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RESUMEN

Los efluentes liquidos industriales contienen cantidades diversas de compuestos
fendlicos y de colorantes azo. En general, estos compuestos son potencialmente téxicos y
dificiles de degradar bajo condiciones naturales. Por tanto, su descarga a cuerpos receptores
sin un tratamiento adecuado implica un impacto negativo sobre el ambiente y la salud en
general. Recientemente, la catélisis enzimdtica es una alternativa ecoamigable para obtener
altas tasas de remocién de compuestos xenobidticos en aguas residuales bajo condiciones
predecibles en comparacién con los tratamientos biolégicos y quimicos.

El disefio de biocatalizadores debe considerar especialmente la estabilidad y la
factibilidad de recuperacion de la enzima. Por consiguiente, la inmovilizacién de enzimas se
ha convertido en una importante estrategia para el desarrollo de bioprocesos
econdémicamente viables. Sin embargo, para escalar los procesos y desarrollar sistemas
controlados, es importante conocer primero las caracteristicas estequiométricas y cinéticas de
las reacciones enzimaticas en fase homogénea, ya que las enzimas suelen ser sensibles a
condiciones externas o la presencia de inhibidores, que pueden ser, incluso, sus mismos
sustratos.

La presente Tesis Doctoral tuvo como objetivo general desarrollar biocatalizadores
basados en la inmovilizacién de una enzima peroxidasa de rdbano picante (HRP) para el
tratamiento de efluentes liquidos industriales con peréxido de hidrégeno.

En el Capitulo 3 se estudi6 el comportamiento catalitico de la enzima en fase
homogénea en la oxidacion del contaminante modelo orange I1 (OII), poniendo énfasis en las
condiciones de reaccién y posibilidad de reutilizacién de la enzima, determinando la cinética
de degradacion y las condiciones 6ptimas de la reaccion. A partir de los resultados obtenidos

se desarroll6 una versién modificada del mecanismo Dunford de las peroxidasas, que tuvo en



cuenta la inhibicién de la enzima por altas concentraciones de peréxido de hidrégeno (P), la
descomposicion de P en agua y oxigeno, la generacidn de productos de oxidacién (PO) y el
efecto del pH sobre la cinética de decoloracién del OIL

En el Capitulo 4 se estudi6 la degradacién de los contaminantes modelo orange II,
fenol y bisfenol A poniendo énfasis en la modalidad de suministro de peréxido de hidrégeno
(Sistemas batch y fed-batch) y monitoreando la reaccién mediante mediciones del potencial
de oxidacién-reduccion (ORP) para detectar el punto final de la oxidacién de los
contaminantes estudiados. Los resultados obtenidos demostraron que el ORP puede ser ttil
para controlar la adicién de peréxido de hidrégeno durante la oxidacién de OII, fenol y BPA
catalizada por HRP, minimizando el tiempo y los costos del proceso.

Una segunda etapa del trabajo de investigacion consistié en el estudio de técnicas de
inmovilizacién de la enzima por adsorcidn y unién covalente sobre dos tipos de materiales:
membranas nanofibrosas de poliuretano y diatomitas. En el Capitulo 5 se desarrollaron
biocatalizadores a base de HRP inmovilizada sobre sobre nanofibras de poliuretano. La
técnica de Caracciolo y col. (2017) fue adaptada con éxito para maximizar la carga de HRP
inmovilizada mediante uniones covalente, funcionalizando y activando el material con
hipoclorito de sodio y un activador epoxi a pH 8. Los resultados obtenidos demostraron que
la inmovilizacién de la enzima se efectuaba tanto por adsorcién (ME) como por unién
covalente (MAE). La evaluacién de los biocatalizadores demostraron que la actividad
enzimatica de ME y MAE fue mayor cuando la inmovilizacién se realizaba a 20 que a 40 °C.
Asimismo, los resultados obtenidos demostraron que los biocatalizadores a base de
membranas nanofibrosas de poliuretano fueron utilizados con éxito en dos ciclos de
oxidaciéon de OII durante un tiempo comprendido entre 4 y 10 h, dependiendo de las
condiciones de inmovilizacién.

Finalmente, en el Capitulo 6 se desarrollaron biocatalizadores a base de HRP

inmovilizada sobre diatomitas mediante adsorcién (DE) y por uniones covalentes (DSGE,



DHSGE). El material de soporte y los biocatalizadores obtenidos fueron caracterizados por
microscopia electrénica de barrido (SEM), difraccién de rayos X (DRX), fluorescencia de
rayos X (FRX), espectroscopia infrarroja por transformada de fourier de reflectancia difusa
(DRIFT), microscopia electrénica de barrido y andlisis de dispersién de rayos X (SEM/EDX)
y andlisis termogravimétrico (TGA). Los resultados obtenidos durante la inmovilizacién
mostraron que DSGE tuvo mayores valores de carga enzimdtica inmovilizada en
comparaciéon con DE. Estos resultados fueron consistentes con los obtenidos durante la
remocién de OII con P empleando los biocatalizadores a base de diatomitas. La técnica de
inmovilizacién propuesta definié un protocolo exitoso para soportar enzimas estables al
almacenamiento durante al menos un mes. Esto reduciria los costos operativos proyectados a
la aplicacién industrial de enzimas. Los resultados obtenidos representan un punto de inicio
para la futura inmovilizacién de extractos de distintas enzimas con diversas aplicaciones

industriales.
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ABSTRACT

As a general rule, industrial wastewater usually contain varying amounts of phenolic
compounds and azo dyes. In general, these compounds are potentially toxic and difficult to
degrade under natural conditions. For this reason, their discharge to the environment without
adequate treatments implies a negative impact on the environment and health. In recent
years, enzymatic catalysis becomes an eco-friendly alternative in comparison with traditional
biological and chemical treatments to obtain high removal rates of xenobiotics under
predictable conditions.

The design of biocatalysts must especially consider their stability and feasibility of
enzyme recovery. Consequently, enzyme immobilization has become an important strategy
for the development of economically viable bioprocesses. However, to scale these processes
and develop more controlled systems, it is important to know the stoichiometric and kinetic
features of the enzymatic reactions in homogeneous phase. Consequently, the objective of
this Doctoral Thesis was to develop biocatalysts based on the immobilization of a
horseradish peroxidase (HRP) for the treatment of industrial liquid effluents with hydrogen
peroxide.

Chapter 3 deals with the study of the catalytic behavior of the enzyme in the
homogeneous phase during the oxidation of Orange II (OIl), a model contaminant of
industrial wastewaters. The study emphasize the reaction conditions and the possibility of
reusing the enzyme, the degradation kinetics, and the experimental conditions to optimize
the tested reaction. Based on the obtained results, a modified version of the Dunford
mechanism of peroxidases was developed. The model took into account the inhibition of the

enzyme by high concentrations of hydrogen peroxide (P), the decomposition of P in water
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and oxygen, the generation of oxidation products (PO), and the effect of pH on the bleaching
kinetics of OII.

In Chapter 4 the degradation of model contaminants Orange II, phenol, and
bisphenol A was studied. In this Chapter, the mode of hydrogen peroxide supply (Batch and
fed-batch systems) was studied. Also, an ORP based control strategy through measurements
of oxidation-reduction potential (ORP) to detect the end point of the oxidation of the tested
pollutants was developed. The obtained results demonstrate that ORP measurements can be
useful for controlling the addition of hydrogen peroxide during the oxidation of OII, phenol
and BPA catalyzed by HRP, minimizing the time and costs of the process.

The second stage of this research consisted in the study of enzyme immobilization
techniques by adsorption and covalent bonding on two types of materials: nanofibrous
polyurethane membranes and diatomites. In Chapter 5, biocatalysts based on HRP
immobilized on polyurethane nanofibers were developed. The technique of Caracciolo et al.
(2017) was successfully adapted to maximize the load of immobilized HRP through covalent
bonds, functionalizing and activating the material with sodium hypochlorite and using an
epoxy activator at pH 8. Obtained results showed that the immobilization of the enzyme was
carried out both by adsorption (ME) and by covalent bonding (MAE). The evaluation of the
biocatalysts showed that the enzymatic activity of ME and MAE was greater when
immobilization was performed at 20 than at 40 °C. Likewise, the results showed that
biocatalysts based on nanofibrous polyurethane membranes were successfully used in two
cycles of OII oxidation for a time between 4 and 10 h, depending on the immobilization
conditions.

Finally, Chapter 6 deals with the development of biocatalysts based on HRP
immobilized on diatomites by adsorption (DE) and by covalent bonds (DSGE, DHSGE). The
support material (diatomite) and the obtained biocatalysts (DE, DSGE, DHSGE) were

characterized by scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (DRX), X-ray
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fluorescence (FRX), infrared diffuse reflector fourier transform spectroscopy (DRIFT),
electron microscopy scanning and X-ray scattering analysis (SEM / EDX) and
thermogravimetric analysis (TGA). The results obtained during immobilization showed that
DSGE had higher values of enzyme load compared to DE. These results were consistent with
those obtained during the removal of OII with P using diatomite-based biocatalysts. The
proposed immobilization technique defined a successful protocol to support stable enzymes
in storage for at least one month. This would reduce the projected operational costs to the
industrial application of enzymes. Results obtained in the present work represent a starting
point for the future immobilization of extracts of different enzymes with industrial

applications.



INDICE

AGRADECIMIENTOS ...ttt sttt sbe ettt il
RESUMEN . ...ttt b ettt et et s bt et et sb e et e s bt et e bt e bt etenbeeaeen iv
ABSTRACT ...ttt ettt sttt s b et st ae b e vii
INDICE ...ttt X
INDICE DE TABLAS.........coosttritmmrriiinesietieeeesssesssessessssss st st ssss s XV
INDICE DE FIGURAS .......ccoooovvuomriiimereitieee i sesss s sssss s ssssesse s xvii
NOMENCLATURA ...ttt ettt et ettt et at et bt et e sbeeneas Xxi
CAPITULO 1. Estado del CONOCIMIENTO ....................ooeoveeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseeeeees e 1
1.1. EFLUENTES LIQUIDOS INDUSTRIALES .........coevviuiiuiiiieeeeieieseeseeeesesesee s 3
1.2. CATALISIS ENZIMATICA .....cccostviumriimreineeiseeesesssessssssessssssessssss st ssessesessns 5
1.3. INMOVILIZACION DE ENZIMAS .......ooiioiieieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 9
1.4. DESARROLLO DE BIOCATALIZADORES INMOVILIZADOS PARA EL
TRATAMIENTO DE EFLUENTES LIQUIDOS INDUSTRIALES..........ccocoviviveviineanan. 14
S (S (=) 101 USSR 16
CAPITULO 2. Materiales y métodos generales ................ccooeeeieririeniieieieeee e 23
2.1. MATERIALES ...ttt sttt et sttt et et s ae et 25
2.2. METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS .........oooveveieeeeeeeeeeeseeeeeseeseesesseeseseeseeens 26
2.2.1. Concentracion de orange IL.........c.ccoccviieiiiieiiiieecieeciee et 26
2.2.2. Concentracion de fenoles totales (FT) ......oeeiiiiiioiiiieeieieeeeeeeeeeeee e 27
2.2.3. Determinacion de concentracion de enzima.........c..ccoceeeveeerieeneenienieneensieeeeneennees 28
2.2.4. Determinacion de la enzima inmovilizada..........ccoceveeriiiiiiineeniinieneneeeeeeee, 29
2.3. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES SOPORTES Y LOS
BIOCATALIZADORES DESARROLLADOS ......ooiiiiiieieeee et 30
2.3.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM) .....cccceeviiiniiiiiiiiiniiiiieenieceeeeeeeeen 30
2.3.2. Difraccién de rayos X (DRX) co..oeeuiiiiiiiieiieieiene ettt 31
2.3.3. Fluorescencia de ray0s X (FRX) ....cooouiiiiiiiiiiinieeieeecete ettt 32

2.3.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de reflectancia
IfUSA (DRIFT) .c.eiiiiiiiiieieeteeee ettt sttt et ettt sbe e 32
2.3.5. Microscopia electronica de barrido y andlisis de dispersion

de 1ay0s X (SEM/EDX) ....coiiiiiiiieiieeeite ettt ettt ettt ettt et e e s s 33



2.3.6. Andlisis termogravimétrico (TGA) .....oovuiiiiiiieiieeeee e 33

2.3.7. ATEa BET ...oouieimiieireeiieeeise et sesss s sss sttt 34
2.4, CALCULOS.......cveomeitmereeseeessseseesssssssssssss st ssse st st sss st esssssssssssssnas 34
2.4.1. Velocidad inicial de decoloracién de orange IT (OII) .......ccccooceviiiiiniiinnieenieee, 34
2.4.2. Porcentaje de conversion (Ry) .....cceeeueeiiiiiriieeieeeriee ettt sttt e 37
2.4.3. Actividad peroxidasa relativa (AR) ......occoeriiiriiiiiiieiiceeeceee e 37
RETEIENCIAS ...c.uiiitiiiieeee ettt sttt et 38

CAPITULO 3. Decoloracion de orange II con peréxido de hidrégeno en presencia de

una peroxidasa de rabano PiCante..................ccccoeiiiiieiiiiciciee e 40
3. 1. INTRODUCCION ..o ieeeeeeees e 42
3.2. MATERIALES Y METODOS .......ooivuiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeseeeees s eesaes s nesnaan. 43
32,1, REACHVOS ..ttt ettt ettt ettt e b e st e st e et e et e e bt e bt e sbtesatesateeneeenteens 43
3.2.2. Procedimiento eXperimental..........ccoceiiiiiiiiiiiiienienie ettt 44
3.2.3. Mediciones ¥ CAICUIOS .......eecueeruiertieiiieite ettt ettt st st 45
3.3. RESULTADOS Y DISCUSION..........coooomioeeeeeeeeeeeeeee e es e, 46

3.3.1. Cambios en el espectro UV/Vis de la mezcla de reaccién en funcién del tiempo ... 46
3.3.2. Efecto del pH y de la concentracién inicial de peréxido de hidrégeno en el grado de
decoloracion de Orange Il...........ccoeriiieiiiiiiieeie ettt e e e e es 50

3.3.3. Efecto del pH y de la concentracién inicial de oxidante, enzima y orange II

sobre la velocidad de decoloracion. ........ccocuereeriiriieiiiinienicece ettt 52
3.3.4. Modelado de la cinética de decoloraCion. ..........cceeereerieriirsieenieenieeneenee st 54
3.3.5. Obtencidn de los coeficientes del modelo Propuesto .........ceecveeeeeveeesieeerveenceeennneenns 59
3.3.6. Validacion del modelo PropUESLO........cccueeecvieerieeeiieerieeereeeiteeereesieeeseseeeeeeesnseeens 69
3.4. CONCLUSIONES ...ttt ettt ettt st ettt sa ettt et e st bt e e e beeaeees 71
RETEICNCIAS ... .cuviiiiiiciie ettt tae et e e te e e st e e esbee e eaeesabeeesseessseeensaeessseennses 73

CAPITULO 4. Monitoreo de la oxidacién de compuestos xenobidticos con peréxido de

hidrégeno en presencia de una peroxidasa de rabano picante mediante

mediciones de ORP ... 77
4.1. INTRODUCCION .....cooomiieieeeeeseoeeeeeeeee oo 79
4.2. MATERIALES Y METODOS .......ooovoivieieeeeeeeeeeeeees e 80
4.2, 1. REACHIVOS ...t eutieiieiie ettt ettt sete et e te e bt e st e st e e s ate s bt enbe e bt e s tesaeesaseenseenbeenseesseesneennns 80
4.2.2. PrOCEAIMICTIEOS ....ceeutteeuiieiniieeeiteeette ettt ettt e ettt e st e st e ebteeeabeeesabeesabaeebeeesabeeesaseesaeae 81

Xi



4.2.3. Mediciones Y CAICUIOS .....cccuiieiiiieiieiiie ettt ettt et e 82

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION.......c...oooivmrieiieeeeeeeseessee s 83
4.3.1. Espectros UV/Visible de los compuestos estudiados..........cceevveerviieenieensieeeneeennne. 83
4.3.2. Cambios en el ORP durante la oxidacién enzimadtica de orange II (OIl)................. 84

4.3.3. Comparacion de la evolucién del ORP durante la oxidacién enzimadtica de diferentes

SUSEIALOS TEAUCTOIES . ..eeuvieeiiiiieitieieeteetee ettt ettt ettt sttt et e bt e sbeesbee st e eneeenneens 90
4.3.4. Oxidacion de una mezcla binaria OII-BPA...........ccccoviiiiiiiiniecece 95
4.4, CONCLUSIONES ..ottt ettt et sb e sb e bt st eate e nbeesbeesbeesaeeeaee 98
RETEIEICIAS ...ttt b e sttt et e bt e sbeeeaee e 99

CAPITULO 5. Inmovilizacién de la enzima peroxidasa sobre membranas

nanofibrosas de poliuretano..................ccccoooeoiiiiiii i 102
5.1. INTRODUGCCION .......cooioieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e s saneaas 104
5.2.MATERIALES Y METODOS .......oooiuiieeeeeeeeeeeeeeeesieeseeseeseeseesees s neneons 106
5.2, 1. REACHIVOS ...ttt ettt ettt st ettt e bt e s at e e at e e abe et e bt e bt e saeesaeeeteens 106
5.2.2. Sintesis de las membranas nanofibrosas de poliuretano ...........c..ccceceeveerierieeennenne 106

5.2.3 Remocién de orange II en presencia de biocatalizadores inmovilizados sobre

membranas NANOLIDIOSAS ......cecueeruiiriiiiiriieeetertert ettt st 110
5.2.4. Caracterizacién de las membranas (M, MA) y los biocatalizadores (ME, MAE) . 112
5.3. RESULTADOS Y DISCUSION........ccmirrummmreimreimmneesmsssssssessssesssssssssessssssssssnseees 113
5.3.1. Caracterizacion de 10S Materiales........coccceveerieriiernieinienieniceeeeeeeee e 113
5.3.2. Optimizacién del procedimiento de inmovilizacién de la HRP ............................ 119
5.3.2.1. Tiempo de iINMOVIIIZACION. .........eerruiiiriireiieeeiee ettt eee e e 120
5.3.2.2. Efecto de la concentracién de HRP en la mezcla de inmovilizacién. ............. 121
5.3.2.3. Efecto del tiempo de funcionalizacion. ............cceccueevevieeciienieenieeeieeeiee e 122
5.3.2.4. Efecto de la temperatura de inmovilizacion. .........c.cceeeeeveienieinieeneenienieeeee 123

5.3.3. Estudio de la decoloracién de orange Il empleando HRP inmovilizada sobre

membranas de POLTUTELANO .........ccuieiiieiiiiriiiiie ittt ettt ettt et e sbee st st e eaeeeeeens 125
5.3.3.1. Efecto de la temperatura de inmovilizacion sobre la actividad catalitica. ...... 129
5.3.3.2. Efecto del pH en la actividad catalitica de ME y MAE. ........cccccoccviiiininnenn. 133
5.3.3.3. Ensayos de reutilizacion de los biocatalizadores ME y MAE......................... 134

5.4. CONCLUSIONES ......oottttitinenteteett ettt sttt sttt et sttt st sbe et e bt eanenees 137
RETETEICIAS ..ottt sttt sttt et 138

Xii


file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933421
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933422
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933423
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933424
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933424
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933425
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933426
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933427
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933428
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933429
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933430
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933431
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933432
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933433
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933433
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933434
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933435
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933436
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933437

CAPITULO 6. Inmovilizacién de la enzima peroxidasa sobre diatomitas naturales .. 141

