)
80 0.0068
90 0.0186
91 0.034
93 0.146
96 0.298
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5.1.3 ESTABILIDAD ENZIMATICA FRENTE A PEROXIDO DE HIDROGENO.

En las siguientes figuras se puede apreciar el efecto de inactivacion suicida que sufre la

peroxidasa por el efecto del peroxido de hidrégeno.

Figura 3: Estabilidad de la RPP frente al peroxido de hidrégeno.
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La figura 3 muestra la destruccion que sufre la molécula de peroxidasa, por el efecto
suicida. A medida que se aumenta la concentracion de peroxido de hidrogeno, la actividad
cae hasta un 60 %, que en la reaccion con cada uno de los colorantes se ve reflejado en una
alta disminucién en la remocion, debido a que el centro activo de la proteina se destruye,

liberando al hierro porfirinico a la solucién como Fe (III) [ Vasquez-Duhalt, 2002].

La proteina solo pierde un 20 % de su actividad catalitica a 1 hora de reaccién con H,O,.
Debido a esto se puede pensar que el efecto de inactivacion suicida no solo esta regido por

la cantidad de peréxido de hidrogeno, sino que también depende del tiempo de reaccion

entre el perdxido y la enzima.
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Teniendo en cuenta un modelo cinético de primer orden se calcularon las constantes de

inactivacion para peroxido (anexo 3).

Figura 4: Estabilidad de la RPP frente al peroxido de hidrdgeno
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Tabla 8: Constantes de inactivacion por peroxido de hidrégeno.

[H,0,] mM Kiseg ' x 107
0.1 1.1
0.5 1.8
1 3
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En la figura 4 y la tabla 8 se observa un efecto de desactivacion de la peroxidasa de palma
por el perdxido de hidrogeno. En consecuencia las reacciones se llevaron a cabo en un
limite de concentracidon de peroxido que no causara una inactivacion total de la proteina, de

modo que la remocion de los colorantes fuera efectiva.

5.2 BIOTRANSFORMACION DE LOS COLORANTES

En primer término, se calcularon las longitudes de onda de maxima absorcion para cada
uno de los colorantes en el ultravioleta — visible. Los resultados fueron los siguientes:
Anaranjado de metilo: 504nm.

Violeta de metilo: 588nm.

Pardo de Bismark: 450nm.

Se determind para cada uno de los colorantes la velocidad de la reaccion con RPP por

espectrofotometria VIS y de esta manera se cuantificaron los porcentajes de remocion.

5.2.1 BIOTRANSFORMACION DE ANARANJADO DE METILO:

La reaccion para determinar el tiempo Optimo de contacto se hizo en una serie de viales
que contenian 3mL de la mezcla de reaccion: buffer fosfato 50 mM de pH: 3.0,
concentracion de colorante: 16mg/L, HO, 0.5mM y 9U de RPP.

En la figura 5 se observa que la reaccion de decolorizacion es significativa hasta 140

minutos, alcanzando un porcentaje de remocion de color del 52%.
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Figura 5: Cinética de la remocion naranja de metilo con RPP.
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Posteriormente, se optimizd el pH en un rango de 3-10, donde cada 3mL de mezcla de
reaccion contenia: 16mg/L de tinte, H,O, 0.5mM y 9U de RPP.

En la figura 6 se observan los resultados obtenidos con el efecto del pH sobre la
decolorizacion de naranja de metilo. En ella se puede ver que el valor médximo de remocién
para la reaccion catalizada con RPP fue de 52% para un pH de 3.0

Figura 6: Efecto de pH en la biotransformacion de metil naranja con RPP.
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El peroxido de hidrogeno oxida a la enzima llevandola a una forma reactiva en la cual la

RPP esta en capacidad de transformar dos moléculas de sustrato via radicales libres para
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volver a su forma nativa (Valderrama, 2002). Cuando la concentracion del perdxido no es
la 6ptima, la enzima puede sufrir desactivacion, lo que se ve reflejado en la disminuciéon

de la actividad catalitica de la RPP.

De esta manera, se optimizoé la concentracion de peroxido de hidrogeno en un rango de 0.1-
10mM, donde 3mL de la mezcla de reaccion estaba compuesta de: Solucidon de fosfato 50
mM de pH 3.0, anaranjado de metilo 16mg/L, 9U de RPP y un tiempo de reaccion de 140
min. En la figura 7, se observa que el valor 6ptimo de peroxido de hidrogeno para realizar

la decolorizacion del anaranjado de metilo es de 0.5mM.

Figura 7: Efecto de la concentracion H,O, en la reaccion de remocién de anaranjado

de metilo con RPP
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La concentracion del sustrato tiene una fuerte influencia en las reacciones catalizadas con
enzimas. Se puede incrementar la concentracion del tinte hasta que la enzima alcance el

grado de saturacion de los sitios activos y entonces la velocidad no tendrd cambios

significativos.

Para evaluar el efecto de concentracidon del colorante se realizaron mediciones de

decolorizacion para valores diferentes de concentracion de colorante (entre 1.3-16mg/L).
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La reaccion se llevo a cabo en Buffer fosfato pH 3.0, H;O, 0.5mM, 9 U de RPP y un

tiempo de reaccion de 140min.

En la figura 8 se puede observar que a una concentracion de 13mg/L. de anaranjado de

metilo se satura la RPP y si se incrementa la concentracion del colorante no aumentara su

remocion.
Figura 8: Efecto de la concentracion de anaranjado de metilo
en la reaccion catalizada con RPP.
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La figura 8 muestra que la enzima logra degradar 8.3mg/mL de colorante como valor
maximo. Por consiguiente, si se sigue aumentando la concentracion de colorante en el
medio de reaccion y se mantienen constantes las 9 U de peroxidasa la remocion no superara
los 8.3 mg/mL.

La capacidad de transformacion del sustrato depende de la cantidad de enzima, sin
embargo, el valor 6ptimo de la concentracion enzimatica es independiente de la cantidad de
tinte utilizado. Las unidades de enzima se variaron en un rango de (1.8-9U). La mezcla de
reaccion estaba compuesta por: Buffer fosfato 50 mM de pH 3.0, H,O, 0.5mM, metil

naranja 16 mg/L, tiempo de reaccién 140min.
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Figura 9: Efecto de cantidad de RPP sobre la remocion del colorante.
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Los resultados muestran que en el intervalo entre 4.5-9U la remociéon no aumenta
significativamente con el aumento de enzima afiadida a la mezcla de reaccion. Por

consiguiente, la reaccion se puede realizar con 4.5U de enzima alcanzando una remocién

de 49%.(ver figura 9)

A su vez, se evaluaron los espectros de absorcion del colorante sin tratar y tratado con RPP,

para ello se valoro la reaccion con los pardmetros 6ptimos obtenidos para la reaccion con la

enzima libre.

Figura 10: Espectro de absorcion del naranja de metilo

A bs

longitud de onda (nm)

37



Como se observa en la figura 10, la longitud de onda de méxima absorcion corresponde a
504nm El caracter de cromoforo de este colorante, puede ser debido al grupo azoico que se
encuentra en la estructura molecular del colorante. Al destruirse este grupo, la banda de
absorcion debe disminuir su intensidad (Ver Fig. 11).

Figura 11: Espectro de absorcion del naranja de metilo tratado con RPP
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De acuerdo con los resultados obtenidos en las experiencias anteriores, en la Tabla 8 se
muestran los valores Optimos de los pardmetros de reaccidon enzimatica con naranja de

metilo.

Tabla 9: Parametros 6ptimos para la reaccion del metil naranja con RPP

Parametro Unidades Valor
Tiempo de contacto enzima - sustrato minutos 140
pH - 3.0
Peroxido de Hidrégeno (H,0,) mM 0.5
[ Naranja de Metilo ] mg/L 13
Dosis RPP U de guayacol 4.5
Remocion % 64
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5.2.2 BIOTRANSFORMACION DE PARDO DE BISMARK.
Inicialmente se optimiz6 el tiempo de reaccion enzimatica de decolorizacion del colorante.
La composicion del medio de reaccion fue: buffer fosfato 50 mM de pH: 3.0, concentracion

de colorante 23mg/L, H,O, 0.5mM, RPP 9U, en un volumen de ensayo de 3mL.