6.1. INTRODUCCION ........courviimmriiimeseesseesesessessssssesssssssssssssessessssssessse s e 143
6.2. MATERIALES Y METODOS ......ccvvuumrrummeeimneessmsesssssssssssssssssssesssssssssssssssssseess 144
6.2.1. Sustancias QUIMICAS Y TEACTIVOS ....eerrureeriieeriieerieeeriieesteeeiteesreeesireesiteessreeesaseesnnes 144
6.2.2. Procedimiento de inmoOVilizaCion.........cccceoveerieriiirnieinienicniceieeecccecnee e 144
6.2.3. Determinacion de proteina inmovilizada ............ccoccveiviiieiiiiiniieiniieeeee e 148
6.2.4. Caracterizacion de las diatomitas y de los biocatalizadores ...........cccoceevceeriennenne 148
6.2.5. Evaluacion de 10s biocatalizadores .........ccoceeveiiiieenieiniienieeiceeeeeiceee e 148
6.2.5.1. Ensayos de actividad catalitiCa............coecueeieeieenienienieeeee et 148
6.2.5.2. Estudios de adSOTCION. .......c.eevuieiuieriiiiieeie ettt ettt 149
6.2.5.3. Ensayos en reactor tipo columna de flujo ascendente. ..........cccceereereneennene 149
6.2.5.4. Estabilidad de los biocatalizadores. ............cceceereenienieniiieieeieeseesiee e 151
6.3. RESULTADOS Y DISCUSION.........couoiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee s 151
6.3.1. Inmovilizacién de la enzima sobre diatomitas calcinadas ...........ccocceeveenierieenenne 151
6.3.1.1. Tiempo de iINMOVIIIZACION. ......cccuieriiiiieiieeeeete e 152
6.3.1.2. Concentracion de enzima en la mezcla de inmovilizacion............ccocceeueenenee. 153
6.3.1.3. Efecto de la hidrolisis superficial del soporte sobre la carga enzimética. ....... 154
6.3.2. Caracterizacion de las diatomitas naturales y los biocatalizadores obtenidos ....... 156
6.3.2.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM). .......cccvvvvirrciieniienieeieeeiee e 156
6.3.2.2. Area BET. ... eeiseesesisee s sssss e 158
6.3.2.3. Difraccion de rayos X (DRX). ...ccooiiiiiiiiiiieeiieeie et 162
6.3.2.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de reflectancia difusa
(DRIFT). ettt ettt s st sttt et e bt e b e s e 163
6.3.2.5. Fluorescencia de rayos X (FRX)......cccciiviiiiniiieieceeeteeee e 165
6.3.2.6. Microscopia electrénica de barrido y analisis de dispersion de rayos X
(1200774 21 B )@ PO SRRRR 167
6.3.2.7. Analisis termogravimétrico (TGA). ...c.ooouieiiiiieieiee e 170
6.3.3. Evaluacion de los biocatalizadores mediante la decoloraciéon de OII.................... 172
6.3.3.1. Influencia de la concentracién de DSGE. ...........ccocvviiiiiiiiiniiniecieeee 172
6.3.3.2. Comparacidn de la cinética de decoloracion de OII empleando los
biocatalizadores DE, DHSGE, y DSGE, en presencia y ausencia de perdxido (P). .... 174
6.3.3.3. Ensayos de reutilizacion de los biocatalizadores. ...........cccceveevierereenicneennne 178

Xiii



6.3.3.4. Oxidacién de orange II (OII) catalizada por las DSGE en un reactor tipo

Lo70] 10051 F: N 180

6.3.3.5. Estabilidad de la actividad catalitica durante el almacenamiento. .................. 182
6.4. CONCLUSIONES ...ttt ettt e e e e e e s e e s e e e e e eeesssseaaaeseeeesssssnnnns 184
J RS (=3 (=3 1163 1R 186
CAPITULO 7. Conclusiones fINALES ..................ocovoovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e es e 193
APENDICES

Xiv



INDICE DE TABLAS

CAPITULO 1. Estado del Conocimiento
Tabla 1.1. Ventajas y desventajas de diferentes métodos de inmovilizacién de enzimas...... 11

Tabla 1.2. Principales ventajas de los materiales para la inmovilizacién de enzimas ........... 13

CAPITULO 2. Materiales y métodos generales

Tabla 2.1. Lista de sustancias y reactivos utilizados en el presente trabajo de Tesis............. 25

CAPITULO 3. Decoloracion de orange II con peroéxido de hidrégeno en presencia de

una peroxidasa de rabano picante

Tabla 3.1. Estructura y principales propiedades del orange II (OII).......c.cccocvvevcieerciernnennnne. 44
Tabla 3.2. Resultados del ajuste de las ecs.(3.20), (3.22) y (3.26) a los datos

4 [ R e 2 TG o USRS 64
Tabla 3.3. Resultados del ajuste de la ec. (3.30) a los datos de la Figura 3.5. ....................... 68

CAPITULO 4. Monitoreo de la oxidacién de compuestos xenobiéticos con peréxido de
hidrégeno en presencia de una peroxidasa de rabano picante mediante mediciones de
ORP

Tabla 4.1. Resultados obtenidos en experimentos de oxidacién tipo fed-batch..................... 89
Tabla 4.2. Comparacién entre los valores Yy calculados en la oxidacidn enzimatica

de distintos suStratos redUCtOrES (S)....cccvuiieciiriiiiieeiieeiieeereeeeeeeereeereeesreeeteeesebeesbeeeseseesanes 93

CAPITULO 5. Inmovilizacién de la enzima peroxidasa sobre membranas nanofibrosas
de poliuretano

Tabla 5.1. Valores de la media y el desvio estandar (SD) para Log(d) calculados

a partir del didmetro de las nanofibras de membranas electrohiladas con y sin

tratamiento de activacion, y con la HRP inmovilizada y 3 usos en la decoloracién

e OII CON P ottt ettt e st s bt e e sbeeebaeeas 116
Tabla 5.2. Velocidades iniciales de decoloracion de OII (V) con P en presencia

de uno o dos segmentos de MAE, con y sin lavado con NaCl..........ccccoeeverviiieniienciennnenns 119
Tabla 5.3. Efecto de la concentracidn de enzima en la mezcla de inmovilizacién sobre

los valores de carga especifica enzimatica (Q) ......ccceeeeeereieeerireriieescie e e e e eeee e 122

XV


file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934289
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934289
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934289
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934289
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934290
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934290
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934291
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934291

Tabla 5.4. Efecto del tiempo de funcionalizacién (t¢) de grupos uretano sobre
los valores de carga especifica de la membrana (Q) ........cceevruiierieeriierniiieiiie e 123
Tabla 5.5. Reutilizacién de los biocatalizadores inmovilizados en ensayos

de oxidacién de OII en presencia de perdxido de hidrégeno .........coeceevvveeriiieenieeniiennieens 135

CAPITULO 6. Inmovilizacién de la enzima peroxidasa sobre diatomitas naturales
Tabla 6.1. Area de superficie BET, volumen y ancho de poro para las muestras de diatomita
calcinada (D) y activada (DSG) y con la HRP inmovilizada (DE, DSGE, DHSGE).. ........ 161
Tabla 6.2. Composicién quimica (%, en masa) determinada por FRX
del material soporte (D), los diferentes biocatalizadores desarrollados
(DE, DSGE, DHSGE) y la enzima sola (HRP)........cccccooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 167
Tabla 6.3. Composicién quimica (%, masa) determinados por EDX de la diatomita
antes y después de la modificacion superficial y la inmovilizacién de HRP. ...................... 168
Tabla 6.4. Mapas de la distribucion de los elementos Si, Fe y Ca para D, DSG y DSGE... 169
Tabla 6.5. Propiedades térmicas de la diatomita con y sin modificacién superficial,

y de los biocatalizadores eStudiados .........cooeerieriiiiriiiniienie ettt 172
Tabla 6.6. Remocion del colorante (R¢, %) en funcién de la reutilizacion de los
biocatalizadores DE, DSGE y DHSGE en presencia y en ausencia de P. ...........cccccceeuee. 179
Tabla 6.7. Actividad peroxidasa (AP) de los sobrenadantes de reacciOn.............ccecueeeneennne 180
Tabla 6.8. Porcentaje de remocién del colorante (R¢) en funcién del tiempo de

almacenamiento (t,) de los biocatalizadores estudiados ............ccooevvvrvveeeieeiieeiiiieeeeeeeeeeenns 183

XVi


file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934292
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934292
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934293
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32934293

INDICE DE FIGURAS

CAPITULO 1. Estado del Conocimiento

Figura 1.1. Clasificacién de biocatalizadores de acuerdo al tipo de reacciones

QUE CALALIZAN ..outiiitiitieieie ettt ettt et e bt e sttt et et e be e bt e st e sateeteen 6
Figura 1.2. Principales métodos de inmovilizacion de enzimas..........ccoceeveeeveeneeneeneennenne 10
Figura 1.3. Clasificacién de los materiales de inmovilizacién de enzimas....................... 12
Figura 1.4. Representacion esquematica del trabajo experimental de la Tesis Doctoral ....... 15

CAPITULO 2. Materiales y métodos generales

Figura 2.1. Ejemplo de curva de calibracion para la determinacion de la

concentracion de Ol .......c.coooiiiiiiiiiiiiiee ettt 26
Figura 2.2. Espectro UV/Visible del OII en funcién del pH...........cccccoeviiiiniiiniinniiieieeee, 27
Figura 2.3. Ejemplos de las curvas de calibracion para la determinacién

de la concentracion de fenol y bisfenol A. ..........cooovivieiiiiiiiiniieeee e 28

Figura 2.4. Curva de calibracién para la determinacién de la concentracién proteina

por el Método de Bradford. .........ccceoviiiiiiiiiiiece e s 29
Figura 2.5. Ejemplo de la medicién del didmetro de las nanofibras

de poliuretano electrohilado. ..........cccuiieriiiiriiiieiiecee e 31
Figura 2.6. Ejemplo de decoloracion inicial de OIL. ...........ccocceeviiiiiiieeniieeieeniee e 35
Figura 2 7. Ejemplo de curva completa de decoloracion de OIL. ............ccoceeiienienieniennne. 36

CAPITULO 3. Decoloracion de orange II con peroéxido de hidrégeno en presencia de
una peroxidasa de rabano picante

Figura 3.1. Espectro UV/Vis correspondiente a orange II (Oll), enzima (HRP) y peréxido

de hidrogeno (P) @ PH 7. .ottt st ettt 47
Figura 3.2. Cambios del espectro UV/Vis durante un experimento tipico de decoloracién

de OII, y de la absorbancia a 485 nm en funcion del tiempo. .........ccceveerererseneneeneneeenn 49
Figura 3.3. Ejemplos de reacciones de decoloracion de OII para diferentes concentraciones
iniciales de per6xido de hidrOZEnO. .........coccuevieiiiriieeii e 51
Figura 3.4. Efecto de la concentracion inicial de peréxido de hidrégeno y colorante sobre

la velocidad especifica inicial de decoloracion (qo) para diferentes valores de pH. .............. 53

Figura 3.5. Efecto del pH en la velocidad inicial especifica mdxima de decoloracion.......... 54

XVii



Figura 3.6. Coeficiente estequiométrico observable en funcidn de la concentracion inicial de
PErOXidO de NIATOZENO ..covviiiiiiieiii ettt ettt e s bte e s e s 65
Figura 3.7. Error relativo medio de qp en funcién del pH. ........ccoccoeviieiiiiiiniiiniiieieeeeee, 69
Figura 3.8. Absorbancia a 485 nm en funcién del tiempo durante adiciones repetidas de

orange Il y perdxido de hidrO@eno. ..........cevviieiiiiiiiiiiiieeee ettt 71

CAPITULO 4. Monitoreo de la oxidacién de compuestos xenobiéticos con peréxido de
hidrogeno en presencia de una peroxidasa de rabano picante mediante mediciones de
ORP

Figura 4.1. Montaje experimental de la oxidacién enzimdtica de xenobidticos mediante
sistema fed-batch. 81

Figura 4.2. Coeficiente de extincién molar (¢) a pH 8 en buffer fosfato en funcién de la
longitud de onda (1) para Orange II (OII), bisfenol A (BPA), fenol, peréxido de hidrégeno

Y HRP. oot 84
Figura 4.3. Ejemplo de reaccién de decoloracién de OII con peréxido de hidrégeno

en presencia de HRP @ PH 9.....oocuiiiiiiiiiiie ettt 86
Figura 4.4. Cambios en la absorbancia a 485 nm y ORP durante la decoloracién de OII

con adiciones continuas de per6xido de hidrogeno..........ccceevueeerciieriierniieeie e 88
Figura 4.5. Cambios de absorbancia, carbono orgénico disuelto (COD), fenoles totales

y ORP en funcién del tiempo normalizado durante la oxidacién de OII, fenol y BPA
mediante la adicion continua de peréxido de hidrégeno en presencia de HRP. .................... 91
Figura 4.6. Cambio en el espectro UV/Vis durante la oxidacién de OII, fenol, y BPA......... 92
Figura 4.7. Oxidacion enzimatica de fenol y BPA......cc..cocooviiiiiiiiininiceecceen 94
Figura 4.8. Oxidacién de mezcla binaria de OIl y BPA por adiciones continuas

de peréxido de hidrogeno a 0.20 ML/MIN. ....cocueviiiiiniriienenieeecteeeeeeee e 96

CAPITULO 5. Inmovilizacién de la enzima peroxidasa sobre membranas nanofibrosas
de poliuretano

Figura 5.1. Inmovilizacién covalente de HRP sobre membranas de poliuretano. ............... 108
Figura 5.2. Representacion esquemadtica de las variables estudiadas en el procedimiento

de inmovilizacién covalente de HRP sobre nanofibras de poliuretano electrohiladas......... 109
Figura 5.3. Remocién de Orange II (OII) con y sin peréxido de hidrégeno (P) en presencia
de membranas nanofibrosas de poliuretano sin (M 0 MA), y con (ME o MAE)

Ja enzima INMOVIIIZAAA. ........ovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeee ettt ee et e eeeeeeeeeeeseeeeeaeeeeseseeesseeeaseeaae 111

XViii


file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933689
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933690
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933690
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933691
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933691
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933691

Figura 5.4. Membrana electrohilada de poliuretano. ...........coccevviereiierniiieinieenieeeee e 113
Figura 5.5. Micrografias SEM de membranas nanofibrosas. ..........c.ccceeeeeerniieenieeniieennneens 115
Figura 5.6. Verificacion cualitativa de la inmovilizacién de HRP sobre

la membrana de POLIUTELANO. .........covviiriiiiieiie ettt ettt e st e e ate e eeaaee e 117
Figura 5.7. Efecto del NaCl sobre la actividad peroxidasa en fase homogénea................... 118
Figura 5.8. Cambio de la carga especifica de enzima (Q) en funcién del tiempo

de INMOVIIIZACION ....coviiiiiiiiiiiieiecee ettt ettt et et e s e saeesaneeaneens 121
Figura 5.9. Efecto de la temperatura de inmovilizacién en la carga enzimadtica especifica

(Q) de membranas obtenidas por adsorcion 0 unidn covalente ...........cceceeveereeneeneennenne 124
Figura 5.10. Decoloracién de OII en presencia de M, ME, MA y MAE con y sin

PEroxido de NIATOZENO ......coueieiiiiiieiie ettt ettt sb e st st et e b 217
Figura 5.11. Espectros UV/Visible durante experimentos de decoloracién de OII

en presencia de peréxido de hidrégeno empleando M, ME, MA, y MAE...........ccccceeeueenne. 129
Figura 5.12. Decoloracién de OII con P en presencia de MAE y ME

SINtetizados @ 20°C ¥ 40 OC ...ttt sttt et 130
Figura 5.13. Efecto de la temperatura de inmovilizacion en la velocidad especifica

inicial de decoloracion de OII (Vepg) de las ME y MAE ......cccoooiiiiiiiiiiiiceeeeee e 131
Figura 5.14. Efecto del tiempo de incubacién a 40°C en la actividad peroxidasa relativa .. 132
Figura 5.15. Efecto del pH en la velocidad inicial especifica de decoloracion de OII

catalizada pOr ME y MAE.........cooiiiiieiieee ettt ettt st e e ete e s eenneeens 133

CAPITULO 6. Inmovilizacién de la enzima peroxidasa sobre diatomitas naturales
Figura 6.1. Procedimiento de inmovilizacién covalente de HRP sobre diatomitas. ............ 145
Figura 6.2. Mecanismo de silanizacién con APTES de materiales a base de silice............ 145
Figura 6.3. Mecanismos de activacion e inmovilizacion de enzimas sobre materiales
activados con glutaraldehido. .........ccoooiiiiieiiiiieiee et 146
Figura 6.4. Esquema del reactor tipo columna de flujo ascendente empleado

en los estudios de oxidacién de Orange II con peréxido de hidrégeno catalizada

POE DISGE. ...ttt ettt sttt sttt b e s st et eneeas 150
Figura 6.5. Diatomitas calcinadas (D), soporte para la inmovilizacion de la enzima HRP. 152
Figura 6.6. Carga enzimatica especifica (Q) en funcidn del tiempo de inmovilizacion. ..... 153
Figura 6.7. Efecto de la concentracion de enzima en la mezcla de inmovilizacion

SObTE 108 Valores de Q. ....ccuiiiiiiiiiie ittt ettt e e e e e re e e et e e e e ebaeeeeennraeaeenns 154

XiX


file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933692
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933693
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933694
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933694
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933695
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933696
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933696
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933697
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933697
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933698
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933698
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933699
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933699
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933700
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933700
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933701
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933701
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933702
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933703
file:///C:/Users/usuario/Dropbox/Tesis%20Diego/Caps%20DEP/Cap%205%20VF.docx%23_Toc32933703

Figura 6.8. Carga enzimdtica (Q) correspondiente a los biocatalizadores
obtenidos mediante diferentes técnicas de inMOVIIIZACION ...........cccevvvveeeeeeeeiiiiireeeeeeeeeenns 156

Figura 6.9. Micrografias SEM de las fristulas identificadas en las muestras de diatomitas

calcinadas (D), funcionalizada (DSG) y con la enzima inmovilizada (DSGE). .................. 157
Figura 6.10. Micrografias SEM de las diatomitas calcinadas (D), activadas (DSG)

y con la enzima inmovilizada (DSGE)........cccoooiiiiiiiiniiiiice e 158
Figura 6.11. Isotermas de adsorcién-desorcién de N, para D, DE, DSG, DSGE, DHSGE. 160
Figura 6.12. Distribucién de didmetro de poro para D, DE, DSG, DSGE y DHSGE.......... 161
Figura 6.13. Difractogramas DRX correspondientes a D, DE, DSGE, y DHSGE. ............. 162

Figura 6.14. Espectros de absorbancia IR (DRIFT) de la diatomita calcinada (D),

tratada con glutaraldehido (DG), silanizada con APTES (DS) y activada

con glutaraldehido (DSG). ...coouiiiuiiiiie ettt st s 164
Figura 6.15. Espectros de absorbancia IR (DRIFT) de la HRP, D, DE, DSGE y DHSGE.. 165
Figura 6.16. Masa residual y derivada de la masa residual (%) como funcién

de la temperatura para HRP, D, DSG, DE, DSGE y DHSGE. ........cccocoiiiiiiniiniinieeene 171
Figura 6.17. Ejemplo del cambio del espectro UV/visible y de perfiles de decoloracion

de OII con P en presencia de distintas concentraciones de DSGE............cccccoeviiiviiinnnnns 173
Figura 6.18. Ejemplos del cambio del espectro UV/Visible durante la decoloracién de OII
con y sin P en presencia de D, DE, DSGE y DHSGE...........ccccoiiiiiiiiiniiiiiceeeeeeeeee 175
Figura 6.19. Remocién de OII (R¢) con y sin P en presencia de D, DE, DSGE y DHSGE. 176
Figura 6.20. Remocién de OII mediante una columna rellena con DSGE. .............c........... 181
Figura 6.21. Ejemplos del cambio del espectro UV/Visible durante experimentos

de decoloracién de OII en presencia de DSGE almacenado en seco y en solucidn............. 184

XX



NOMENCLATURA

A Absorbancia

AP Actividad peroxidasa

AP, Actividad peroxidasa relativa

BPA Bisfenol A

C Concentracién

COD Carbono orgénico disuelto

D Diatomita calcinada

DE Biocatalizador inmovilizado por adsorcién sobre diatomita calcinada

DG Diatomita calcinada tratada con glutaraldehido

DHSGE Biocatalizador inmovilizado por unién covalente sobre diatomita
calcinada con pretratamiento dcido

DS Diatomita calcinada tratada con silano APTES

DSG Diatomita calcinada tratada con silano APTES y glutaraldehido

DSGE Biocatalizador inmovilizado por unién covalente sobre diatomita
calcinada

F Fenol

FT Fenoles totales

HRP Enzima peroxidasa de rdbano picante comercial

M Membrana nanofibrosa de poliuretano

MA Membrana nanofibrosa de poliuretano tratada con NaClO y alil glicidil
éter

MAE Biocatalizador inmovilizado por unién covalente sobre membrana
nanofibrosa de poliuretano

ME Biocatalizador inmovilizado por adsorcién sobre membrana nanofibrosa
de poliuretano

oIl Orange 11

ORP Potencial de oxidorreduccion

P Peréxido de hidrégeno

XXi




Q Carga de enzima soportada

Qin Caudal de entrada de peréxido de hidrégeno

Jo Velocidad especifica de decoloracién de orange 11
Rc Remocién del colorante

S Sustrato reductor

tc Tiempo critico

tr Tiempo de funcionalizacién

u.a (A) Unidades de absorbancia

u.a (Intensidad)

Unidades arbitrarias

Vepo Velocidad especifica inicial de decoloracién de orange 11
Vop Velocidad inicial de decoloracion de orange 11
Ypss Coeficiente estequiométrico observable

XXii




Capitulo 1

Estado del conocimiento







Capitulo 1: Estado del conocimiento

1.1. EFLUENTES LIQUIDOS INDUSTRIALES

El agua es un recurso natural primordial para la vida y el desarrollo social y
econdémico de los seres humanos. Segtin la Organizacién de las Naciones Unidas, el uso de
agua se divide entre usos agricolas (70%), domésticos (10%) e industriales (20%). No
obstante, solo el 1% del agua del planeta tierra se encuentra disponible y apta para su uso
cotidiano. De alli que la proteccién y conservacién de este recurso requiere una atencién
especial.