Figura 12: Cinética de remocién de Pardo de Bismark con RPP
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En la figura 12 se observa que para un tiempo de 90 min se alcanza un maximo de

remocion del 35%. Asi que todos los ensayos de optimizacion para este colorante fueron

hechos a 90min.

A continuacion, se evalud el efecto del pH sobre la remociéon en un rango de pH de 3-10,

donde 3mL de mezcla de reaccion contenia: 23mg/L de tinte, H,O, 0.5mM, y 9U de RPP.

Figura 13: Efecto de pH en la biotransformacion de pardo de Bismark con RPP.
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En la figura 13 se observa que a pH 3.0 se alcanza un valor maximo en la remocion,
alcanzando una decolorizacion de 37%. La capacidad de decolorizacién depende en forma
linear del potencial redox de la RPP, y éste a su vez es inverso al pH de la solucion. Esto

significa que el potencial de oxidacién de la peroxidasa aumenta con la disminucion del

pH [Zille, 2004].
Posteriormente, se optimizo la concentracion de peroxido de hidrogeno en un rango de 0.1-
10mM, donde 3mL de la mezcla de reaccion estaba compuesta de: Buffer fosfato pH 3.0,

pardo de Bismark 23mg/L, RPP 9U. Tiempo de reaccion 90min.

Figura 14: Efecto de la concentracion H,O, en la reaccion de remocion con RPP
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En la figura 14 se muestra que la concentracion Optima de peroxido de hidrogeno para
lograr 37% en el proceso de remocion de pardo de Bismark fue 0.5mM. Si se aumenta esta
concentracion se genera un efecto de inactivacion suicida.

Posteriormente, los estudios se realizaron para valores diferentes de concentracion de
colorante entre 2.3-23mg/L. La reaccion estaba compuesta de: Buffer fosfato 50 mM de pH

3.0, H,0O, 0.5mM, RPP 9U, tiempo de reaccion 90 min.

40



Figura 15: Efecto de la concentracion del pardo d Bismark en la reaccion catalizada

con RPP.
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Como se observa en la figura 15, El valor 6ptimo en la concentracion es de 18 mg/L,
debido a que si se sigue aumentando la concentracion de sustrato, la remociéon no

aumentara, por consiguiente se alcanza un valor en la remocion de color de 53 %.
Consecutivamente se optimizaron las unidades de enzima variandose en un rango de 1.8-
9U. La mezcla de reaccion estaba compuesta por: Buffer fosfato pH 3.0, H,O, 0.5mM,

pardo de Bismark 23mg/L y un tiempo de reaccion de 90min.

Figura 16: efecto de la cantidad de RPP en la remocion de colorante
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La figura 16 muestra que con 9 unidades de RPP la reaccion de biotransformacion es mas
efectiva alcanzando un valor de 35% en la remocion. Ademas, es claro que no se presenta
ningin fendmeno de saturacion de los sitios activos de la proteina, lo que sugiere que bajo
estas condiciones si se aumenta la cantidad de biocatalizador se deberian alcanzar mayores
valores de remocion de color.

Las figuras 17 y 18 muestran los espectros de absorcion del pardo de Bismark, sin tratar y

tratado con RPP.

Figura 17: Espectro de absorcion del Pardo de Bismark
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La longitud de onda de maxima absorcion para el pardo de Bismark en el visible es 450nm.
Esta banda de absorcion obedece, a las transiciones que se presenta en la molécula por los
grupos azo, y las conjugaciones con las demas instauraciones del sistema. Al alterarse este

sistema por accion de la peroxidasa, esta banda deberia disminuir su intensidad.
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Figura 18: Espectro de absorcion del Pardo de Bismark, tratado con RPP.
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Tabla 10: Parametros éptimos para la reaccion del pardo de Bismark con RPP.

Parametro Unidades Valor
Tiempo de contacto enzima - sustrato minutos 90
pH - 3.0
Peroxido de Hidrégeno (H,0,) mM 0.5
[pardo de Bismark] mg/L 18
Dosis RPP U de guayacol |9
Remocion % 52

5.2.3 BIOTRANSFORMACION DE VIOLETA DE METILO.

Inicialmente se optimizo6 el tiempo de reaccion. La composicion del medio de reaccion fue:

buffer fosfato pH: 3.0, concentracion de colorante 9mg/L, H,O, 0.5mM, y 9U de RPP, en
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un volumen de total de 3mL. La reaccion se detuvo cuando el porcentaje de remocion del

colorante se mantuvo constante, y de esta forma se definio el tiempo 6ptimo de reaccion.