Los efluentes liquidos industriales son aguas resultantes de procesos de la industria,
los cuales presentan caracteristicas diversas debido a la variabilidad de los procesos llevados
a cabo (industria quimica, petroquimica, farmacéutica, papel, textil, entre otras). Estas
aguas pueden contener productos orgdnicos tales como pesticidas, solventes, colorantes, etc.,
algunos recalcitrantes o refractarios, los cuales representan un riesgo para los humanos y el
ambiente (W. Wang y col., 2010). Por tanto, se ha incrementado el interés por el desarrollo
de tecnologias para su tratamiento.

El tratamiento de efluentes liquidos industriales involucra una serie de procesos
fisicos, quimicos y/o biolégicos que buscan transformar las propiedades de las aguas
residuales para hacerlas seguras al medio receptor. Estos sistemas pueden clasificarse como
no destructivos y destructivos (Pérez, 2012). Los métodos no destructivos involucran
tratamientos como coagulacién-floculacién (Lau y col., 2014), adsorcién (Caliskan y col.,
2011) y el empleo de membranas (Mo y col., 2008). La principal desventaja de estos
tratamientos es que transfieren los contaminantes a otros medios, por lo que requieren
procesos adicionales que eliminen o recuperen el contaminante. Los métodos destructivos
incluyen procesos de transformaciéon quimica o bioldgica tales como oxidacién quimica (L.
I. Doumic y col., 2013), reduccién catalitica (Calvo y col., 2006), y degradacién bioldgica
(Ferro Orozco y col.,, 2013), entre otros. Los tratamientos quimicos modifican las
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propiedades de los contaminantes para facilitar su eliminacién de las aguas residuales o para
descomponerlos dentro del flujo de residuos (Doumic, 2015). Son procesos muy eficientes
pero sus limitaciones se asocian a los costos operativos debido a que muchos de estos
procesos se llevan a cabo en condiciones severas (Levec y Pintar, 2007).

Una alternativa eficiente de eliminacién de contaminantes recalcitrantes desarrollada
bajo condiciones moderadas de presién y temperatura, son los procesos de oxidacién
avanzada (POAs). Estos se basan en la generacién in situ de radicales hidroxilo,
aprovechando su elevado potencial de oxidaciéon (Di Luca, 2015). Los POAs pueden ser
clasificados de acuerdo a las fases reaccionantes (homogéneos o heterogéneos) y segtn el
método utilizado para la generacién de radicales hidroxilo (Fenton, photo-Fenton, oxidacién
hiimeda, ozonizacion, fotocatdlisis). La principal desventaja de los POAs se debe al hecho de
que se utilizan reactivos costosos y que pueden generar residuos quimicos peligrosos
(Forgacs y col., 2004).

Los tratamientos bioldgicos son procesos que engloban todas las tecnologias que
utilizan seres vivos (principalmente bacterias) para la depuracién de las aguas residuales
(Pérez, 2012). Estos son atractivos debido a su bajo costo de aplicacién y operacién, y que
ademds pueden degradar parcial o totalmente los productos iniciales (Lépez, 2005). Sin
embargo, el mayor inconveniente del uso de microorganismos estd relacionado con que el
proceso de eliminacién del contaminante puede llevar més tiempo en relacién a los procesos
fisicoquimicos. Ademads, en términos generales los procesos bioldgicos son menos
predecibles que los métodos fisicoquimicos. En contraste, la catdlisis enzimdtica es una
alternativa eco amigable para obtener altas tasas de remocién de un compuesto especifico en
condiciones predecibles. Adicionalmente, la degradaciéon enzimatica es preferida en los

casos en el que el compuesto objetivo inhibe el crecimiento microbiano (Ali y col., 2013).
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1.2. CATALISIS ENZIMATICA

Por definicién, los catalizadores son compuestos que aceleran la velocidad de
reaccion debido a que reducen la barrera de energia necesaria para que éstas ocurran. Las
reacciones bioquimicas llevadas a cabo en las células de todos los organismos estdn
catalizadas por enzimas, las cuales son catalizadores de naturaleza proteica, aunque también
pueden ser dcidos ribonucleicos o ribonucleoproteinas (Frey y Hegeman, 2007). La Figura
1.1 muestra la clasificacién de las enzimas seglin la Unién Internacional de Bioquimica y
Biologia Molecular (Illanes, 2008; Gotor Fernandez y Hernaiz Gémez-Dégano, 2017).

La catdlisis enzimdtica se enfoca en el estudio de la quimica y la dindmica de los
contactos directos entre un sustrato y el sitio activo de una enzima. El sitio activo es una
zona de la superficie de la enzima en forma de hueco a la que se accede por tineles, canales
0 pockets (Lodeiro, 2016). En su interior se encuentran los aminodcidos de unién, que
permiten la unién del sustrato y la enzima, y aminodcidos cataliticos, que favorecen el
desarrollo de la reaccion enzimatica (Illanes, 2008; Lodeiro, 2016). Estas interacciones son
las que determinan la especificidad de la enzima, es decir, su capacidad para catalizar
reacciones determinadas de uno o un grupo de sustratos. La especificidad de las enzimas es
una propiedad muy importante que las hace apreciadas en diferentes sectores de industria,
tales como el farmacéutico y de alimento, entre otros (Illanes, 2008; Gotor Fernidndez y

Herndiz Gémez-Dégano, 2017).
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Figura 1.1. Clasificacién de biocatalizadores de acuerdo al tipo de reacciones que

catalizan (Adaptado de Illanes, 2008 y Gotor Ferndndez y Herndiz Gémez-Dégano, 2017)

Las peroxidasas son oxidorreductasas que utilizan perdxidos (de hidrégeno u
organicos) como oxidantes. Las peroxidasas son enzimas muy comunes en las plantas (savia
de la higuera, raices de rdbano picante, etc.) y animales (Courteix y Bergel, 1995).
Recientemente, el uso de peroxidasas o sus sistemas biomiméticos (por ejemplo, hematina)
han tenido un gran interés debido a su eco-sostenibilidad y amplia variedad de actividades
bioquimicas para oxidar diversos xenobidticos (Franciscon y col., 2010; Ali y col., 2013;
Chiong y col., 2016; Sahare y col., 2016; Cabrera y col., 2017).

Dentro de las peroxidasas mas estudiadas se encuentra la peroxidasa de rabano
picante (HRP). Existen al menos siete isoenzimas de la HRP, de las cuales la mas abundante
es la HRP-C (Veitch, 2004). El sitio catalitico de la HRP contiene un grupo hemo y dos

atomos de calcio (Hiner y col., 1996; Veitch, 2004; Malvi y col., 2012). Esta enzima es de
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gran disponibilidad y presenta estabilidad en un amplio rango de pH y temperatura, ademaés
conserva su actividad catalitica a amplias concentraciones de sustratos y salinidad,
haciéndola muy atractiva para el tratamiento de efluentes industriales (J. Nicell y col., 1993;
Karam y Nicell, 1997). Por ejemplo, las HRP pueden catalizar la reaccion de oxidacién de
diversos compuestos fendlicos y sus derivados, aminas no aromdticas e indoles, etc.,
produciendo radicales orgdnicos, los cuales pueden posteriormente polimerizar para formar
productos insolubles (J. A. Nicell y Wright, 1997; Zdarta y col., 2018a).

El conocimiento de la cinética enzimdtica es fundamental en el empleo de
biocatalizadores para la remocién de contaminantes. En particular, en la literatura se pueden
encontrar diferentes modelos matematicos relacionados con el efecto del perdoxido de
hidrégeno, sustrato orgdnico, pH y otros sobre la actividad de las peroxidasas (Gémez y col.,
2008; Ali y col., 2013; Kalsoom y col., 2013). Sin embargo, todos estos modelos son
modificaciones del mecanismo propuesto por Dunford (Dunford y Stillman, 1976). De
acuerdo al mecanismo de Dunford de las peroxidasas, el primer paso del ciclo catalitico es la
reaccién entre el perdxido de hidrégeno (P) y el estado de reposo de la enzima (E) para
formar el compuesto I (E;) (1.R1), que es una especie dos equivalentes mas reducida que E,.
En presencia de un sustrato reductor (S) se producen dos pasos secuenciales de reduccion de
E; a un electrén por vez. En la primera etapa, un electrén del sustrato reduce E; para formar
el llamado compuesto II (E,) (1.R2). Finalmente, en el segundo paso ocurre la reducciéon que
devuelve E, a Ey (1.R3). Ademads, durante cada paso se produce una especie radical (S*)
debido a la oxidacién del sustrato reductor (S). La presencia de estos radicales origina en
algunos casos una mezcla compleja de productos, en donde se incluyen dimeros, trimeros y
oligémeros (Gémez y col., 2008). Ademas, el oxigeno disuelto puede reaccionar con estos

radicales para dar otros productos de oxidacion secundaria (Chahbane y col., 2007).
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Ey+P-E (1.R1)
E,+S—E,+S5 —»->X (1.R2)
E,2+S—>Ey+S"->-X (1.R3)
E, + P - E;— E, (1.R4)

La especie E, puede reaccionar con el exceso de peréxido de hidrégeno (P) para
producir una forma inactiva de la enzima (E;), que puede descomponerse espontaneamente
en la forma nativa (E;) (1.R4). Esta forma inactiva de la enzima es la responsable de la
disminucién de la velocidad de reaccién a altas concentraciones de peréxido de hidrégeno.
Ademis, la descomposiciéon de E; a E; estd asociada con la actividad cataldsica de las
peroxidasas, es decir, la transformacién de perdéxido de hidrégeno en oxigeno y agua
(Jakopitsch y col., 2005). Una diferencia esencial entre la actividad cataldsica de las
catalasas y de las peroxidasas es que esta ultima depende de la presencia de un sustrato
reductor (S). Sin embargo, diversos autores informan que incluso en ausencia de S se puede
observar una cierta actividad cataldsica de las peroxidasas. Esta actividad catalésica residual
se debe a la presencia de impurezas que pueden estar presentes en la preparacién enzimaética.
Algunos autores proponen que incluso la cadena polipeptidica de la propia enzima podria
actuar como sustrato reductor, inactivando la enzima de forma irreversible (Sahare y col.,

2016).
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1.3. INMOVILIZACION DE ENZIMAS

Los procesos biocataliticos pueden desarrollarse tanto en fase homogénea como en
heterogénea. En la catélisis homogénea, la enzima, sustratos y productos se encuentran en
solucién. Este sistema es muy eficaz porque la enzima tiene una completa movilidad, es
decir, no hay obsticulo fisico que impida su interaccion con los sustratos o para la liberacién
de los productos de la reaccién (Xu y col., 2013; Es y col., 2015). Sin embargo, uno de los
principales problemas de trabajar en fase homogénea esta relacionado con la inestabilidad en
el tiempo de algunas enzimas en solucién. Asimismo, las enzimas son insumos generalmente
costosos. Por esta razén, para que el proceso sea econdmicamente viable es muy importante
poder recuperar las enzimas una vez utilizadas. En este sentido, la inmovilizacidon de enzimas
sobre soportes inertes es una de las técnicas de recuperacion mds empleadas (Zdarta y col.,
2018b). Diversos autores resaltan que la seleccién de la técnica de inmovilizacién mas
adecuada depende de varios factores, tales como el material soporte, el método de unién de
la enzima al soporte y el tipo de enzima, entre otros (S. Wang y col., 2016; Zdarta y col.,
2018a; Bilal y col., 2019).

Los métodos de inmovilizacién de enzimas se pueden clasificar en dos categorias:
retencion fisica y unién quimica (Fig. 1.2). En la Tabla 1.1 se comparan algunas técnicas de
inmovilizaciéon de enzimas. Un punto clave es la eleccién del material soporte. En general,
los materiales soporte pueden dividirse en organicos e inorganicos (Fig. 1.3). La eleccion del
material dependera del proceso biocatalitico que se llevard a cabo y del costo asociado tanto
al soporte como al método de unién de la enzima al mismo (Bilal y col., 2018). Es deseable
que los soportes contengan en su superficie gran cantidad de funciones quimicas que
permitan uniones fuertes con la enzima, ademds de una alta drea superficial para poder

incorporar la mayor cantidad de enzima posible en su superficie (Zdarta y col., 2018b).
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Asimismo, es conveniente que los soportes tengan una elevada resistencia mecénica, ser de

bajo costo y amigables con el ambiente (Zucca y Sanjust, 2014; Es y col., 2015).

Adsorcion

Retencion fisica
Atrapamiento
o inclusion
en membranas

Union covalente

Unidn quimica
Entrecruzamiento 1’ /,R‘

Figura 1.2. Principales métodos de inmovilizacién de enzimas. Adaptado de Arroyo (1998)
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Tabla 1.1. Ventajas y desventajas de diferentes métodos de inmovilizacién de enzimas

Método de
Ventajas Desventajas
inmovilizacion
-Simple de realizar
-Menor carga de enzima
-No utiliza sustancias quimicas
inmovilizada en comparacién
Adsorcion -M4s barato que los métodos quimicos
con los métodos quimicos
-No afecta la estructura de la enzima
-Lixiviacién de la enzima
-El soporte puede reutilizarse
-No hay modificacién de la estructura de la
-Limitaciones en la
Atrapamiento / enzima
transferencia de masa
inclusién en -Menor lixiviacion de enzima en comparacién a
-Baja carga de enzima
membranas la inmovilizacién por adsorcion

-Facilita la separacién enzima y sustratos

inmovilizada

-Técnicas simples y versatiles
-Reduce la lixiviacién de enzima
Unidn covalente

-Mayor disponibilidad de soportes

-Uniones fuertes

-Uso de sustancias quimicas
-La enzima puede disminuir
la actividad debido a que se
reduce su movilidad

-Los materiales de soporte no

son renovables

-Uniones fuertes
Entrecruzamiento -No necesita soporte

-Reduce la lixiviacion de enzima

-Puede afectar el sitio
catalitico (disminucién de
actividad catalitica)
-Requiere uso de sustancias

quimicas

Fuentes: (Es y col., 2015; Zdarta y col., 2018a; Bilal y col., 2019)
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Materiales de
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| | | ! |

Polimeros X ; . A base de
sintéticos Biopolimeros Oxidos Minerales carbono

Figura 1.3. Clasificacion de los materiales de inmovilizacién de enzimas. Fuentes: (Zucca

y Sanjust, 2014; Zdarta y col., 2018a, 2018b)

En la Tabla 1.2 se muestran las ventajas relacionadas con cada tipo de soporte.
Los soportes orgdnicos son muy atractivos para la inmovilizacién de enzimas porque
contienen un gran numero de grupos funcionales reactivos, son biocompatibles y, en
términos generales, tienen alta afinidad por los péptidos (Zdarta y col., 2018a). Los soportes
orgénicos pueden dividirse en polimeros sintéticos y biopolimeros. La principal ventaja de
los polimeros sintéticos estd asociada a que los mondmeros pueden elegirse a conveniencia
de la técnica de inmovilizacién (Zdarta y col., 2018b). Pueden contener una variedad de
grupos funcionales que favorecen a la inmovilizacién ya sea por adsorciéon o mediante
uniones covalentes (Bilal y col., 2018; Zdarta y col., 2018b). Ademas, se puede variar la
composicién del polimero de tal forma que se obtengan ciertas propiedades fisicas deseables,
tales como grado de hidrofobicidad superficial, o alta resistencia mecdnica y/o térmica. Por
su parte, los biopolimeros son una alternativa eco amigable a los materiales sintéticos debido

a que en términos generales son mas biodegradables y no téxicos. Entre los biopolimeros
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mads utilizados en la inmovilizacién de enzimas estdn la celulosa (Firooz y col., 2017), el

alginato (Spasojevi¢ y col., 2014) y el quitosano (Pandey y col., 2017).

Tabla 1.2. Principales ventajas de los materiales para la inmovilizacién de enzimas

Materiales Ventajas
Orgénicos -Presencia de numerosos grupos funcionales
reactivos

-Alta afinidad por los péptidos
-Biocompatibilidad

-Abundantes en la naturaleza

Inorganicos -Alta resistencia térmica y mecdnica
-Adsorbentes
-Inertes
-Faciles de funcionalizar

-Relativamente econdmicos

Fuentes: (Zucca y Sanjust, 2014; Zdarta y col., 2018a)

En general, los soportes inorginicos pueden ser minerales naturales u 6xidos
inorgdnicos. Entre los minerales mis empleados en la inmovilizacién de enzimas podemos
citar la bentonita (Mansilla y col., 2018), caolinita (Sekuljica y col., 2016), montmorillonita
(Gopinath y Sugunan, 2007) y palygorskita (J. Huang y col., 2009). Por otro lado, entre los
6xidos inorgdnicos mds empleados en la inmovilizacién de enzimas se pueden citar Al,O;,
Fe;O0, y SiO, (J.-L. Huang y Tsai, 2009; Mohamed y col., 2017). En particular, los
materiales a base de 6xidos de silicio son muy utilizados debido a que tienen elevada drea

superficial y porosidad. Ademads, contienen grupos -OH en su superficie, lo que permite
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realizar diversas modificaciones superficiales con el objeto de facilitar la unién de las

enzimas (Zucca y Sanjust, 2014).

1.4. DESARROLLO DE BIOCATALIZADORES INMOVILIZADOS PARA EL
TRATAMIENTO DE EFLUENTES LiQUIDOS INDUSTRIALES

La presente Tesis Doctoral tuvo como objetivo general desarrollar biocatalizadores
inmovilizados para el tratamiento de efluentes liquidos industriales con peréxido de
hidrégeno en presencia de una peroxidasa comercial de rdbano picante (HRP). En la Figura
1.4 se muestra un esquema del trabajo experimental desarrollado en la presente Tesis
Doctoral.

En una primera etapa se estudi6 la oxidacién del contaminante modelo orange II con
perdxido de hidrégeno en presencia de la HRP en sistemas homogéneos. En esta etapa se
puso énfasis en el efecto de las condiciones de reaccién (rangos adecuados de concentracién
de enzima, efecto de la concentracién inicial de sustratos, pH) la cinética y estequiometria
del proceso (Capitulo 3). A partir de los resultados obtenidos se desarrollé una version
modificada del mecanismo Dunford de las peroxidasas que tuvo en cuenta la inhibicién de la
enzima por altas concentraciones de peréxido de hidrégeno, la descomposicién de peréxido
en agua y oxigeno, la generacion de productos de oxidacién (PO) y el efecto del pH sobre la
cinética de decoloracién del orange II (OID).

En el Capitulo 4 se estudi6 la oxidacién enzimdtica en fase homogénea de los
contaminantes modelo (orange II, fenol y bisfenol A) teniendo en cuenta la modalidad de
suministro de peréxido de hidrogeno (sistemas batch, fed-batch) y se desarrollé una técnica
de monitoreo de la reaccién a través de la medicién en tiempo real del Potencial de

Oxidacién-Reduccién (ORP).
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En paralelo a los estudios cinéticos, se estudié la inmovilizacién covalente y por
adsorcién de la HRP sobre dos tipos de materiales (membranas nanofibrosas de poliuretano y
diatomitas). En el Capitulo 5 se estudié la inmovilizacion de HRP sobre membranas
nanofibrosas de poliuretano, mientras que en el Capitulo 6 se estudié el uso de diatomitas
como soporte para la HRP. Los biocatalizadores inmovilizados fueron evaluados en
reacciones de decoloracion del contaminante modelo orange II con peréxido de hidrégeno.
En ambos casos, se emplearon las condiciones de reaccién mds favorables obtenidas en el

Capitulo 3.