Figura 19: Cinética de la remocion de violeta de metilo con RPP.
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En la figura 19 se observa que se alcanza una remocion méaxima de 32% en 90 min.
Después de este tiempo, la decolorizacién no aumenta porque se estarian saturando los
sitios activos de la proteina. Todos los ensayos de optimizacion de los pardmetros

estudiados se realizaron para 90 min y 25 °C.

En la remocion de violeta de metilo se optimizé el pH en un rango de 3-10, donde cada

3mL de mezcla de reaccion contenia: 9mg/L de tinte, H,O, 0.5mM, y 9U de RPP.

Figura 20: Efecto de pH en la biotransformacion de Violeta de metilo con RPP
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La figura 20 se observa que el mayor porcentaje de remocion se alcanza a un pH de 3.0
con un valor de 31%. Nuevamente se obtiene un efecto del pH en la decolorizacion, que
esta a su vez relacionado con el potencial de oxidacion de la proteina. El potencial de
oxidacion de la RPP, aumenta con la disminucion del pH. No es posible trabajar a pHs mas

bajos debido a que muy probablemente la enzima se desnaturaliza, perdiendo asi su

actividad catalitica.

Se optimiz6 la concentracion de perdxido de hidrogeno en un rango de 0.1-10mM, donde
3mL de la mezcla de reaccion estaba compuesta de: Buffer fosfato pH 3.0, Violeta de

metilo 9mg/L, 9U de RPP y un tiempo de reaccion de 90min.

Figura 21: Efecto de la concentracion de H,O; en la reaccion de remocion con RPP
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La figura 21 muestra que la concentracion 6ptima de perdxido de hidrogeno es de 0.1mM
para el proceso de biotransformacion del colorante. A valores mayores de H,O; se

produciria el efecto de inactivacion suicida.
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Posteriormente, se realizé la reaccion de biotransformacion a diferentes valores de
concentracion de colorante entre 1.8-9mg/L. La reaccion se llevd a cabo en: Buffer fosfato

pH 3.0, H,O, 0.5mM, 9U de RPP, tiempo de reaccion 90 min.

La figura 22 muestra que para una concentracion de 9mg/L de violeta de metilo, la
remocion alcanza un 40% Por consiguiente, si se aumenta la concentracion de tinte, la
reaccion de biotransformacion no aumentard significativamente, debido a que la proteina

probablemente se encuentre saturada y por esto queda colorante sin remover.

Figura 22: Efecto de la concentracion de violeta de metilo en la reaccion catalizada

con RPP.
®1 5,4
~ 51
=
g 4
=4 3.6 B @ Tinte removido
()
S (mg/L)
> .
2 B Tinte remanente
()
: (mg/L)
c
=
1,8 3,6 54 7,1 9
Concentracion de tinte (mg/L)

Finalmente, se evaluo el efecto de la cantidad de unidades de enzima sobre la velocidad de
biotransformacion, utilizando un rango de 0.9-9 U de peroxidasa. La mezcla de reaccion
estaba compuesta por: Buffer fosfato pH 3.0, H,O, 0.5mM, Violeta de metilo 9mg/L, y un

tiempo de reaccion 90min.
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Figura 23: Efecto de la dosis de RPP en al remocion de colorante
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Como se observa en la figura 23, la cantidad de enzima no influye de manera clara en los
procesos de remocion, debido a que para 4.5U se obtiene un rendimiento de 37% y para 9U
se obtiene un rendimiento de 40 %.En consecuencia, no se produjo una variacion
considerable en el rango estudiado. Por lo tanto, se decidio trabajar con 4.5 U para llevar a

cabo el proceso de remocion del colorante.

Figura 24: Espectro de absorcion del Violeta de metilo

Longitud de onda (nm)

De la figura 24, se puede ver que la longitud de onda de méxima absorcion en el visible

para este tinte es de 588nm. Este espectro de absorcion se pude producir por el sistema
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conjugado de enlaces m, que tiene la molécula. Al alterarse este sistema m conjugado, la
banda de maxima absorcidon deberia disminuir, tal como se muestra en la figura 25.