Desarrollo de biocatalizadores
inmovilizados para el tratamiento de

efluentes liquidos industriales

Catalisis Catalisis |
___homogénea heterogénea

Figura 1.4. Representacion esquematica del trabajo experimental de la Tesis Doctoral
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2.1. MATERIALES

En la Tabla 2.1 se presenta una lista sustancias y reactivos utilizada en la presente trabajo de

Tesis Doctoral junto con sus correspondientes proveedores.

Tabla 2.1. Lista de sustancias y reactivos utilizados en el presente trabajo de Tesis

Nombre Férmula quimica Proveedor
(3-aminopropil)trietoxisilano H,N(CH,);Si(OC,Hs);  Sigma, 99 %
4-Aminoantipirina C; H;3N5;0 Sigma, g
Acido clorhidrico HCl Merck, 37 %

Acido nitrico HNO; Merck, 70 %

Albtimina sérica bovina - DSF Labs, g

Alil glicidil éter CsH 00, AcrosOrganics

Azul de toluidina C,5H,6CIN5S Sigma, g

Bisfenol A C,5H,60, Sigma, g

Diatomita - Ing. Jacobacci, Rio Negro
El hidrosulfito de sodio Na,S,0, AcrosOrganics, g

Enzima peroxidasa Tipo | - Sigma, g

Fenol CqH;OH Sigma, g

Ferrocianuro de potasio CeFeK3Ng Sigma, g

Fosfato dibésico de potasio K,HPO, Adrena, g

Fosfato monobdsico de potasio KH,PO, Adrena, g

Glutaraldehido CsHgO, Sigma, 50 %

Hipoclorito de sodio NaClO Quimica Industrial Kubo, g
Kit de glicemia enzimética - Wiener laboratorios
N,N-dimetilformamida C;H;NO Sigma, 99 %

Orange 11 CH;1N,NaO,S Sigma, g

Per6xido de hidrégeno H,0, Adrena, 35 %
Poliuretano comercial Avalon 65 DB -- HuntsmanPolyurethanes
Tetrahidrofurano C,HgO Sigma, 99 %
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2.2. METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Todos los experimentos monitoreados por espectrofotometria se llevaron a cabo en
cubetas de cuarzo o de metacrilato de 3 y 2 mL, respectivamente. Las mediciones se llevaron
a cabo en un espectrofotémetro Shimadzu UV-1800 del Laboratorio de Catalizadores y

Superficies (INTEMA).

2.2.1. Concentracion de orange II
La concentracién de orange II (OII) durante los experimentos fue calculada a partir
de curvas de calibracién (Fig. 2.1) a 485 nm (Inchaurrondo, 2013). Cabe destacar que, en el

rango de pHs estudiados (5 - 10), el espectro UV/Visible del OII era constante (Fig. 2.2).

2.0
1.8 A
1.6 A
1.4 -
1.2 A
1.0 A
0.8 4
0.6

0.4 1 y =yo+ax

8-5 T a=19.5+0.1u.a/mM OII

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

A,gs (u.a)

Concentracion de OIl (mM)

Figura 2.1. Ejemplo de curva de calibracion para la determinacion de la concentracidn de
OIL. En este ejemplo, pH = 7 en buffer fosfato 100 mM. Las barras indican el desvio

estandar.
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Figura 2.2. Espectro UV/Visible del OII en funcién del pH.

2.2.2. Concentracion de fenoles totales (FT)

Durante la oxidacion de fenol y bisfenol A (BPA) (Capitulo 4) se determiné la
concentraciéon de fenoles totales (FT) mediante el método de 4-aminoantipirina (4-AAP)
(Modaressi y col., 2005). En esta técnica, la 4-AAP (20.8 mM de 4-AAP en 0.25 M
NaHCO;) realiza un ataque nucleéfilo a los compuestos fenélicos formando un intermediario
que luego es oxidado por el ferricianuro de potasio (83.4 mM K;Fe (CN)g en 0.25 M de

NaHCO:s). Esta reaccién produce un complejo coloreado tipo quinona que puede medirse a
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510 nm. El ensayo consistia en llenar una cubeta espectrofotométrica con 1 mL de la muestra
a concentraciones apropiadas y 0.2 mL de 4-AAP y de KsFe. Luego de 10 min, se
determinaba la absorbancia a 510 nm. La absorbancia era medida contra un blanco que
contenfa agua destilada en lugar de la muestra. La Figura 2.3 muestra un ejemplo de las

curvas de calibracién realizadas para el fenol y BPA.

3.0 1.0
a) b)
25 N 08 _
© 2.0 A ©
i S 06
S 1.5 1 s
~ ~ 0.4 ;.
< 10 <
0.5 y=Yotax 0.2 1 y = yo+ax
00 a=9.0+0.2uv.a/mM F 00 a=7.0x0.2u.a/mMBPA
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14
Concentracién de fenol (mM) Concentraciéon de BPA (mM)

Figura 2.3. Ejemplos de las curvas de calibracién para la determinacién de la concentracién

de a) fenol y b) bisfenol A. Las barras indican el desvio estdndar de tres determinaciones.

2.2.3. Determinacion de concentracion de enzima

El contenido de enzima se determiné mediante el método de Bradford (Bradford,
1976), utilizando como estandar soluciones de albimina sérica bovina (DSF Labs,
Argentina) (Fig. 2.4). El ensayo de Bradford se basa en la unién del colorante Coomassie
Blue G250 a la proteina. Para determinar el contenido de proteina, se hacia reaccionar 1 mL
del reactivo de Bradford con 0.1 mL de la muestra. Luego de 2 min, se registraba la

absorbancia a 595 nm medida contra agua destilada.
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Figura 2.4. Curva de calibracion para la determinacién de la concentracion proteina por el

método de Bradford. Las barras indican el desvio estandar de tres determinaciones.

2.2.4. Determinacion de la enzima inmovilizada
Durante la realizacion de experimentos de inmovilizacién de la enzima sobre los
diferentes soportes estudiados (Caps. 5 y 6), la cantidad especifica de enzima inmovilizada

(Q) se calcul6 empleando un balance de masa para la enzima:

Q =5 (HRPy — HRP,) 2.1)

donde HRP, y HRP, son la concentracién de HRP inicial y a un tiempo dado en la mezcla de
inmovilizacion, V es el volumen de solucién de enzima y X son los gramos (en el caso de la
diatomita) o los cm” (en el caso de membranas nanofibrosas) de soporte puesto en contacto

con la solucién de enzima.
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2.3. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE LOS MATERIALES SOPORTES Y
LOS BIOCATALIZADORES DESARROLLADOS

2.3.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es uno de los instrumentos méas
versatiles para el andlisis de la morfologia de la microestructura y las caracterizaciones de la
composicién quimica de materiales (Zhou y col., 2006). Las membranas nanofibrosas
producidas en el Capitulo 5 fueron caracterizadas antes de la inmovilizacién y una vez
finalizados los ensayos de decoloracién de OIl mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM) en un equipo JEOL modelo JSM-6460LV. En total se estudiaron 10 membranas y se
registraron 10 imagenes de distintas zonas para cada muestra a distintos aumentos (500X,
3000X y 5000X).

El didmetro de las nanofibras que componen las membranas de poliuretano (Cap. 5)
fue determinado mediante el software Image Pro (Versién 6). Para cada muestra se
consideraron 100 datos distribuidos en 3 imdgenes SEM de 3000X. En total se estudiaron 10
membranas para un total de 1000 datos. Estos datos fueron analizados mediante un test de
diferencia de medias (test t de Student para datos desapareados) empleando el programa
SigmaPlot (Version 14.0/2018). Systat Software Inc.). La Figura 2.5 muestra un ejemplo de

la medicidén de los diametros.
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Figura 2.5. Ejemplo de la medicién del didmetro de las nanofibras de poliuretano

electrohilado.

2.3.2. Difraccion de rayos X (DRX)

La técnica de DRX es muy utilizada para identificar la estructura cristalina de
materiales (Sharma y col., 2000). Esta técnica se basa en la incidencia de un haz de luz de
rayos X sobre una muestra plana. La intensidad de la radiacién difractada es funcién de la
distancia entre los planos cristalinos que configuran la estructura y del angulo de difraccion 0
(Inchaurrondo, 2013). Los estudios se realizaron en un equipo PANalytical X“Pert PRO
PW3040 del Laboratorio de Procesamiento y Caracterizacién de Materiales Cerdmicos de
INTEMA. En los ensayos se utilizé radiacion CuKa (1,54056 A) y monocromador de grafito
a 40 kV y 40 mA. La velocidad de barrido aplicada fue de 0.02 °/seg (en 20), con un tamafo
de paso de 0.02° y un tiempo de 1 seg por paso. Las mediciones se realizaron en el rango 5°
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< 20 < 70° Los difractogramas obtenidos fueron comparados con datos de literatura
(Inchaurrondo y col., 2016; Inchaurrondo y col., 2017) para identificar la naturaleza de las

fases cristalinas.

2.3.3. Fluorescencia de rayos X (FRX)

La composicién quimica de las muestras se determiné mediante fluorescencia de
rayos X (FRX) utilizando un espectrémetro PANalytical Minipal 2 PW4024 de tipo
dispersivo con dnodo de Cr (Laboratorio de Procesamiento y Caracterizacion de Materiales
Cerdmicos, INTEMA). Los ensayos se hicieron en modo “standarless” sobre muestras en
polvo. Una limitacién de la espectroscopia de fluorescencia de rayos X es su capacidad para
analizar elementos con un ndmero atémico inferior a 11 (Na). Por lo tanto, los resultados

relacionados con la composicién solo reflejan estos elementos.

2.3.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de reflectancia difusa
(DRIFT)

La espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)
se considera una herramienta semicuantitativa que permite el andlisis de materiales mediante
la incidencia de radiacidn infrarroja sobre las muestras. A partir de los FTIR se obtienen
espectros que caracteriza las vibraciones de los enlaces dentro de una molécula aportando
informacién tnica de los materiales estudiados (Beasley y col., 2014). El DRIFT es una
técnica alternativa que permite determinar los grupos funcionales sobre la superficie de los
materiales.

Las diatomitas empleadas en el Capitulo 6 fueron caracterizadas mediante la técnica
DRIFT para identificar los grupos funcionales sobre el soporte antes y después de la

inmovilizacién de la HRP. Las mediciones se realizaron utilizando un espectrofotémetro

Desarrollo de biocatalizadores inmovilizados para el tratamiento de efluentes
liquidos industriales

| 32



Capitulo 2: Materiales y métodos generales

FTIR Nicolet 6700 de ThermoScientific (Laboratorio de Caracterizaciéon de Polimeros,
INTEMA). Los espectros fueron obtenidos a temperatura ambiente realizando 32 barridos
con una resolucién de 4 cm™”. Las muestras en polvo fueron preparadas en KBr con una

relacién 1:2 m/m. Los espectros fueron registrados en el rango entre 700 - 3800 cm™.

2.3.5. Microscopia electréonica de barrido y analisis de dispersion de rayos X
(SEM/EDX)

Se estudiaron las caracteristicas superficiales de diferentes muestras de diatomita y
los biocatalizadores desarrollados en polvo utilizando un microscopio electrénico de barrido
Carl Zeiss EVO MA10 operado a 20 kV y equipado con un detector Oxford x-act (EDX)
(Laboratorios de PLAPIQUI, Argentina). Los resultados fueron interpretados con el
programa AztecOne. Se midieron tres espectros puntuales en diferentes zonas de la muestra.
Ademds, se realiz6 un mapeo superficial a fin de mostrar la distribucién cualitativa de los

elementos detectados.

2.3.6. Analisis termogravimétrico (TGA)

Las muestras de diatomita y de los biocatalizadores inmovilizados fueron
caracterizadas mediante andlisis termogravimétrico. Las mediciones se realizaron en un
analizador térmico TGA Q500 V20.13 Build 39 (Laboratorio de Materiales Compuestos
Termoplasticos, INTEMA) a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min desde la
temperatura ambiente hasta 900 °C en flujo de aire. La masa inicial de las muestras estuvo en
el rango de 11 a 14 mg. A partir de los perfiles de pérdida de masa se calcul6 la derivada del
TGA en funcién de la temperatura con el programa SigmaPlot (Versién 14.0/2018. Systat

Software Inc.).
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2.3.7. Area BET

La adsorcién de gas es una herramienta bien establecida para la caracterizacion de la
textura de s6lidos porosos y polvos finos (Thommes y col., 2015). Las areas especificas de la
diatomita y los biocatalizadores inmovilizados fueron determinadas a partir de las isotermas
de adsorcién/desorciéon de nitrégeno utilizando un equipo Micrometrics ASAP-2020
(Laboratorios de CINDECA, Argentina). Las isotermas se interpretaron mediante el modelo
de Brunauer-Emmett- Teller (BET). Antes de su andlisis, cada muestra se desgasificd

durante la noche a 120 °C en condiciones de vacio.

2.4. CALCULOS

2.4.1. Velocidad inicial de decoloracion de orange II (OII)

Durante los ensayos de oxidacién enzimética de OII con peréxido de hidrégeno, la
velocidad inicial de decoloracién de OIl (VD,) fue determinada a partir de curvas de
absorbancia a 485 nm en funcién del tiempo. Los calculos de VD, se realizaron segin el tipo
de datos disponible. Cuando los datos de absorbancia en funcién del tiempo formaban una
recta (Fig. 2.6), VD, fue calculada como la pendiente de la recta obtenida mediante regresion

lineal.
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Figura 2.6. Ejemplo de decoloracion inicial de OIL.

Por otro lado, cuando se disponia de la curva completa de decoloracién (Fig. 2.7),
VD, fue calculada mediante una aproximacion de pseudo primer orden. Segin la figura 2.7,
el cambio de absorbancia (A) en funcion del tiempo puede aproximarse mediante la siguiente

ecuacion:

A=Ay, +ae bt (2.2)

donde A es la absorbancia a un cierto tiempo, Ayes la absorbancia a tiempo infinito, a es la
variacion de absorbancia y b es la constante de pseudo primer orden. Derivando la ec. (2.2)

para t = 0 se obtiene que la velocidad inicial de decoloracion (VDy):

VDy=a xb (2.3)
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Figura 2 7. Ejemplo de curva completa de decoloracién de OIL.

Para obtener los coeficientes a y b, se realiz6 un ajuste no lineal de la ec. (2.2) a
los datos experimentales empleando el programa SigmaPlot (Versién 14.0/2018). Debido a
que el programa proporciona tanto los valores de a y b como sus respectivos errores
asociados (gg,0p), se estim6 el error de VD, (oyp,) empleando el método de propagacion
lineal de errores (Lobo y col., 2014). De acuerdo a este método, para una cierta funcién Y la
cual depende de n pardmetros (X), el error de Y (oy) es el resultado de la contribucién del

error asociado a cada pardmetro (o;):

ay \?2
ov? =30y (oxi 5 (24)
Aplicando la ec. (2.4) ala (2.3), el error en VD, resulta

oyp,”> = (04b)* + (0} @)? (2.5)
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2.4.2. Porcentaje de conversion (R,)
El porcentaje de conversiéon de un cierto compuesto (sustratos orgdnicos) durante

una cierta reaccion fue calculado mediante la ec. (2.6).

Ry(%) = === x 100 (2.6)

N

donde Csq yCs son la concentracion inicial y a un cierto tiempo, respectivamente. Teniendo
en cuenta que tanto Csoy Cgestan medidos con un cierto error (a¢,, 0c,), aplicando la ec.

(2.4) a (2.6) se obtuvo el error asociado a Rg:

2 2
2 100 100C;,
ok, = (oc, ) (0o 2.7)

2.4.3. Actividad peroxidasa relativa (AP,)
La actividad peroxidasa relativa se determind a partir de la ec. (2.8):
APr(%) =22 %100 (2.8)
AP,

donde AP, y AP son la actividad peroxidasa inicial y a un cierto tiempo, respectivamente.

Aplicando la ec. (2.4) a (2.8) se obtuvo el error asociado a AP;:

2 2
2 100 1004P
Oppr = (UAP ap, + \ 9ap, AP (2.9)
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Capitulo 3: Decoloracion de orange Il con peroxido de hidrogeno en presencia de
una peroxidasa de rabano picante

3.1. INTRODUCCION

El principal objetivo del tratamiento de aguas residuales con compuestos croméforos
es la eliminacién del color, teniendo un papel secundario la eliminacién de la carga orgénica.
Actualmente, los colorantes azo son compuestos muy utilizados en muchas industrias, como
la textil, farmacéutica, alimenticia, curtiduria y otros (Lin y col., 2014). Los colorantes azo
representan el 70% de la produccién mundial de colorantes (Rache y col., 2014). Entre los
colorantes azo, el orange II (OII) es uno de los mas empleados en la industria. Esto se debe a
que el OII es un colorante muy soluble en agua, resistente a la degradacién natural, a la
oxidacién por O, y a la hidrdlisis catalizada por dcidos o bases comunes (Heydari y col.,
2016). Se estima que aproximadamente un 10% de los colorantes producidos en el mundo se
pierden en las aguas residuales durante la fabricacién y los procesos de aplicacién (Rauf y
Ashraf, 2012). Estos compuestos son potencialmente téxicos, cancerigenos y mutagénicos,
en consecuencia, es fundamental su eliminacién de las aguas residuales antes de ser
descargados a un medio natural (Sudha y col., 2014).

Recientemente, la oxidacién enzimatica de los colorantes azo representa una
alternativa ecoamigable de bajo costo en comparacién con los métodos fisicoquimicos
(Saratale y col., 2011; Rauf y Ashraf, 2012). Por otra parte, el uso de enzimas resulta mas
ventajoso que los tratamientos microbianos tradicionales, ya que las enzimas actian con
mayor especificidad, y son mds simples de manipular y almacenar (Nicell y Wright, 1997).
En particular, se ha propuesto el uso de diferentes peroxidasas (peroxidasa de soja,
peroxidasa de manganeso, peroxidasa de lignina, peroxidasa de rdbano picante) o sus
sistemas biomiméticos (p.ej., hematina) para la eliminacién de colorantes azoicos (Cheng y
col., 2007; Franciscon y col., 2010; Ali y col., 2013; Chiong y col., 2016; Sahare y col.,

2016; Cabrera y col., 2017).
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El uso de enzimas inmovilizadas es una de las estrategias mds utilizadas para
desarrollar bioprocesos econdmicamente viables, ya que permite la reutilizaciéon del
biocatalizador (Zdarta y col., 2018). Sin embargo, para escalar los procesos y desarrollar
sistemas mds controlados, es importante primero conocer las caracteristicas estequiométricas
y cinéticas de las reacciones enzimadticas en condiciones ideales, ya que las enzimas suelen
ser sensibles a condiciones externas o la presencia de inhibidores, que pueden ser, incluso,
sus mismos sustratos (Lopez, 2005). Tipicamente, los sistemas cataliticos en fase homogénea
son mds eficientes que los heterogéneos porque la enzima tiene mayor movilidad y permite
mayor interaccién con los sustratos (Xu y col., 2013).

En la literatura se pueden encontrar varios modelos matematicos relacionados con el
efecto del peréxido de hidrégeno, el tipo de sustrato reductor, el pH, entre otros, sobre la
actividad de las peroxidasas (Olsen y col., 2003; Gémez y col., 2008; Ali y col., 2013;
Kalsoom y col., 2013). Sin embargo, la mayoria de estos modelos son modificaciones o
extensiones del mecanismo de Dunford (Dunford y Stillman, 1976).

En el presente Capitulo se estudio la cinética de la oxidacién de un contaminante azo
modelo (orange II) con peréxido de hidrégeno (P) en presencia de una enzima peroxidasa de
rdbano picante (HRP) en fase homogénea. Parte del presente Capitulo fue publicado en la
revista Environmental Science and Pollution Research, vol. 25. pag, 19989-20002. Afo:

2018.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Reactivos
El orange II (OII) fue adquirido a Sigma Aldrich como sal sédica. En la Tabla 3.1 se

muestra la estructura quimica y las principales caracteristicas del orange II. La peroxidasa de
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rédbano picante (HRP) (Tipo I, RZ = 1) fue provista por Sigma Aldrich. La enzima comercial
consistia en un polvo liofilizado el cual se usé sin purificacién adicional. Segun el fabricante,
la actividad especifica del liofilizado era de 146 unidades/mg del polvo sélido (una unidad
corresponde a la cantidad de enzima que forma 1 mg de purpurogalina de pirogalol en 20
segundos a pH 6 y 20 °C). El peréxido de hidrégeno (30% p/p) era Sigma Aldrich. Todas las
demas sales utilizadas en este trabajo fueron adquiridas a Anedra (San Fernando, Argentina).

Para mds detalles, revisar lista de sustancias y reactivos del Capitulo 2.

Tabla 3.1. Estructura y principales propiedades del orange II (OII).

Nombre: Orange 11

Estructura quimica: O
N SO 3Na
OH

Foérmula molecular: C,;H;;N,NaO,S

Peso molecular: 350.32 g/mol
pK.: pKi=1.0;pK, =114
Solubilidad: 116 g/L. a 30 °C

Fuente: (Gil y col., 2011; Inchaurrondo y col., 2016)

3.2.2. Procedimiento experimental
Todos los experimentos de decoloracion de OII se llevaron a cabo en buffer fosfato

(BF) 100 mM a pH 5 - 10, y a temperatura ambiente (T = 20 + 2 °C). Los ensayos consistian
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en llenar cubetas de cuarzo (de 3 mL) con 2 mL de una solucién de HRP (37 - 150
mgHRP/L) y 100 pL de OII (0.5 - 2 mM). Finalmente, la reaccion era iniciada adicionando
100 pL de P (0.25 - 100 mM). De acuerdo con este procedimiento, las concentraciones
iniciales en la mezcla de reaccion eran: 34 - 136 mg/L de HRP, 0.02 - 0.1 mM de OIl y 0.01
- 4.7 mM de P. Cabe destacar que se verificd que las soluciones de enzima almacenadas a 4
°C eran estables durante no mds de una semana. Por tanto, se preparaba una nueva solucién
de HRP cada vez que se iba a realizar un ensayo.

Se realizaron ademds ensayos de reutilizacion de la enzima a temperatura ambiente y
pH 9 en buffer fosfato (100 mM). Los ensayos consistian en llenar una cubeta de cuarzo con
2mL de una solucién de HRP (150 mg/L) y 100 uL de OII (2 mM). La reaccién se inicié
con la adicién de 100 uL de P (2 mM). La reaccién de decoloracién se monitoreé mediante
el cambio de la absorbancia a 485 nm en funcién del tiempo. Cuando la absorbancia alcanzé
un valor constante debido al agotamiento de peréxido de hidrégeno o del orange II, segin el

caso, se realizaron adiciones repetitivas de 50 uL de OII (2 mM) o 50 uL de P (2 mM).

3.2.3. Mediciones y calculos

A tiempos dados, fueron registrados los espectros UV/Visible en un
espectrofotometro Shimadzu UV-1800. La cinética de decoloracién se siguié mediante la
absorbancia de la mezcla de reaccién a 485 nm. Todos los ensayos eran medidos contra BF
(100 mM) al pH correspondiente. La velocidad inicial de decoloracién (Vpy, a.u/min) se
obtuvo a partir de la pendiente de la curva de absorbancia (A, u.a) en funcién del tiempo (t,
min). Luego, se calculé la velocidad inicial especifica de decoloracién (qo,
u.a.L/min/mgHRP) como el cociente entre Vp, y la concentracion de enzima en la mezcla de
reaccion (HRPt, mgHRP/L). Todos los cdlculos fueron realizados en el programa SigmaPlot

(Version 14.0/2018. Systat Software Inc.).
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Cambios en el espectro UV/Vis de la mezcla de reacciéon en funcién del tiempo

La Figura 3.1 muestra los espectros UV/Vis correspondientes al orange II (OIl), la
enzima (HRP) y el peréxido de hidrégeno (P) en buffer fosfato (100 mM) a pH 7. Dentro del
rango visible, el OIl exhibe dos bandas de absorcién a 485 y 430 nm, las cuales
corresponden a las formas tautoméricas hidrazona y azo del colorante, respectivamente (Fig.
3.1a). Las bandas a 230 y 310 nm estdn relacionadas con los anillos benceno y naftaleno del
OII (Zhou y col., 2016). Ademads, los resultados obtenidos indicaron que el espectro del OII
era constante entre pH 5 y 10, sugiriendo que el pKa del OII debe ser mayor a 10. Estos
resultados son consistentes con los informados por Oakes y Gratton (1998); de acuerdo a
dichos autores, el pKa del OII es 11.4. Por otra parte, las absorbancias aportadas por la HRP
y el P resultaron significativas solamente a longitudes de onda () menores a 300 nm (Fig.
3.1b,c).

A partir de los datos mostrados en la Figura 3.1 y considerando la concentracion
minima de OII (0.02 mM) y las maximas de HRP (136 mg/L) y P (4.7 mM) estudiadas, se
calcul6 la absorbancia que aportaba cada especie a la absorbancia total. En el Inserto de la
Figura 3.1 se observa que a 485 nm el OII es responsable de més del 95% de la absorbancia
total, siendo las absorbancias correspondientes a HRP y P menores a 0.01 u.a. Este resultado
indic6 que ain en la condicién experimental mds desfavorable para la determinacién
espectrofotométrica de Oll, la absorbancia a 485 nm (A4ss) de la mezcla de reaccion puede
ser empleada como una medida de OII. Resultados similares fueron informados por otros
autores (Rache y col., 2014). Con base a estos resultados, se obtuvo un valor de 19.5 = 0.3
a.u/cm/mM para el coeficiente de extincién molar del orange II a 485 nm (gop) dentro del

intervalo de pH estudiado.
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Figura 3.1. Espectro UV/Vis correspondiente a orange II (OIl) (a), enzima (HRP) (b) y
peréxido de hidrégeno (P) (c) en buffer fosfato (100 mM) a pH 7. Las barras indican el
intervalo con un nivel de confianza del 95%. Inserto: Absorbancias (A) calculadas con las
siguientes concentraciones: OIl = 0.02 mM (verde), HRP = 136 mg/L (rojo), P =4.7 mM

(amarillo). La linea negra representa la A total de la mezcla de reaccién.
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Una vez establecida la utilidad de la Augs para seguir el curso de la reaccién de
decoloracion, se realizaron ensayos control de decoloracion de soluciones de OII en ausencia
de HRP y en presencia de P (0.2 mM). Los resultados demostraron que a temperatura
ambiente y pH 8, el colorante era estable al menos durante 72 hs. Ademads, se observé que en
ausencia de OII, la enzima recién preparada no era capaz de descomponer el P en forma
significativa dentro de las 24 h. Este ultimo resultado indica que la actividad cataldsica (es
decir, la capacidad de catalizar la descomposicién del peréxido de hidrégeno en agua y
oxigeno) de la peroxidasa estudiada no era significativa en ausencia de un sustrato oxidable
adecuado, tal como el OII, en las condiciones estudiadas.

La Figura 3.2a muestra el cambio del espectro UV/Vis de la mezcla de reaccién
durante un experimento tipico de decoloracién de OIl. Como regla general, se observd una
disminucién de las bandas de absorcién caracteristicas del OIl. Ademds, a medida que
transcurria la reacciéon aparecié una nueva banda alrededor de los 340 nm debido a la
formacion de productos de oxidacion (PO). En la Figura 3.2a se pueden observar al menos 3
puntos isosbésticos a 290, 320 y 375 nm. Los puntos isosbésticos aparecen cuando un
reactivo croméforo es convertido cuantitativamente en un cierto producto, el cual tiene un
espectro diferente al reactivo (Berlett y col., 2000). Si los espectros del reactivo y del
producto se cortan en n puntos, se puede demostrar matematicamente que el espectro de la
mezcla de reaccidén en cualquier instante también corta a los espectros del reactivo y del
producto en los mismos n puntos. Asi, en las condiciones ensayadas, la presencia de tales
puntos (Figura 3.2a) sugiere una estequiometria constante entre reactivos (OII) y productos

de oxidacién (PO) (Berlett y col., 2000).
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Figura 3.2. a) cambios del espectro UV/Vis durante un experimento tipico de decoloracion
de OII. Condiciones experimentales: OII = 0.045 mM, peréxido de hidrégeno = 0.090 mM,
HRP = 136 mgHRP/L, pH = 6. b) Cambio de la absorbancia a 485 nm en funcién del tiempo.
La linea continua indica la regresién lineal de los primeros. La pendiente corresponde a la

velocidad inicial de decoloracién (Vp) en las condiciones ensayadas.

La Figura 3.2b muestra que la absorbancia a 485 nm disminuyé en funcién del
tiempo hasta un cierto valor final (Ay). Para verificar si la reaccién se detuvo debido al
agotamiento del oxidante, se afiadié perdxido de hidrégeno a la mezcla de reaccién. Sin

embargo, los valores de absorbancia se mantuvieron constantes, lo que sugirié que el
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perdéxido de hidrégeno estaba en exceso respecto al Oll. Por tanto, esta absorbancia final se
debia a la presencia de PO, los cuales en las condiciones probadas no se pueden oxidar mas
con perdxido de hidrégeno. En este sentido, diferentes autores informaron acerca de la
formacién de intermediarios refractarios durante la oxidacién enzimdtica de OII. Por
ejemplo, Lopez y col. (2004) demostraron que los principales productos de oxidacién (PO)
de OII por peréxido de hidrégeno en presencia de una manganeso peroxidasa eran 4-
diazonio benceno sulfonato y 4-hidroxibenceno sulfonato. Asimismo, también reportaron
otros PO menores, tales como 4-aminobencenosulfonato y 1,2-naftoquinona. Recientemente,
Cabrera y col. (2017) informaron los siguientes PO durante la oxidacién de OII con peréxido
de hidrégeno en presencia de hematina (un sistema biomimético para HRP): 1-amino 2-
naftol, sulfanilato, 1-diazo 2-naftol, 1,2-naftoquinona, 4- hidroxibenceno sulfonato, 4-

diazobenceno sulfonato y anilina.

3.3.2. Efecto del pH y la concentracion inicial de peroxido de hidrégeno en el grado de
decoloracion de OII

En la Figura 3.3a se muestran algunos ejemplos de cinéticas de decoloracion de OII
en diferentes condiciones. En términos generales se observa que la absorbancia a 485 nm
(A4gs) disminuia rapidamente hasta estabilizarse en un cierto valor minimo (Ay). Para una
concentracion inicial constante de OII (Sy), el valor de A; disminuia con el incremento de la
concentracién inicial de peréxido (Py). Se demostré ademds que en algunos casos la
decoloracion seguia si se realizaba un nuevo agregado de P a la mezcla de reaccién. Esto
demostré que, en estos casos, la decoloracién se detenia porque se habia consumido el

peréxido agregado inicialmente.
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Figura 3.3. a) Ejemplos de reacciones de decoloracién de OII para diferentes
concentraciones iniciales de peréxido de hidrégeno (Py). En este ejemplo: pH = 6, Sy = 0.045
mM, HRPr = 136 mg/L, A = 485nm. Las lineas punteadas representan el cociente AyA,
correspondiente a cada caso. b) Variacién de cociente A¢/Ay en funcién de Py a diferentes
pHs. En todos los casos Sg = 0.045 mM. Las lineas continuas en representan los resultados
del modelo desarrollado empleando los coeficientes de la Tabla 3.2. Las barras indican la

desviacion estandar.
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Por otra parte, la Figura 3.3b muestra que a partir de una cierta relacidn Py/S, critica,
la A¢ se estabilizaba en un cierto valor minimo (A,,;,). Los experimentos demostraron que el
valor de A,;, era proporcional a la concentracién inicial de OII, sugiriendo que esta
absorbancia minima era debido a la presencia de productos de oxidacién (PO). Ademds, los
resultados obtenidos mostraron que tanto A, como la relacion Py/S, critica (Fig. 3.3b), asi
como los espectros finales (obtenidos a las 24 hs de reaccion), eran funcién del pH,
indicando que el conjunto de productos formados durante la reaccidon de decoloracién eran

funcién del pH.

3.3.3. Efecto del pH y de la concentracion inicial de oxidante, enzima y orange II sobre
la velocidad de decoloracion.

La Figura 3.4 muestra el efecto de las concentraciones iniciales de peréxido de
hidrégeno (Py) y de Orange II (So) sobre la velocidad inicial especifica de decoloracién (qg) a
diferentes pHs. Para todos los pHs estudiados se observé que los valores de q, eran poco
afectados por P, cuando se empleaban concentraciones de per6xido menores a 0.2 mM.
Ademads, dentro de este intervalo de concentraciones iniciales de peréxido se obtuvieron los
maximos valores de qo. Notese de la Figura 3.4 que valores de P, mayores a 0.2 mM
inhibieron a la enzima, siendo este efecto mds notorio a pH menor a 8. Es decir, los
resultados sugieren que el pH no solo influye en la velocidad especifica inicial de
decoloracion (qo) sino en el efecto inhibitorio del peréxido en la reaccién de decoloracion.

Por otra parte, la Figura 3.4 muestra que q, se incrementé en funcién de la
concentracién inicial de OII (Sp) dentro del rango estudiado (Sy = 0.022 — 0.090 mM). De
acuerdo a los resultados mostrados en la Figura 3.4, para P, comprendido entre 0.02 y 0.20
mM se obtuvieron los valores maximos de velocidad especifica inicial de decoloracion

(qomax)- A partir de estos datos, en la Figura 3.5 se graficaron los valores de qom.x €n funcion
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del pH para los diferentes valores ensayados de Sy. Nétese que qomax S€ incrementd en

funcién de Sy y ademds, ascendi6 considerablemente a partir de pH 7 hasta pH 10.
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Figura 3.4. Efecto de la concentracién inicial de peréxido de hidrégeno (Py) y colorante (Sg)

sobre la velocidad especifica inicial de decoloracién (qo) para diferentes valores de pH. Los

valores Sy fueron 0.023 mM (circulos negros), 0.045 mM (tridngulos rojos) y 0.090 mM

(cuadros verdes). Las barras representan la desviacion estandar. La linea continua representa

el modelo propuesto empleando los coeficientes de las Tablas 3.2 y 3.3.
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Figura 3.5. Efecto del pH en la velocidad inicial especifica mdxima de decoloracion (qomax)-
Los valores de Sy fueron 0.023 mM (circulos negros), 0,045 mM (tridngulos rojos) y 0,090
mM (cuadros verdes). Las barras representan la desviacion estdndar. La linea continua

representa el modelo propuesto empleando los coeficientes de las Tablas 3.2 y 3.3.

3.3.4. Modelado de la cinética de decoloracién.

Con base a los resultados obtenidos, se propuso un modelo para representar la
cinética de decoloracién de orange II (S) con peréxido de hidrégeno (P) en presencia de la
enzima peroxidasa (E). El modelo propuesto tuvo en cuenta la inhibicién de las peroxidasas
por altas concentraciones de P, la actividad catalasica (o sea, la descomposicion de P en agua
y oxigeno) dependiente de la presencia de sustrato reductor, la generacién de productos de
oxidacién (PO) y el efecto del pH sobre la velocidad de decoloracidon. Ademds, para
representar el efecto del pH se asumi6 que la enzima puede estar en dos estados: no
disociado (HE) o disociado (E) y que el equilibrio entre ambos estados estd gobernado por el

pH. De acuerdo con estas consideraciones, se propuso el siguiente esquema de reacciones:
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K
E,+P SE, + H,0 (3.R1)
Ks
E, +SSE,S (3R2)
ke
E;SSE, +5* »- X (3.R3)
fast
Ey+S—Ey+S5 »-X (3.R4)
K
E, +PSEP (3.R5)
k
E;S+PSEy+S+ H,0 + 0, (3.R6)
Kpp
HE, + P &3 HE, + H,0 (3.R1h)
Ksp
HE, + S S HE,S (3.R2h)
ke
HE, S-S HE, +S* 5> Y (3.R3h)
fast
HE, +S—HE,+S* > Y (3.R4h)
Kin
HE, + P <5 HE, P (3.R5h)
k
HE,S+P -3 HE, + S + H,0 + 0, (3.R6h)

Se asumié que las reacciones 3.R1, 3.R2, 3.R5, 3.R1h, 3.R2h y 3.R5h eran
reversibles, siendo Kp, Ks, Kj, Kpn, Kgy, Ky sus respectivas constantes de equilibrio. Con el
objeto de reducir la complejidad matematica, se asumié un equilibrio instantdneo de estas
reacciones. Ademads, se asumié que todas las especies enzimdticas (disociadas y no
disociadas) estdn relacionadas por equilibrios 4cido/base, los cuales también se consideran

alcanzados instantdneamente. Por simplicidad, se consideré el siguiente equilibrio:

Kq
HE, S E,+H* (3.R7)
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Puede demostrarse que los equilibrios dcido/base correspondientes a todas las demads
formas enzimdticas pueden deducirse a partir de combinaciones apropiadas de la ec. (3.R7)
con las reacciones reversibles 3.R1, 3.R2, 3.R5, 3.R1h, 3.R2h y 3.R5h. Por esta razén, sélo
se necesita un unico equilibrio dcido/base (por ejemplo, 3.R7) para definir completamente la
distribucién de todas las especies enzimdticas en funcion del pH.

Las reacciones 3.R1 a 3.R6 y 3.R1h a 3.R6h representan el mecanismo de reaccién
correspondiente a los estados disociado y no disociado de la enzima, respectivamente. El
mecanismo cldsico Dunford esta representado por las reacciones 3.R1 a 3.R4 y 3.R1h a
3.R4h. Aunque el producto primario de estas reacciones es un radical S*, los radicales
formados pueden reaccionar tanto entre si, como también con el oxigeno disuelto, resultando
en una mezcla compleja de productos de oxidacién (PO) (Lopez y col., 2004; Chahbane y
col., 2007; G6émez y col., 2008). Ademads, la distribucién de estos PO, o sea, la cantidad
relativa de X e Y en el presente modelo, puede ser una funcién del pH. Por esta razén, en el
presente modelo las especies X e Y representan el conjunto de productos de oxidacién
obtenidos durante la oxidacion de S en condiciones basicas (3.R3, 3.R4) o 4cidas (3.R3h,
3.R4h), respectivamente. Por otro lado, la inhibicién de la actividad enzimadtica por P estd
representada por 3.R5 y 3.R5h. Finalmente, las reacciones 3.R6 y 3.R6h tienen en cuenta la
descomposicidon enzimdtica de P. Debido a que la presencia de un sustrato reductor (S) es
necesario para producir el complejo enzima-sustrato (3.R2, 3.R2h), segin el modelo
propuesto la descomposicidon enzimatica de P s6lo se produce bajo la presencia de S (3.R6,
3.R6h).

Para simplificar el nimero de especies enzimadticas, se asumioé que 3.R4 y 3.R4h son
mucho mds rdpidas que 3.R3 y 3.R3h, respectivamente. De acuerdo a esto, las
concentraciones de E, y HE, son insignificantes. Combinando 3.R3 con 3.R4 y 3.R3h con

3.R4h se obtiene:
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VRs
E;S+S—Ey+2X (3.R8)
VRsh
HE.S+S—HEy +2Y (3.R8h)

Como 3.R3 y 3.R3h son las etapas limitantes de la velocidad de 3.R8 (Vgg) y 3.R8h (Vggn):

Vrg = Vs = k¢[E;S] (3.1

Vrgh = Vran = kcp[HE1S] (3.2)

De acuerdo con las consideraciones anteriores, las velocidades de reaccion correspondientes

al sustrato reductor (S), peréxido de hidrégeno (P) y los productos de oxidacién (X, Y) son:

- % = 2k [E,S] + 2k.p[HE,S] (3.3)
— 4 = (ke + 2kg[PDIES] + (ken + 2kan[PDIHE, S] (3.4)
W = 2k [E,S) (3.5)
W = 2key[HE,S) (3.6)

Los términos 2kg4[P] y 2kgn[P] en la ec. (3.4) surgen del hecho de que una
molécula de P se consume durante la produccién de E;S o HE;S (3.R2, 3.R2h) mientras que
otra se consume durante su descomposicién en agua y oxigeno molecular (3.R6, 3.R6h). Si
la actividad catalésica de E es despreciable (kq = 0, kg, = 0), el modelo propuesto se reduce al
mecanismo clasico de Dunford, en el cual una molécula de per6xido oxida a dos moléculas

de sustrato reductor.
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Por otra parte, el balance de masa para la enzima es:

Er = [Eo] + [E1] + [E1P] + [E1S] + [HE,] + [HE,] + [HE{P] + [HE; S] (3.7)

donde Er es la concentracion total de enzima. Combinando la ec. (3.7) con las definiciones

de las constantes de equilibrio y resolviendo para [E;S] se obtiene la ec. (3.8):

[E,S] = Er <( . KsKplSTIPY > (3.8)

1+K_a)+(KP +KPhKia) [P]+(KPK1 +KIhKPhKia) [P]? +(K5KP +KShKPhKia) [S1[P]

A partir de las definiciones de las constantes de equilibrio Kg, Kp, Kg, Kpn v K, se

puede obtener la siguiente expresion:

[HE1S] _ KsnKpn H
[E4S] KsKp Kq

3.9)

Finalmente, combinando las ecs. (3.3) a (3.6) con (3.8) y (3.9), se pueden obtener las ecs.