Figura 25: Espectro del Violeta de metilo tratado con RPP.

U Abs

Longitud de onda (nm)

Tabla 11: Parametros 6ptimos para la reaccion del violeta de metilo con RPP.

Parametro Unidad valor
Tiempo de contacto enzima — sustrato minutos 90
pH - 3.0
Peroxido de Hidrégeno (H,0,) mM 0.1
[violeta de metilo] mg/L 9.0
Dosis RPP U de guayacol 4.5
Remocion % 40
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En cada uno de los espectros de los colorantes se observd una clara disminucion de la
banda de maxima absorcién en el espectro visible, esta variacion permitiria suponer que la
concentracion de los colorantes disminuyo, lo que evidencia una biotransformacion de la

molécula por accién de la actividad catalitica de la peroxidasa.

5.3 EVALUACION DE LA DECOLORIZACION DE LOS TINTES POR HPLC.
5.3.1 NARANJA DE METILO

La reaccion de biotransformacion de naranja de metilo se determind utilizando la técnica
analitica de HPLC. En la figura 26 se muestra el cromatograma del colorante sin
tratamiento, el cual mostré un pico en 2.827 minutos. Después del tratamiento enzimatico

con RPP el perfil cambio y aparecieron dos nuevos picos, en 2.749 y en 3.885 minutos.

Figura 26: Perfil cromatografico del anaranjado de metilo.
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Figura 27: Perfil cromatogréafico del anaranjado de metilo, tratado con RPP.
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La aparicion del pico en 2.749 minutos sugiere la presencia de un fragmento con mayor
polaridad que la molécula de partida, debido a esto se retiene menos en la fase estacionaria

y disminuye su tiempo de retencion (tg).

Por otro lado, el pico en 3.885 minutos perteneceria al otro fragmento formado por la
oxidacion con RPP. Este fragmento es menos polar, por consiguiente permanece menos

tiempo en la fase movil, aumentando asi su tiempo de retencion.
Los picos obtenidos con el tratamiento enzimatico sugieren un fraccionamiento del

anaranjado de metilo. Recientemente, algunos autores han propuesto un posible mecanismo

de oxidacion de compuestos azos tales como el naranja de metilo [Torres y Col., 2003].
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Esquema 9: Ciclo catalitico, posible mecanismo de la oxidacion del naranja de metilo
con RPP.

o:@: o)
P2
O
Py

CpdlIl

De acuerdo con este mecanismo, en el segmento 1 del ciclo 1 ocurre la oxidacion de la
hemoproteina, transformando su 4&tomo de hierro (III) a hierro (IV), formando el cpd 1. En
la via 2, ocurre la oxidacion de un molécula de sustrato, para formar el cpd II, P4 y P;. La
imina formada, P3;, no se registraria en el perfil cromatografico debido a que esta no

absorberia en 225nm.

En la ruta 3, P4reacciona con una molécula de agua para formar Ps. Este producto seguiria
el mecanismo registrado en [Torres, 2003], formandose la quinona y el &cido

bencensulfonico, P; y P,, respectivamente.

Es claro que el 4cido es mas polar que la quinona, y por ende la sefal que aparece en 2.749
minutos podria ser la de este compuesto, y el pico en 3.885 minutos, corresponderia a la
quinona. Comparando las areas de estos dos picos con la del sustrato en la figura 26, la
suma de estas tres areas, corresponde al area total de la sefial en la figura 25. Esto permite
concluir que el rendimiento en la remocidén obtenido con el CLEA vy la proteina libre es

igual a 61%.
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Por otro lado, el ciclo se podria interrumpir en la segunda etapa, obteniéndose como
productos de reaccion P3y Py, lo cual indicaria que Ps seria el pico en 3.885 minutos y Psen