(3.10) a (3.13):

da[s] _ KsnKpn H
— 0 = 2 (ke + heen ) [E, 5] (3.10)
alp] KsnKpn H
gt = (ke + 2kalPD) + Chen + Zkan[PD) 22 | [E1S] (3.11)
o = 2ke[E:S) (3.12)
afy] KspKpn H
@ = Zken e LEaS] (3.13)
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3.3.5. Obtencion de los coeficientes del modelo propuesto

Aspectos estequiométricos

La cantidad de per6xido de hidrégeno necesaria para la oxidacién de un sustrato
dado (Ypss) es un parametro clave en el disefio de sistemas de eliminacién de color de aguas
residuales industriales. Como regla general, cuando se utiliza peréxido de hidrégeno como
agente oxidante en la decoloracion de aguas residuales, este se consume durante la reaccién
de decoloraciéon (3.R3, 3.R3h, 3.R4, 3.R4h), asi como en su descomposicién en agua y
oxigeno (3.R6, 3.R6h). Entonces, su consumo dependerd de las velocidades relativas de estas
dos reacciones, que a su vez también dependen de factores como el pH y las concentraciones
iniciales de peréxido de hidrégeno y el sustrato reductor. Asi pues, en esta seccién se estudia
la estequiometria de la decoloracidon de OII con perdxido de hidrégeno en presencia de HRP
(Yess).

Los resultados obtenidos demuestran que la absorbancia a 485 nm de la mezcla de
reaccién dependia de la concentracién del colorante y de los productos de oxidacién
obtenidos. Por lo tanto, en términos del modelo propuesto, la absorbancia (A) de la mezcla
de reaccion es funcidn de la concentracion de colorante (S) y de los productos de oxidacion

XeY:

A = &[S] + ex[X] + &[] (3.14)

donde &5, €x y €y son los coeficientes de extincién molar de S, X and Y, respectivamente.
Debe notarse que como X e Y representan una mezcla de productos obtenidos en
condiciones basicas o acidas, ex y €y son en realidad coeficientes de extincién aparentes. A
partir de las ecs. (3.10), (3.12) y (3.13), las concentraciones de S, X e Y se pueden relacionar

de la siguiente forma:
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donde K4y, = K,

d[x] k¢ Kap
_2 = 3.15)
d[s KusKup H — g, +H G.
[s] ketken KsKp Ka ap
k.. KHsKup H
_ dly] _ P KsKp Kq _ H (3.16)
d[s] KusKup H g, +H :

kctkcn KsKp Ka

KsKp ke

a es una constante de disociacidn aparente.
KysKpp k
HSH™"HP Kch

Teniendo en cuenta que los ensayos de decoloracion se realizaron a pH constante, y

asumiendo que la mezcla de reaccién al inicio del experimento estaba desprovista de

productos de oxidacién ([X]g = [YV]o = 0), a partir de la integracién de las ecs. (3.15) y

(3.16) se obtuvieron las siguientes expresiones:

[X] = 225 (1S]o ~ [SD (3.17)
[Y] = (Slo = [SD) (3.18)

donde [S]yes la concentracion inicial del sustrato reductor.

con

Combinando, las ecuaciones (3.14), (3.17) y (3.18), el cociente A/Ajresulta

A _ IsT ([Slo—[SD
Ay [Slo t7r [sTo (3.19)

_ Kap H
Tr = Tron <—Kap+H) + 7 (—Kap+H) (3.20)
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& & . . z . s
donde 17y :£—X Y TfH =8—Yson los valores de r; en condiciones bdsicas y dcidas,
S N

respectivamente.

Como [S] se consume durante la reaccidn, la relacion A/A, también cambia con el
tiempo (Fig. 3.3a). Sin embargo, para tiempos suficientemente largos esta relacién tiende a
un valor constante A¢A,, lo que indica que se detuvo la reacciéon. La Figura 3.3b muestra
que la relacién A¢A, disminuye a medida que aumenta la concentracién inicial de P. Sin
embargo, a partir de una cierta concentracion critica de P ([P]¢), aumentos adicionales de P
no producen mayores reducciones de la relaciéon A¢A,. Esto indica que cuando [P], es mayor
a P, el peroxido de hidrégeno esta en exceso con respecto a S. En otras palabras, se agregd
una concentracién de P lo suficientemente elevada como para oxidar completamente S.

De acuerdo con la ec. (3.19), la relacion A/A, mds baja que se puede lograr
corresponde a la eliminacién completa de S ([S]f = 0). Por el contrario, cuando S esta en
exceso con respecto a P ([P]y<[P]c), el peréxido de hidrégeno se consume por completo
([P] 7 = 0) mientras que permanece en solucion una cierta concentracion final del sustrato
reductor ([S] 7)- Haciendo el cociente entre las ecs. (3.10) y (3.11), y reordenando, se puede

obtener la siguiente expresion:

ap] _ 1
A =2+ alp) (321)
con
KoK H
_ (ko Rt d) _ L (ap H
a= RenKpr i\ — COH + ay (3.22)
(kc +hen If’st Ka) Kap+H Kap+H
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k k 1 . .. L.
donde apy = k—d yay = kihson los valores de oo (mM™) obtenidos en condiciones basicas y
c ch

4cidas, respectivamente. De acuerdo con la ec. (3.22), si la reaccién de decoloracién se
realiza a pH constante, o. también es una constante. Por lo tanto, trabajando a pH constante

se puede integrar la ec. (3.21) para obtener la siguiente expresion:

1 1+2alP]
[S1o = [S]y = 31n (F et (3.23)

Para un cierto valor de [S],, a partir de la ec. (3.23) se puede calcular la

concentracion inicial minima de P ([P]¢) tal que [S]; = 0y [P]; = 0:
[Ple =5 (el — 1) (3.24)

La ec. (3.24) es muy importante ya que define las condiciones de exceso o defecto de
[P]o en relacion a [S]o. Cuando [P]o< [Plc, [P]f = 0 y puede aplicarse la ec. (3.23) para

calcular [S];. Luego, combinando las ecs. (3.19) y (3.23)

Y_1-(1- rf)%s]oln(l + 2a[P],) (3.25)

Ao

.. ., Af oo .
De acuerdo con la ec. (3.25), en condiciones de exceso de S la relacion A—f disminuye
0

a medida que [P], aumenta. Sin embargo, cuando [P]y > [P]c, el sustrato se agota

completamente [S]y = 0 y por lo tanto, no se conseguird una disminucién adicional de la

., A
relacién =L:
Ao
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_ (1= (1= 7) 5 InC@ + 2a[P1o) [Pl < [Pl
1r[Plo = [Plc

:>|h>
ST Y

(3.26)

donde r; (ec. 3.20) y a (ec. 3.22) son funcidén del pH.

Con el objeto de obtener los coeficientes Tror> TrH-%on> An Y Kap, las ecs.(3.20),
(3.22) y (3.26) se ajustaron simultdneamente a los datos experimentales que se muestran en
la Figura 3.3b. De acuerdo a los resultados de ajuste mostrados en la Tabla 3.2 y teniendo en
cuenta la ec. (3.22), el valor de o esta comprendido entre ooy = 7.8 mM! (pH >pKyp) y o =
40.9 mM™" (pH <pKjp). Debe tenerse en cuenta que el coeficiente a es una medida de la
relacion entre el consumo de P debido a las reacciones de descomposicién y su consumo en
reacciones de decoloracién. Por lo tanto, a partir de los datos de la Tabla 3.2 se concluye que
la contribucién de las reacciones de descomposicién al consumo total de P disminuye a
medida que aumenta el pH. En otras palabras, trabajando a pH > pK,, se logra una mejor
eficiencia de utilizacién de P para la reaccién de decoloracion.

Desde un punto de vista préctico, el coeficiente ryrepresenta la méxima decoloracion
posible, es decir, el valor mas bajo de la relacién A¢/A, que se puede alcanzar bajo el exceso
de peréxido. De acuerdo con la Figura 3.3b, para valores de pH superiores a 7 y usando una
relacion inicial Py/S¢> 0.6 mol/mol, se obtuvo una decoloracion maxima de
aproximadamente el 95%. En este sentido, Lopez (2005) estudi6 la decoloracién de OII por
una peroxidasa de manganeso, reportando una decoloracién entre 80 y 90% cuando la
relacion Py/S, era de aproximadamente 1 mol/mol. Ademads, dicho autor informa que al
aumentar la relacién Py/Sy no obtuvieron niveles de decoloracion mads altos. Chiong y col.
(2016) estudiaron la decoloraciéon de soluciones de naranja de metilo por peroxidasas
extraidas de biodesechos de cascaras de piel de soja y luffa (Luffaacutangula). Esos autores

informaron un nivel maximo de decoloracion del 81% con la peroxidasa de soja utilizando
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una relacién Py/Sy; = 22 mol/mol, la cual es aproximadamente 35 veces mayor que la

utilizada en el presente trabajo.

Tabla 3.2. Resultados del ajuste de las ecs.(3.20), (3.22) y (3.26) a los datos de la Figura

3.3b.
Coeficiente Unidades Valor
TroH Adimensional 0.041 £ 0.008
TrH Adimensional 0.115+£0.012
Qon mM'' 78+1.5
ay mM’! 409+ 1.8
Kap M (6.3+1.8)x10°

El coeficiente estequiométrico observable para la reaccidon de oxidacién de OII (S)
por peréxido de hidrégeno (P) catalizada por E (Ypss), es la cantidad de P consumida por

unidad de S oxidado. De acuerdo a esta definicion:

_ [Plo-[P)
P/S ™ Is]o-Is]y

(3.27)

donde los subindices 0 y f indican concentraciones iniciales y finales, respectivamente.

En los casos en que [P]o < [P]¢, [P]f = 0. Por lo tanto, a partir de la relacién
experimental A¢/A,y reordenando la ec. (3.27) se puede calcular el término [S] — [S]f. Por
el contrario, cuando [P]y = [P]¢, por definicion [S]r = 0. En este caso, [P]s puede

calcularse mediante la ec. (3.23). Finalmente, Yp /s se calcul6 usando la ec. (3.27) (Fig.3.6,
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puntos experimentales). Por otra parte, como se conoce o (Tabla 3.2), el coeficiente

estequiométrico observable para la reaccién de decoloracion S por E (Yps) se puede calcular

de la siguiente manera:

a[P]o
1n(1+2a[P]0)[ ]0 < [P]C

YP/S = 1 -alP] (3.28)
[P] ——a[(1+2a[P] e 0-1]
e [Plo = [Pl

donde [P]. viene dado por la ec. (3.24). En la Figura 3.6 se grafican los resultados

del calculo.

Yp,s (mol/mol)

I | ! T 1 v
000  0.02 0.04 006 008  0.10 0.12
[P], (mM)
. R N B
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
[P1,/[S], (mol/mol)

Figura 3.6. Coeficiente estequiométrico observable (Yps) en funcién de la concentracion
inicial de peréxido de hidrégeno ([P],). En todos los casos, [S]y = 0.045 mM. Las barras
representan la desviacién estandar. Las lineas representan los resultados de las ecs.(3.22) y
(3.28) usando los coeficientes de la Tabla 3.2. La linea punteada indica el valor Yp s de

acuerdo con el mecanismo de Dunford.
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Segtin el mecanismo cldsico de Dunford (Fig. 3.6, linea de puntos), se oxidan dos
moles del sustrato reductor por mol de peréxido de hidrégeno consumido, lo que
corresponde a Ypis= 0.5 mol/mol. La Figura 3.6 muestra que para valores de pH entre 9 y 10,
Yps vari6 entre 0.5 y 1.2 mol/mol. Por el contrario, para pH entre 5 y 8 hubo un efecto
notable de la concentracion inicial de peréxido de hidrogeno en Yps. Dentro de este rango de
pH los valores de Yps aumentaron hasta aproximadamente 2.4 mol/mol. Varios autores
informaron una relacién Ypgs cercana a 1 mol/mol para la eliminaciéon de fenol por
peroxidasas (I. D. Buchanan y Nicell, 1997; Wu y col., 1999; 1. Buchanan y Han, 2000).

Chahbane y col. (2007) informan valores Yp/s entre 1 y 2 mol/mol.

Aspectos cinéticos

Como se mencion6 anteriormente, las Figuras 3.4 y 3.5 muestran la dependencia de
[S]o y del pH sobre la velocidad inicial especifica de decoloracién (qp). Ademds, la Figura
3.4 muestra el efecto inhibitorio de P, sobre E, el cual es mds notorio a pH inferiores a 8 y
concentraciones de peréxido mayores a 0.2 mM. Los resultados mostrados en la Figura 3.5
son similares a los reportados por Chahbane y col. (2007). Estos autores encontraron un
fuerte incremento en la velocidad de decoloracién cuando los valores de pH aumentaron de 5
a 9, siendo la médxima velocidad de decoloracién a valores de pH entre 9 y 10. Considerando
que los valores de pKa del OIl y del peréxido de hidrégeno son 11.4 y 11.7, respectivamente
(Oakes y Gratton, 1998), dentro del rango de pH estudiado ambos sustratos se encontraban
presentes principalmente como sus respectivas especies no disociadas. Por esta razdn, la
dependencia observada de qom.x en funcién del pH se atribuy6 a la presencia de, al menos,
dos especies enzimadticas cuya distribucién dependia del pH, en concordancia con las

hipétesis del modelo propuesto.
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A partir de la ec. (3.19), la velocidad de consumo de sustrato reductor (Vg) y la tasa

de decoloracion (Vp) se relacionan de la siguiente manera:

Vp = (1 —15)esVs (3.29)

donde Vg estd dado por la ec. (3.10). Combinando las ecs.(3.10) y (3.29) se puede obtener la

expresion para la velocidad especifica inicial de decoloracién (qo) en funcién del pH y de las

concentraciones iniciales de S y P:

KsnKpp H KsKp[Slo[P]
G0 = 2(1 = )es (ke + gy Koo 1L s#rISlolPo )

h " Kskp Ka) <(1+Kia)+(KP+KPhKia)[P]0+(KPKI+KIhKPhKia)[P]%+(KSKP+KShKPhKia)[S]0[P]0
3.30)

donde r; es funcién del pH (ec. 3.20).

Con el objeto de obtener los coeficientes del modelo propuesto, en un primer intento
se ajustd la ec. (3.30) a los valores experimentales de qo en funcién de Sy (0.02 - 0.09 mM),
Py (0.02 - 4.7 mM) y pH (5 - 10) mostrados en la Figura 3.5. Aunque se obtuvo un ajuste
bastante bueno, el coeficiente de variacion correspondiente a Kp, fue de 166%, lo que
sugeria una sobreparametrizaciéon del modelo con relacién a los datos disponibles. En el
desarrollo del modelo, se asumié que las constantes de equilibrio de las dos especies
enzimdticas con el peroxido tenian diferente valor, lo cual puede que no sea correcto. Por
esta razon, se ajustd la ec. (3.30) a los datos experimentales pero asumiendo que Kp, = Kp.
Esta aproximacion no produjo un incremento en el error cuadritico medio (RMSE) con
respecto al primer caso, lo que confirma la sobreparametrizacién de la ec. (3.30) para
representar los datos experimentales, dentro de las condiciones ensayadas. Ademads, en el

segundo caso varios pardmetros tuvieron un coeficiente de variacién mds bajo con respecto
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al primer intento de ajuste. Los resultados de este ajuste se muestran en la Tabla 3.3. En un
tercer intento de simplificar ain mas la ec. (3.30), se asumi6 que Kp, = Kp y Kg, = K. Sin
embargo, en este caso el RMSE aument6 un 20% con respecto al segundo intento de ajuste,
por lo que se descart6 esta aproximacion.

En la Figura 3.7a se muestran los valores de q calculados mediante la ec. (3.30) (qo.
fi) en funcion de los datos experimentales (qo-xp). El 76% del total de los valores calculados
de qp tuvieron un error menor al 20%. Ademads, los valores de q, con mayor error relativo se
encontraban principalmente para los datos correspondientes a pH menor a 8 (Fig. 3.7b). Esto
se debia a que para un pH menor a 8, los valores experimentales de q, caian abruptamente
(Fig. 3.5) y por lo tanto, el error en relacion a estos valores era mayor. Por el contrario, para
un pH comprendido entre 8 y 10 la Figura 3.7b indica que los valores de qo calculados

mediante la ec. (3.30) tienen un error menor al 7%.

Tabla 3.3. Resultados del ajuste de la ec. (3.30) a los datos de la Figura 3.5. Los valores de r¢

en funcién del pH se obtuvieron de la ec. (3.20) empleando los coeficientes de la Tabla 3.2.

Error
Coeficiente Valor CV (%) RMSE r’
estandar
ke (mmolP mgE' min")  33x10° 04x10° 12.1
Ks (mM™) 3.2 0.5 15.6
Kp (mM™) 304 89 29.3
K; (mM™) 0.051 0.012 23.5
pK, 7.89 0.07 0.9 3.50x 10%  0.992
ken (mmolP mgE” min™")  2.7x10°  0.3x10° 11.1
Kg, (mM™) 31.6 7.3 23.1
Kpy, (mM™) 304 - -
Ky, (mM™) 1.8 0.3 16.7
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Figura 3.7. a) Valores de qq calculados mediante la ec. (3.30) (qo.i) en funcién de los datos
experimentales (qo.exp). La linea continua representa la correlacion perfecta. Las lineas
punteadas indican + 20% del valor experimental. b) Error relativo medio de q, en funcién del

pH.

3.3.6. Validacion del modelo propuesto

Las Figuras 3.4 y 3.5 muestran que el modelo propuesto representa adecuadamente
la velocidad especifica de decoloracién (qp) en funcién del pH, Sy y Py para todas las
condiciones ensayadas. Sin embargo, cabe resaltar que estos experimentos se realizaron con
enzima recién preparada, la cual nunca habia sido empleada previamente en experimentos de
decoloracién. Durante el desarrollo del modelo se supuso que la enzima conservaba su
actividad durante la reaccién de decoloracion. Para verificar esta hipétesis, se realizé un
ensayo de reutilizacién de la enzima en la reaccién de decoloracién. Asimismo, se realizaron
simulaciones empleando los coeficientes de las Tablas 3.2 y 3.3 para representar los cambios

en la absorbancia en funcién del tiempo durante el ensayo de reutilizacién de la enzima.
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Con el objeto de verificar si la enzima permanecia activa luego de la decoloracién
del OII, se realizé un ensayo tipico de decoloracidon de OIl a pH 9. Una vez terminada la
decoloracion, se adicionaron progresivamente pulsos de OIl y P de acuerdo a lo detallado en
la Figura 3.8. Los resultados mostraron que la enzima permanecia activa después de al
menos seis ciclos de reutilizacién, demostrando que en las condiciones ensayadas la
desactivacién de la enzima no fue significativa. A su vez, en la Figura 3.8 se observa un
lento aumento de la absorbancia minima luego de cada agregado de OIIl debido a la
acumulacién de productos de oxidacién (PO), en concordancia con el modelo propuesto.
Debe tenerse en cuenta que este conjunto de datos no se utilizé durante el procedimiento de
ajuste del modelo. Por lo tanto, la concordancia entre las simulaciones y los datos
experimentales proporciona una poderosa validacién del modelo propuesto. Finalmente,
debe observarse que el modo de operacién por adiciones repetidas de OIl y P a una misma
mezcla de reaccion es similar al funcionamiento de un reactor tipo fed batch. Por tanto, los
resultados mostrados en la Figura 3.8 sugieren que una alimentacién de tipo fed batch podria
ser eficaz en la decoloraciéon enzimdtica de aguas residuales que contienen colorantes

azoicos.
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t(min)

Figura 3.8. Absorbancia a 485 nm (simbolos negros) en funcién del tiempo durante adiciones
repetidas de 50 ul de Orange II (2 mM) (I, III, V, VII, X) y 100 pl de peréxido de hidrégeno
(2 mM) (1, IV, VI, VIII). Condiciones iniciales: [Er] = 143 mg/L, [OII], = [P]y = 0.048 mM,
pH =9, volumen inicial de la mezcla de reaccién = 2.1 mL. Las lineas punteadas indican los
agregados de OII o P. La linea continua representa el modelo propuesto empleando los

coeficientes de las Tablas 3.2 y 3.3.

3.4. CONCLUSIONES

En este Capitulo se desarrollé una versién modificada del mecanismo clasico de
Dunford para peroxidasas. El modelo propuesto representé adecuadamente la inhibicién de
la actividad enzimadtica por altas concentraciones de peréxido de hidrégeno (P), la actividad
cataldsica de la enzima, la generacién de productos de oxidacién (PO) y la dependencia de la
cinética de decoloracién de OII con la concentracién inicial de Py S, y el pH.

Los resultados obtenidos demostraron que a pH 9-10 y baja concentracion inicial de

P, el consumo de P fue principalmente para oxidar la OII. Entre tanto, pH mds bajos y altas
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concentraciones iniciales de P, favorecen la actividad catalésica de la enzima. Ademas, en
condiciones 4cidas se observé una fuerte disminucién de la velocidad inicial especifica de
decoloracién (qp). Por lo tanto, para maximizar la eficiencia de decoloracién es conveniente
trabajar a pH mayores a 8 y tratando de mantener una baja concentracién de perdéxido de

hidrégeno durante la reaccion.
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Capitulo 4:
Monitoreo de la oxidacion de compuestos xenobidticos con peroxido de hidrogeno
en presencia de una peroxidasa de rabano picante mediante mediciones de ORP

4.1. INTRODUCCION

La catalisis enzimdtica es una alternativa eficiente para la eliminacién de
contaminantes xenobidticos debido a que el uso de enzimas es una forma sencilla de obtener
altas tasas de remocion de un compuesto especifico en condiciones predecibles sin utilizar
grandes cantidades de quimicos (Saratale y col., 2011; Rauf y Ashraf, 2012; Ali y col.,
2013). En particular, uno de los costos asociados con la eliminacion de xenobidticos
empleando peroxidasas esté relacionado con el uso de peréxido de hidrégeno como oxidante.
En el Capitulo 3 se desarrollé un modelo cinético para representar la actividad catalitica de
una peroxidasa de rabano picante (HRP). Segiin el modelo desarrollado, como méaximo se
pueden oxidar dos moles del sustrato reductor (S) por mol de peréxido de hidrégeno. Se
verific6 que este valor es dificil de lograr debido a que la HRP también cataliza la
descomposicion del peréxido de hidrégeno en oxigeno y agua en presencia de un sustrato
reductor. Ademds, se demostré que la descomposicién del peréxido de hidrégeno aumentaba
con la concentracion inicial de peréxido.

Una forma sencilla de maximizar el consumo eficiente de peréxido de hidrégeno en
términos de moles del sustrato reductor oxidado por mol de peréxido de hidrégeno
consumido, es mediante la adicién gota a gota del oxidante, como en los reactores tipo fed-
batch. No obstante, cabe destacar que el funcionamiento 6ptimo de un fed-batch requiere un
ajuste cuidadoso de las concentraciones y caudales de alimentacion de peréxido. Para una
dada concentracion de sustrato reductor (S), las altas concentraciones de enzimas y los bajos
caudales de entrada de P deberian favorecer las bajas concentraciones de peréxido de
hidrégeno (P). Este enfoque reducird la descomposiciéon del peréxido de hidrégeno,
mejorando la eficiencia de consumo en términos de moles de sustrato oxidado por mol de
perdéxido de hidrégeno consumido (Ysp). Por lo tanto, un punto clave para evitar la adicién
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de un exceso de perdéxido de hidrégeno, es detectar el agotamiento del sustrato reductor. Si
los compuestos a oxidar se agotan, la adicién de peréxido de hidrégeno es indtil, lo que
aumenta el gasto de oxidante, el tiempo de operacién y el costo general del proceso.

Varios autores han propuesto el uso de mediciones del potencial de 6xido-reduccién
(ORP) de la mezcla de reaccién para controlar la oxidacién de xenobidticos mediante
procesos de oxidacidon avanzada (Contreras y col., 2011; Yu y col., 2014; Vitale y col.,
2016). Aunque las mediciones de ORP han sido empleadas para monitorear también varios
procesos bioldgicos de tratamiento de aguas residuales (Lackner y Horn, 2012; Kishimoto y
col., 2017; Vongvichiankul y col., 2017; Foladori y col., 2018; Weillbach y col., 2018), de
acuerdo con la bibliografia consultada, no se ha propuesto el uso del ORP como sistema de
monitoreo de procesos de oxidacién enzimatica de xenobidticos. Por este motivo, en este
Capitulo se desarrollé un método para el control de la oxidacién de diferentes contaminantes
modelo (OII, fenol y BPA) con perdéxido de hidrégeno en presencia de HRP mediante ORP.
Parte de los resultados del presente Capitulo fueron publicados en la revista Industrial &

Engineering Chemistry Research vol 57. pag, 16518-16525. Afio: 2018.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Reactivos

El Orange II (OII), fenol (F), bistenol A (BPA) y la peroxidasa de rdabano picante
(HRP) Tipo I fueron adquiridos de Sigma Aldrich. Todas los demds reactivos utilizados en
este trabajo fueron de grado reactivo de Anedra (San Fernando, Argentina). Para mas

detalles, revisar lista de sustancias y reactivos del Capitulo 2.
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4.2.2. Procedimientos

Los ensayos de oxidacién se realizaron en vasos de precipitados de 250 mL a
temperatura ambiente (20 £ 2 °C). Cantidades apropiadas de HRP y de los contaminantes
modelos (OIl, fenol, BPA) se diluyeron en buffer fosfato (100 mM, pH 9). A su vez, se
prepararon soluciones stock de peréxido de hidrégeno en el mismo buffer fosfato. Los
ensayos fed-batch (Fig. 4.1) se llevaron a cabo alimentando gota a gota soluciones de
peréxido de hidrégeno a concentraciones apropiadas a diferentes caudales con una bomba

peristaltica (Apema modelo PC25-1-M6-S). La concentracién de HRP en los experimentos

fue de 20 a 30 mg/L.
@
JJ
1. Adicion de peroxido de hidrogeno Muestreo:
2. Mezcla de sustrato reductor y HRP 5. Cambio de absorbancia
3. Monitoreo del pH 6. Cambio del carbono organico disuelto
4. Monitoreo del ORP 7. Cambio de fenoles totales

Figura 4.1. Montaje experimental de la oxidacién enzimdtica de xenobidticos mediante

sistema fed-batch.
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4.2.3. Mediciones y calculos

El ORP se midi6 de manera continua empleando un monitor multiparamétrico
Altronix (Mod. EZDO-PC) con un electrodo de ORP de combinacién recargable Altronix
ALPHA GO-51. El pH fue medido utilizando un electrodo de cuerpo de polimero (Broadley-
James Corp., EE. UU.) conectado a un monitor de pH Masstek (Argentina). A intervalos
apropiados se extrajeron muestras del reactor, se centrifugaron inmediatamente durante 5
minutos a 13000 rpm (Eppendorf 5415C) y el sobrenadante se filtr6 a través de membranas
celuldsicas de 0,45 mm (Osmonics Inc.). Luego, se realizaron diluciones apropiadas de los
filtrados utilizando buffer fosfato. Posteriormente, se registraron los espectros UV/Vis en un
espectrofotometro Shimadzu UV-1800. Asimismo, las diluciones fueron utilizadas para
determinar el carbono orgdnico disuelto (COD) empleando un analizador Shimadzu TOC-
VCPN (Laboratorio Catalizadores y Superficies, INTEMA), que mide el CO, generado
durante la oxidacién del carbono organico total (COT).

Durante los ensayos de oxidacién de fenol o BPA, la concentracién total de fenoles
(FT) se determind utilizando el método de 4-aminoantipirina (4-AAP) (Modaressi y col.,
2005). En este método, 4-AAP (20.8 mM de 4-AAP en 0.25 M NaHCOs;) y ferricianuro
(83.4 mM de K;Fe (CN)g en 0.25 M de NaHCOs;) son sustratos generadores de color cuando
se combinan con compuestos fendlicos. Estos complejos coloreados se midieron a 510 nm.
Las curvas de calibracién se realizaron periédicamente utilizando fenol o BPA como

compuestos de referencia (Cap. 2. Secc. 2.2.2)
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Espectros UV/Visible de los compuestos estudiados

La Figura 4.2 muestra el coeficiente de extincién molar (¢) a pH 8 para el OII (Fig.
4.2a), BPA y fenol (Fig. 4.2b), peréxido de hidrégeno (Fig. 4.2c) y HRP (Fig. 4.2d). Con
relacién al OII, como se coment6 en el Capitulo 3, las bandas de absorcién a 485 y 430 nm
corresponden las formas tautoméricas hidrazona y azo del colorante, respectivamente. Las
otras dos bandas a 230 y 310 nm estan relacionadas con los anillos de benceno y naftaleno
del colorante. Por su parte, el BPA y el fenol tuvieron espectros similares, presentando dos
bandas de absorcién a aproximadamente 275 y 215 nm. Considerando las concentraciones
iniciales empleadas mds altas de peréxido hidrégeno (P = 0.21 mM) y enzima (HRP = 30
mg/L) y de acuerdo a los coeficientes de extinciéon molar representados en la Figura 4.2, los
valores de absorbancia a longitudes de onda superiores a 240 nm correspondientes al
perdxido de hidrégeno y a HRP fueron menores a 0.01 u.a. Debido a que estas absorbancias
son insignificantes en comparacién con las correspondientes al OII, BPA o fenol (Fig. Al.1.
Apéndice Al), la oxidacién de estos compuestos con peréxido de hidrégeno en presencia de
HRP pueden ser medidos mediante los valores de absorbancia en funcién del tiempo. Asf,
bajo las condiciones experimentales, las absorbancias a 485 y 275 nm fueron consideradas

para monitorear la concentracion de OII y fenol o BPA, respectivamente.
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Figura 4.2. Coeficiente de extincién molar (¢) a pH 8 en buffer fosfato (100 mM) en funcién

de la longitud de onda () para: a) Orange II, b) bisfenol A (linea continua) y fenol (linea

discontinua), ¢) peréxido de hidrégeno, y d) HRP.

4.3.2. Cambios en el ORP durante la oxidacion enzimatica de orange II (OII)

Experimentos por pulso

Se realizaron ensayos preliminares en batch para observar los cambios de los perfiles

de ORP durante la oxidacién de OII (0.17 mM) con peréxido de hidrégeno (0.21 mM) a pH

9 en presencia de HRP (30 mg/L). Al comienzo del experimento, OIl y HRP estaban

presentes en la mezcla de reaccién (250 mL). La Figura 4.3a muestra que, bajo esta

condicidn, la absorbancia a 485 nm se mantuvo constante en 3.2. Luego, después de la

primera adicién de peréxido de hidrégeno (t = 0), los valores de absorbancia disminuyeron a

0.14 durante los primeros 6 minutos. En este momento, se detuvo la reaccién de

decoloracién, obteniéndose una decoloracién casi completa.
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La Figura 4.3b muestra el perfil de ORP correspondiente a la mezcla de reaccion.
Notese que antes de la adicidn de perdxido de hidrégeno, los valores de ORP se mantuvieron
practicamente constantes en 120 mV. Posteriormente, cuando se afiadié peréxido de
hidrégeno (t = 0) y se inici6 la reaccion de oxidacién, se observé un aumento muy notorio en
ORP. Los valores de ORP alcanzaron un valor maximo de 170 mV, el cual coincidi6 con la
terminacion de la reaccién de decoloracién. Mediante la derivada del ORP en funcién del
tiempo (Fig. 4.3c) se obtuvo el tiempo en el que el ORP alcanzé dicho valor maximo. Nétese
de la Figura 4.3 que cuando el OII estaba por agotarse (t = 15 min), se realizé una segunda
adiciéon de peréxido de hidrégeno. En este punto, los valores de ORP continuaron
disminuyendo. Luego, una adicién de OII a t = 30 min provocé el aumento de ORP desde
140 mV hasta un valor mdximo de aproximadamente 180 mV. Una vez mds, el tiempo
correspondiente a este ORP maximo estuvo cerca del final de la reaccién de decoloracién
(Fig. 4.3b).

Los resultados que se muestran en la Figura4.3 sugieren que, en lugar de indicar la
presencia de peréxido de hidrégeno u OlIl, el aumento de los valores de ORP se asocian a la
actividad enzimatica. Es decir, cuando la enzima estuvo en contacto solo con OII, los valores
de ORP se mantuvieron en aproximadamente a 120 mV. Luego, después de la adicién de
peréxido de hidrégeno (t = 0 min) comenzd la reaccién de decoloracién y aumenté el ORP.
Sin embargo, la segunda adicién de peréxido de hidrégeno (t = 15 min) no causé un nuevo
aumento en el ORP porque se agotd el OII. Finalmente, a t = 30 min, la adicién del sustrato
reductor (OII) inici6 una nueva reaccién de decoloracién catalizada por la enzima. Estos
resultados demuestran que el aumento en los valores de ORP fue provocado por la actividad
de la enzima. Por el contrario, cuando la enzima no estaba activa (por ejemplo, cuando

faltaba alguno de los dos sustratos), los valores de ORP disminuyeron lentamente.
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Figura 4.3. Ejemplo de reaccién de decoloracién de OII (0.17 mM) con peréxido de
hidrégeno (0.21 mM) en presencia de HRP (30 mg/L) a pH 9 en buffer fosfato (100 mM). a)
Absorbancia a 485 (A4ss), b) ORP, c) derivada del ORP en funcidn del tiempo (dORP/dt).

Las lineas punteadas indican el tiempo en el cualse adiciona OII o peréxido de hidrégeno.
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Experimentos tipo Fed-Batch

Se realizaron experimentos tipo fed-batch para decolorar soluciones de OII. En estos
experimentos, las concentraciones iniciales de HRP y OII fueron 30 mg/L y 0.19 mM,
respectivamente. La reaccién se inicidé mediante la adicién continua de peréxido de
hidrégeno (1.8 mM) a diferentes caudales (0.21 a 2.37 mL/min). En todos los casos, el
volumen inicial fue de 250 mL, pH = 9 y se emple6 la sefial de ORP para monitorear los
experimentos de decoloracién y determinar el punto final de la reaccién.

La Figura 4.4 muestra el cambio de absorbancia a 485 nm (Ay4gs) y la sefial ORP
durante la reaccién de decoloraciéon. En todos los casos, se observé una disminucion
aproximadamente lineal de Ags, siendo la velocidad de decoloracién proporcional al caudal
empleado. Debe notarse que cuando se sacaba una muestra (y por lo tanto se detenia la
adicién de peréxido de hidrégeno) la decoloracion se detenia inmediatamente, demostrando
que bajo las condiciones ensayadas, la acumulacién de peréxido de hidrégeno era
insignificante. La Figura 4.4 muestra que los valores de absorbancia alcanzaron un valor
minimo a un cierto tiempo critico (tc) y luego se mantuvieron constantes. Este tiempo critico
(tc) representa el final de la reaccién de decoloracién. En todos los casos presentados en la
Figura 4.4, los valores de tc obtenidos fueron similares al tiempo en el cual el ORP alcanzé
un valor méximo (Tabla 4.1). Estos valores de tc basados en el ORP, se obtuvieron a partir
de la grafica de la primera derivada de ORP en funcién del tiempo (Fig. A1.2. Apéndice Al).
Se debe tener en cuenta que, debido a que el ORP se midi6 de manera continua, se obtuvo

una estimacién més precisa de tc utilizando el ORP que usando los valores de absorbancia.
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La Tabla 4.1 muestra que la cantidad de OII consumido por unidad de peréxido de

hidrégeno agregado (Ygsp) disminuyé a medida que aumentaba el caudal de entrada de P
(Qin). Este efecto se puede atribuir al hecho de que en un fed-batch, la concentracién de
peréxido de hidrégeno aumenta en funcién de Q;,. Por otra parte, como se demostré en el
Capitulo 3, la descomposicion del peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno aumenta con la
concentracién de peréxido de hidrégeno (Morales Urrea y col., 2018). Por lo tanto, cuanto

mayor sea Q;,, menor Ygp. Para mds detalles ver el Apéndice Al (Seccién Al.3).
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Figura 4.4. Cambios en la absorbancia a 485 nm (A,ss) y ORP durante la
decoloracion de OII (0.19 mM) con adiciones continuas de peréxido de hidrégeno (1.8 mM)
a un caudal de (mL/min): a) 0.21, b) 0.65, ¢) 1.28, d) 2.37. Las lineas punteadas indican el
tiempo critico (tc). En todos los casos, la concentracién de HRP fue 30 mg/L, pH=19, y el

volumen inicial de fue 250 mL.
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Tabla 4.1. Resultados obtenidos en experimentos de oxidacién tipo fed-batch. En todos los
casos, la concentracion de entrada del peréxido de hidrégeno (H,O,;,) fue 1.8 mM, pH =9,

HRP = 30 mg/L. El volumen inicial (V) de la reaccién fue 250 mL

Corrida Q;, (mL/min) [OII], (mM) tc (min) fecoxn Ygp (mol/mol)*
(min)
1 0.21 0.183 67 65 1.83
2 0.65 0.183 24 22 1.65
3 1.28 0.187 13 12 1.55
4 2.37 0.187 7 6 1.54

VolOlIlg
QinH202intc(0RP)

* Yy =

En resumen, los resultados mostrados en la Figura 4.4 sugieren que la sefial de ORP
se puede emplear para determinar el punto final de la oxidacién de OII con peréxido de
hidrégeno catalizada por HRP. Sin embargo, estos resultados solo podrian ser aplicables a la
oxidacién de OII. Por esta razén, se realizaron nuevos experimentos para evaluar la
efectividad de la sefial ORP para detectar el punto final de la reaccién de oxidacion catalitica

de otros xenobidticos, tales como fenol y BPA.
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4.3.3. Comparacion de la evolucion del ORP durante la oxidacién enzimatica de
diferentes sustratos reductores

En la Figura 4.5 se compara la cinética de oxidacidn correspondiente a los diferentes
sustratos reductores estudiados (OII, fenol y BPA). La Tabla 4.2 muestra las condiciones
experimentales y los principales resultados. Cabe sefialar que la escala de tiempo de estos
experimentos varié de 70 a 130 min. Por lo tanto, para ayudar a la comparacién entre los
diferentes experimentos, los resultados en la Figura 4.5 se representaron en funcién de un
tiempo normalizado, expresado por la relacién t/tc. En todos los casos, el tiempo critico (tc)
se obtuvo a partir de la griafica de la derivada de ORP en funcién del tiempo (Fig. Al.4.
Apéndice Al). La Tabla 4.2 muestra los tiempos criticos obtenidos (t¢) para cada uno de los
sustratos reductores ensayados.

La Figura 4.5 muestra que tanto los valores de absorbancia (Fig. 4.5a) como Ia
concentracién de fenoles totales (Fig. 4.5c) mostraron una tendencia similar. En ambos
casos, estas mediciones disminuyeron en funcién del tiempo normalizado, alcanzando
valores aproximadamente constantes para t/tc > 1. Ademds, la Figura 4.5b muestra que en el
caso de OII, los valores de carbono orgénico disuelto (COD) se mantuvieron constantes, lo
que indica que el sustrato reductor (OII) y los productos de oxidacién permanecieron en la
fase acuosa. Por el contrario, en el caso de fenol y BPA se observé un descenso del COD,
con remociones del 70 y 50%, respectivamente. Para todos los xenobidticos estudiados, la
Figura 4.5d muestra que el ORP alcanzé un valor maximo cuando se detuvo la reaccién de
oxidacién. Ademas, en todos los casos, la adicién de exceso de peréxido de hidrégeno causéd
una disminucién bastante notable de los valores de ORP.