2.749 minutos.
Sin embargo, es necesario realizar un analisis por espectrometria de masas para corroborar
la ruta que sigue la oxidacién de la molécula de anaranjado de metilo. No obstante, estas

experiencias y su evaluacion por espectrofotometria UV-visible y HPLC demuestran de

manera preliminar la biotransformacion del anaranjado de metilo

5.3.2 PARDO DE BISMARK.
Figura 28: Perfil cromatogréafico de pardo de Bismark.

2 : . : 3 t(“li’lili) : ’ 4

52



Figura 29: Perfil cromatogréafico de pardo de Bismark, tratado con RPP.
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En las figuras 28 y 29, se muestran los resultados con los cromatogramas correspondientes
a la biotransformacion del Pardo de Bismark. En la Figura 28 se observa la aparicion de
una sefal en 2.811 minutos, correspondiente al pardo de Bismark. Después del tratamiento,
(Ver figura 29), aparece un nuevo pico en 2.772 minutos. Esto podria deberse a que la
molécula no sufre una fragmentacion, pero hay un cambio estructural, convirtiéndola en

una molécula mas polar, producto de la oxidacioén que sufrié en la reaccioén con la RPP.

En el siguiente esquema se muestra el posible producto de oxidacion del pardo de Bismark

con RPP.
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Esquema 10: Ciclo catalitico 2, posible mecanismo de la oxidacion del pardo de
Bismark con RPP.

—_N=N
@ @\CH%
H202

Cpdll Cpdl
ined 5 NI-{Z

e Yo
NH —< >— N=N—
Q\CHX

NH, N=
NH —N=N
2@ Q\C}h P,
e

En la ruta 1, se oxida la RPP convirtiéndose en la especie activa, oxidandose el hierro (III)
a hierro (IV), y forméndose de esta manera el cpdl. Posteriormente en la ruta 2, el cpdl se
reduce al cpdll, oxidando a una molécula de pardo de Bismark, que posiblemente tenga la
forma de P;, una hidroxil amina. A continuacion el cpdll oxida a otra molécula de sustrato

regresando la RPP a su estado nativo.

En la figura 29, la sefial que aparece en 2.772 minutos, se deba muy probablemente a la
presencia de un compuesto cuya estructura es muy similar a la del Py en el ciclo 2. Como
se observa, la estructura del P; es la forma oxidada del pardo de Bismark, una especie
mas polar, y por consiguiente se retiene menos en la fase estacionaria de la columna,

logrando un tiempo de retencién menor que la molécula de partida.
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No fue posible el anéalisis por HPLC de la reaccion del violeta de metilo con el extracto
enzimatico, ya que esta molécula es muy apolar y la columna empleada en este trabajo
podria sufrir deterioro estructural. En consecuencia, se recomienda utilizar una columna C-

8 para el andlisis cromatografico.

Sin embargo, es necesario realizar un analisis por espectrometria de masas para corroborar
la ruta que sigue la oxidacion de los colorantes estudiados. No obstante, estas experiencias
y su evaluaciéon por espectrofotometria UV-visible y HPLC demuestra de manera

preliminar la biotransformacion de los colorantes.
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6. CONCLUSIONES

Se demostr6 que la actividad volumétrica y especifica de las peroxidasas de palma real
solubles son altas a pesar de su bajo contenido de proteinas en el extracto enzimatico,

obteniéndose valores de 90U/mL y 637U/mg, respectivamente.

La peroxidasa de palma real en el extracto enzimatico, posee una gran estabilidad térmica,
expresando actividad catalitica inclusive a 91°C. Lo anterior muestra que en las condiciones
estudiadas el uso de RPP podria ser una alternativa interesante para trabajar en procesos de

biorremediacion, bajo condiciones relativamente drasticas de temperaturay pH.

Los resultados experimentales obtenidos en este trabajo muestran la eficiencia de las
peroxidasas en las reacciones de oxidacion de moléculas altamente tdxicas y poco
biodegradables. Sin embargo, la capacidad que tiene la enzima para la remocién de estos
colorantes depende de parametros de reaccion tales como: tiempo y pH de la reaccion,
concentracion del perdxido de hidrogeno, concentracion de los colorantes y cantidad de

RPP.

Uno de los parametros que mas influyd en la eficiencia de la reaccion de oxidacion fue el
pH, debido a que la enzima alcanzé su maxima actividad a valores &cidos. Para valores

ligeramente basicos el biocatalizador exhibi6 actividad minima en la remocion.

La peroxidasa de palma real se insolubilizdo en forma de CLEA, obteniéndose para el
naranja de metilo, el violeta de metilo y para el pardo de Bismark valores similares de
remocion en comparacién con la reaccion que utilizé la proteina soluble, y alcanzando

valores de remociéon de  63%, 40 %, 53%, respectivamente.
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La familia de moléculas mas susceptibles a la reaccion de oxidacion catalizada por
peroxidasa de palma fueron aquellas que contenian en su estructura un grupo azoico, lo que
convierte a esta técnica en una alternativa viable para el tratamiento de efluentes
contaminados con este tipo de colorantes, como por ejemplo, las aguas residuales de las

curtiembres.
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7. RECOMENDACIONES:

Determinar la estructura de los productos de oxidacion de la biotransformacion de los

colorantes con peroxidasa por HPLC acoplado a espectrometria de masas.

Inmovilizar la proteina sobre soportes solidos, como poliacrilamida y resinas epdxicas, y
determinar por medio de analisis en UV-Vis y HPLC, que sucede en la remocién de estos

colorantes con la RPP.

Purificar por medio de columnas la proteina, y establecer una comparacién entre los
porcentajes de remocion de la proteina en el extracto y las diferentes iso-enzimas de

peroxidasa presentes en el extracto enzimatico.

Realizar el andlisis por HPLC, con una columna C-8, y trabajar en fase directa, para
establecer los posibles productos de la oxidacion del violeta de metilo, y determinar si la

oxidacioén con RPP conduce a productos menos toxicos.
Realizar un estudio mas detallado sobre la reaccion de este tipo de moléculas con CLEAs

de peroxidasa, y establecer la capacidad que estos tienen en la remocion de  colorantes

toxicos, como son los de tipo azoico.
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ANEXO 1

Figura 30: Curva de calibracién para determinar la concentracion de proteinas por el
método de Bradford.
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Para conocer la concentracion proteica se realiz6 el siguiente computo:

Abs=m* [C]+D

Abs: Es la absorbancia de la solucion proteica.

[C]: Es La concentracion del extracto enzimatico en (mg/L).

b: Es el corte con el eje y

[C] = (Abs — b)/m

[C]= 0.141mg/mL de extracto proteico.

63



ANEXO 2

Figura 31: Determinacion de la actividad volumétrica de la RPP en diferentes
disoluciones del extracto enzimatico.
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Para calcular la actividad volumétrica se utilizé la ley de Lambert-Beer como se muestra a

continuacion.

A=¢e*b*C

A: Absorbancia
e: Coeficiente de extincion molar del producto de oxidacion del guayacol, tetraguayacol,

5200M lem™.

b: Longitud de la celda, 1 cm.

C: Concentracion del tetraguayacol en le medio de reaccion.

A= ¢g*b*C

(dA/dt) = ¢*b*(dC/dt).

(dC/dt) = (dA/dt)/ €*D.

(dA/dt), es la pendiente de la grafica Abs vs t de reaccion, la cual se calculo de las
graficas que se hicieron para las diferentes diluciones del extracto enzimatico. Grafica 1.

(dC/dt), es el cambio en la concentracion del tetraguayacol con respecto al tiempo.

La actividad volumétrica se calculd como el promedio de todas las actividades para cada
uno de los ensayos, y se expresa en U/mL donde 1 U es igual 1pmol/min de tetraguayacol

producido en el sistema de reaccion por volumen de enzima agregado.

La actividad especifica se calculé como el promedio del cociente entre cada una de las

actividades volumétricas y el contenido proteico del extracto.
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ANEXO 3

Las constantes de desactivacion térmica e inactivacion por peroxido, se determinaron

siguiendo un modelo cinético de primer orden.

E=E,+¢™"
a=E/E,

a=c" ",
Donde:

a: Es la actividad volumétrica medida en U/mL de extracto enzimatico.

k: Constante de desactivacion

t: tiempo de incubacion para cada temperatura.

Para hacer posible el calculo de la constate se procedio a realizar la linealizacion de la
curva.

Ln (a): -ki*t.

Donde la pendiente de esta curva nos permite calcular las constantes de desactivacion

I3 . . . s P . -1
térmica y por inactivacion suicida. En unidades de t .
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