La Figura 4.6 muestra el cambio de los espectros UV/Vis durante la oxidacién
enzimdtica de OII, fenol y BPA con peréxido de hidrégeno. Como regla general, en el caso

del OII (Fig. 4.6a) se observo una disminucién de las bandas de absorbancia caracteristicas
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del colorante dentro de la regién visible. Sin embargo, a medida que avanzaba la reaccidn,

aparecié una nueva banda de absorcién a 340 nm debido a la formacién de productos de
oxidacién del OII, los cuales no son oxidados en las condiciones probadas.

De acuerdo con la Tabla 4.2, la cantidad de sustrato oxidado por mol de peréxido de
hidrégeno agregado, oscil6 entre 1.6 y 2.2 mol/mol. Estos valores son mds altos que los
reportados por otros autores en sistemas batch, lo que indica un mejor aprovechamiento del
oxidante. Por ejemplo, varios autores informaron una relacién Ygp cercana a 1 mol/mol para
la remocién de fenol mediante HRP (I. D. Buchanan y Nicell, 1997, 1999; Wu y col., 1999;

I. Buchanan y Han, 2000).
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Figura 4.5. Cambios de a) absorbancia, b) carbono organico disuelto (COD), ¢) fenoles
totales (FT), y d) ORP en funcién del tiempo normalizado (t/tc) durante la oxidacién de OII
(circulos), fenol (tridngulos), y BPA (cuadrados) mediante la adicién continua de peréxido

de hidrégeno en presencia de HRP. El OII fue medido a 485 nm, mientras que el fenol y

BPA fueron medidos a 275 nm. Para mds detalles de las condiciones experimentales ver

Tabla 4.2.
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Figura 4.6. Cambio en el espectro UV/Vis durante la oxidacion de) OII, b) fenol, y c) BPA.

Ver en Tabla 4.2 las condiciones experimentales.
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Tabla 4.2. Comparacion entre los valores Yg calculados en la oxidacién enzimética de
distintos sustratos reductores (S). En todos los caso, la concentracién de entrada de peréxido

de hidrégeno (H,O,;,) fue 1.8 mM, pH = 8, HRPt = 20 mg/L, y el volumen inicial (V,) fue

250 mL.
Sustrato Qin mL/min)  [S]y (mM) tc (min) tcorp) (Min) Ygp (mol/mol)*
o1 0.43 0.20 35 31 1.84
Fenol 0.73 0.50 58 55 1.64
BPA 0.37 0.48 85 82 2.20

VolS
sk }/S — 0[ ]0
QinH202intc(0RP)

Por su parte, cuando se realizaron experimentos de oxidacién utilizando al fenol o
BPA como sustratos reductores, se observd la formacién de un precipitado marrén oscuro o
blanco, respectivamente (Fig. 4.7). Cabe sefialar que varios autores informaron la formacién
de precipitados debido a la polimerizacién de compuestos fendlicos por HRP (Ayyagari y
col., 1996; Valderrama y col., 2002; Gémez y col., 2008). Como se menciond previamente
(Seccién 4.2.2), estos precipitados fueron separados por centrifugacién y filtracién de la
mezcla de reaccion antes de la medicion del COD. En consecuencia, la disminucion
observada de los valores de COD durante la oxidacién de fenol y BPA podria atribuirse a la

formacion de estos productos de polimerizacién insolubles.
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Figura 4.7. Oxidacién enzimética de a) fenol y b) BPA.

El cambio del espectro UV/Vis correspondiente al OII (Fig. 4.6a) contrasta con los
obtenidos durante la oxidacién de fenol y BPA (Fig. 4.6b, c). Como se observa en las
Figuras 4.6b y 4.6c, la forma de los espectros UV/Vis para el fenol y BPA fueron
practicamente constantes en funcion del tiempo. Por lo tanto, los cambios en los espectros de
UV/Vis estaban relacionados con la disminucién de las concentraciones de fenol y BPA,
ademads de una pequefa formacién de productos de oxidacién solubles. Estos productos de
oxidacion fueron los responsables de los valores de COD al final de la reaccién de oxidacién
(Fig. 4.5b). Ademds, los resultados representados en las Figuras 4.5 y 4.6 demuestran que

estos productos no pueden oxidarse bajo las condiciones experimentales probadas.
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4.3.4. Oxidacion de una mezcla binaria OII-BPA

Los resultados mostrados en las Figuras 4.4 y 4.5 demuestran que la sefial ORP se
puede usar para detectar el punto final de la oxidacién enzimdtica con peréxido de hidrégeno
de los compuestos estudiados en forma individual. Con el objeto de verificar la aplicabilidad
de la senal de ORP para detectar el punto final de la oxidacién de sistemas mds complejos, se
estudié la oxidacién de una mezcla binaria compuesta por OII (0.2 mM) y BPA (0.5 mM).
En este experimento se afadié continuamente per6xido de hidrégeno (1.8 mM) a razén de
0.20 mL/min y la concentracién inicial de HRP fue de 20 mg/mL.

La Figura 4.8a muestra el cambio de absorbancias (A) a 275 y 485 nm (normalizado
con relacién a sus valores iniciales) en funcién del tiempo. Cabe destacar que, segin las
Figuras 4.2 y 4.6, el OIl y sus productos de oxidacién (en menor medida) son los
responsables de la absorbancia a 485 nm. Por ejemplo, la Figura 4.6a muestra que para una
absorbancia inicial correspondiente al OIl de aproximadamente 1.2 u.a, después de la
reaccion de decoloracién, la absorbancia disminuyé a 0.05 u.a. Esta absorbancia residual es
debido a la presencia de productos de oxidacién del OII. Por su parte, las Figuras 4.2 y 4.6b
demuestran que a 485 nm la absorbancia correspondiente a BPA es practicamente
despreciable. Por el contrario, a 275 nm tanto OII, BPA y sus correspondientes productos de
oxidacién aportan a los valores de absorbancia. Sin embargo, la Figura 4.6a muestra que a
esta longitud de onda, el cambio de absorbancia durante la oxidacion de OII fue
despreciable. En el ejemplo representado en la Figura 4.6a, la absorbancia inicial
correspondiente a OII fue de 0.42 u.a, mientras que al final del experimento la absorbancia
fue de 0.47 u.a. Por esta razén, durante la reaccion de oxidacién binaria, el cambio de
absorbancia a 275 nm se atribuy6 principalmente al cambio de la concentracién de BPA.

La Figura 4.8b muestra que durante la oxidacion de la mezcla OII-BPA, los valores
de carbono orgdnico disuelto (COD) disminuyeron en funcién del tiempo. Es importante
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destacar que cuando se estudi6 la oxidacién de OII individualmente, los valores de COD se
mantuvieron constantes (Fig. 4.5a). Por el contrario, cuando se estudié la oxidacién de BPA
se obtuvo una disminucién notable en los valores de COD debido a la formacién de un
producto insoluble (Fig. 4.5b). De la Figura 4.8 se puede deducir que durante la oxidacién de
la mezcla OII-BPA, el cambio de la absorbancia a 275 nm (Fig. 4.8a) fue similar a la
variacion de los valores de COD en funcién del tiempo (Fig. 4.8b), lo que confirma que el

cambio de absorbancia a 275 nm representaba el cambio de la concentracién de BPA en la

mezcla.
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Figura 4.8. Oxidacién de mezcla binaria de OII (0.2 mM) y BPA (0.5 mM) por adiciones
continuas de peroxido de hidrégeno (1.8 mM) a 0.20 mL/min. La concentracion inicial de
HRP fue 20 mg/L, pH = 8 (buffer fosfato, 100 mM), y el volumen inicial fue. a) Absorbancia
normalizada a 275 nm y (circulos) y 485 nm (tridngulos), y valores de ORP (linea); b)
Concentracion de carbono organico disuelto (COD) normalizado. La linea vertical punteada
indica el tiempo critico (t.).
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Transcurridos los primeros 150 minutos, la absorbancia a 485 nm disminuy6
abruptamente en funcién del tiempo (Fig. 4.8a). Debido a que a esta longitud de onda la
absorbancia correspondiente al BPA es despreciable, este resultado indicd que se aceleraba
la remocién de OIl. Debe mencionarse que durante la oxidacién de la mezcla OII-BPA se
observd la formacién de un producto insoluble de color naranja rojizo. Sin embargo, cuando
se estudid la oxidacién individual de BPA, solo se observé la formacién de un precipitado
blanco. En consecuencia, se puede concluir que el color anaranjado rojizo del precipitado
formado durante la oxidacién de la mezcla OII-BPA es debido a la presencia de OII en el
precipitado. Es decir, la disminucién de la absorbancia a 485 nm durante los primeros 150
minutos se podria atribuir al consumo de OII debido a la formacién del precipitado rojizo.
Por su parte, para tiempos de reaccion superiores a 150 min, la absorbancia a 275 nm y los
valores de COD fueron casi constantes, lo que indic6 el final de la oxidacién de BPA. Nétese
que luego de 150 min de la reaccidn, la absorbancia a 485 nm disminuy6 rdpidamente (Fig.
4.8). Lo mencionado anteriormente sugiere que la HRP catalizé primero la oxidacién de
BPA y luego la oxidacién de OII.

Debe observarse que la Figura 4.8a muestra que los cambios de ORP también
mostraron dos fases. Durante los primeros 150 minutos, se observd un aumento notable de
los valores de ORP desde 210 hasta, aproximadamente, 300 mV. Esta fase correspondi6 a la
eliminacién de BPA y OII por coprecipitacion. Luego, de 150 a 230 min, se obtuvo un ligero
aumento de los valores de ORP y una disminucién bastante notable de la absorbancia a 485
nm, correspondiente a la oxidacién de OII. Finalmente, a los 230 min se agoté el OIl y, en
consecuencia, disminuyeron los valores de ORP. Por lo tanto, se puede concluir que la sefial
de ORP también puede emplearse para detectar el punto final de la reaccién de oxidacién de

una mezcla binaria compuesta por OIl y BPA catalizada por HRP.
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4.4. CONCLUSIONES

En este Capitulo se estudi6 el uso de mediciones de ORP para detectar el punto final
de la oxidacién de tres contaminantes modelo (orange II, fenol, BPA) utilizando peréxido de
hidrégeno en presencia de HRP. Los resultados obtenidos demostraron que los valores de
ORP aumentaron solo cuando ambos sustratos de la enzima (peréxido de hidrégeno y el
sustrato reductor) estaban presentes en la mezcla de reaccion. Para todos los contaminantes
estudiados, el momento en que la ORP alcanz6 un valor maximo fue similar al final de la
reaccion de oxidacion. El valor maximo de ORP pudo detectarse facilmente por medio de la
derivada de ORP en funcién del tiempo (dorp/d;). En todos los casos, cuando se agregd
perdéxido de hidrégeno en exceso, se observd una disminucion de los valores de ORP. Este
comportamiento también se observé durante la oxidacidon de una mezcla de OIl y BPA. Este
trabajo demostré que el ORP puede ser util para controlar la adicién de peréxido de
hidrégeno durante la oxidacién de OII, fenol y BPA catalizada por HRP, minimizando el

tiempo y los costos del proceso.
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Capitulo 5:
Inmovilizacion de la enzima peroxidasa sobre membranas nanofibrosas de
poliuretano

5.1. INTRODUCCION

En los Capitulos 3 y 4 se discutié acerca de la importancia de la catdlisis enzimatica
como una alternativa eco amigable para la oxidacién de diversos contaminantes orgdnicos
con perdxido de hidrégeno (P). En particular, se determinaron las condiciones
experimentales mds favorables para maximizar la actividad catalitica de una peroxidasa libre
(HRP) en la oxidacién de orange II (OII), un colorante azo muy utilizado en la industria en
general que se caracteriza por ser recalcitrante en condiciones naturales.

La catdlisis enzimdtica se ha perfilado recientemente como una de las tecnologias
mas prometedoras para la remocién de contaminantes orgdnicos. Sin embargo, el uso de
enzimas libres implica altos costos de proceso debido a la imposibilidad de reutilizacién. La
inmovilizacién de enzimas favorece la reusabilidad del catalizador, permitiendo desarrollar
bioprocesos econdémicamente viables (Mateo y col., 2007; Wang y col., 2016; Bilal y col.,
2018). En general, las enzimas pueden unirse al soporte mediante adsorcidn,
entrampamiento, encapsulacién, unién covalente y reticulacién (Sheldon y van Pelt, 2013;
Zdarta y col., 2018a,b). La seleccién de la técnica de inmovilizacién mas adecuada depende
del material de soporte, el tipo de enzima y del proceso biocatalitico (Zdarta y col., 2018a).

El uso de materiales orgdnicos como soportes para la inmovilizacién de enzimas ha
sido muy utilizado debido a que, en general, contienen un gran nimero de grupos
funcionales reactivos, son biocompatibles y tienen alta afinidad por los péptidos (Zdarta y
col., 2018a). En particular, se han inmovilizado peroxidasas sobre polimeros sintéticos por
diferentes métodos, tales como adsorcién (Peralta-Zamora y col., 1998), encapsulacion
(Gassara-Chatti y col., 2013) y unién covalente (Rodriguez-de Luna y col., 2017).
Tipicamente, la formacién de uniones covalentes entre el biocatalizador y el soporte es mas
conveniente ya que las fuertes uniones covalentes reducen la lixiviacion de la enzima durante
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su aplicacién, lo que aumenta su reusabilidad con relacién a otros métodos, como por
ejemplo la inmovilizacién por adsorcién (Bilal y col., 2018).

En los ultimos afios se ha intensificado el uso de membranas electrohiladas como
soporte para la inmovilizacién de enzimas debido a que son materiales nanofibrosos que,
ademds de favorecer a la formacién de uniones quimicas con el biocatalizador, cuentan con
una alta superficie especifica y porosidad entre las fibras que también permiten la
inmovilizacién de la enzima por adsorcién (Xu y col., 2013; Zhang y col., 2014). Ademés,
este tipo de membranas son de facil manejo y tienen alta resistencia mecdnica, lo que las
hace ideales para su empleo en reactores de membrana (Xu y col., 2013; Tang y col., 2014).
En la literatura se pueden encontrar varios trabajos relacionados con la inmovilizacién de
HRP mediante unién covalente sobre matrices poliméricas electrohiladas de poliacrilatos
(Xu y col., 2013) y polialcoholes (Xu y col., 2015), asi como por adsorcidn sobre nanofibras
de poliimida (Zhang y col., 2014), para la remocién de bisfenol A y paracetamol (Xu y col.,
2013, Xuy col., 2015).

En el presente Capitulo se estudié la inmovilizacién de HRP por adsorcién fisica y
mediante unién covalente sobre membranas nanofibrosas de poliuretano. Dichas membranas
son un material no téxico, de facil manipulacién y disponibilidad. Con este fin, se trabajé en
conjunto con el grupo Polimeros Biomédicos del INTEMA. En particular, se adapté la
técnica desarrollada por dicho grupo relacionada con la produccién de membranas con
elevada porosidad interconectada en las que se inmovilizaba heparina a través de los grupos
epoxi del material (Caracciolo y col., 2017). Debe destacarse que a la fecha no existen en la
literatura antecedentes de inmovilizacion de HRP sobre membranas electrohiladas de
poliuretano y su utilizacién como biocatalizadores para la remocién de contaminantes

organicos en medio acuoso.
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5.2.MATERIALES Y METODOS

5.2.1.Reactivos
El Orange II (OII), la peroxidasa de rabano picante (HRP) Tipo I, la N,N-

dimetilformamida (DMF) y el tetrahidrofurano (THF) fueron adquiridos de Sigma Aldrich.
Se empled el poliuretano comercial Avalon 65 DB (amablemente donado por Huntsman
Polyurethanes). El hipoclorito de sodio (NaClO) se obtuvo de Quimica Industrial Kubo. El
hidrosulfito de sodio (Na,S,0,) y el alil glicidil éter (AGE) se obtuvieron de Acros Organics
(NJ, USA). Todas los demds reactivos utilizados en este trabajo fueron de Anedra (San
Fernando, Argentina). Para mds detalles, revisar lista de sustancias y reactivos del Capitulo

2.

5.2.2. Sintesis de las membranas nanofibrosas de poliuretano

Se prepararon matrices nanofibrosas (M) mediante el electrohilado de una solucién
de poliuretano comercial Avalon 65 DB (Huntsman Corp.) 18% m/v en DMF y THF (50/50
v/v). El electrohilado se realiz6 a temperatura ambiente segiin la configuracion descripta en
Caracciolo y col. (2017). El equipo de electrohilado consta de una jeringa programable
(Activa A22 ADOX S.A., Argentina), una fuente de alimentacién de alto voltaje (ES30P,
Gamma High Voltage Research Inc., EE. UU.) y una placa colectora de aluminio con
conexion a tierra. Las soluciones fueron inyectadas a una velocidad de flujo de 0.7 mL/h,
una distancia de boquilla a colector de 15 cm y una tensién de 10 kV. Las matrices
recolectadas se secaron a vacio y temperatura ambiente (20 °C) para eliminar el solvente
residual. Las membranas fueron segmentadas en cuadrados de 1.0 + 0.1 cm® y su espesor fue

medido con un calibre Digimatic Series 573 (Mitutoyo Corp., Kawasaki, Japén).
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El estudio de inmovilizacién covalente de HRP sobre membranas nanofibrosas de
poliuretano se llevé a cabo en tres etapas. En tubos de ensayo herméticamente cerrados y
agitacién constante se pusieron en contacto 6 porciones de 1 + 0.1 cm? de membranas
nanofibrosas (M) durante diferentes tiempos (35, 95, 155 y 215 min) con hipoclorito de
sodio (NaClO) al 0.3% (m/v) en buffer fosfato (BF) 150 mM, pH 6,a temperatura ambiente.
Luego, las membranas fueron lavadas tres veces con solucion BF 150 mM, pH 8. De acuerdo
a varios autores, durante la funcionalizaciéon de materiales poliuretanicos el cloro sustituye al
grupo H-uretano (Klement y col., 2002; Caracciolo y col., 2017) (Fig. 5.1a). Posteriormente,
la funcién Cl-uretano introducida sobre la membrana, fue activada mediante epoxidacién con
alil glicidil éter (AGE) a temperatura ambiente. En este paso se buscd que la superficie del
material fuera reactiva a la enzima (Fig.5.1b). Para esto, las membranas se sumergieron
durante 48 h en una solucién de BF 150 mM (pH 8) que contenia hidrosulfito de sodio
(Na,S,04) al 0.1% m/m y AGE 5% m/m. Pasado este tiempo, las membranas activadas (MA)
fueron lavadas 10 veces con BF 150 mM (pH 8) y secadas a vacio durante toda la noche.

Finalmente, la HRP se inmovilizé sobre las membranas activadas (MA) haciendo
reaccionar los grupos amino de la HRP con los grupos epoxi de la superficie de la membrana
(Fig. 5.1c). Para esto, diferentes soluciones de HRP (100 - 500 mg/L) fueron preparadas en
buffer fosfato 100 mM, pH 8. Luego, 6 porciones de MA de 1.0 + 0.1 cm® se sumergieron en
9 mL de HRP dentro de tubos de ensayos herméticamente cerrados y con agitacion
constante. Se estudiaron diferentes temperaturas (20 y 40 °C) y distintos tiempos de
inmovilizacién (4 - 60 h) (Fig. 5.2). Finalmente, las membranas fueron lavadas con cloruro
de sodio 2M (NaCl) por 2 h y luego lavadas 5 veces con buffer fosfato pH 8. Asimismo,
también se sintetizaron biocatalizadores sobre las membranas electrohiladas por medio de
inmovilizacion de HRP por adsorcion (ME). Para ello, 6 porciones de membranas
electrohiladas nativas (M) fueron sumergidas en 9 mL. de HRP (500 mg/L) durante 60 h a pH
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8 y a diferentes temperaturas (20 y 40 °C). Con el objeto de evaluar la inmovilizacién de
HRP sobre las membranas, se monitoreé la concentracién de enzima en solucién de
inmovilizacién mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). La cantidad de enzima
inmovilizada se calcul6 empleando un balance de masa para la enzima. En el Capitulo 2 se
describe en detalle el procedimiento para determinacién de proteina (Secc. 2.2.3) y los
célculos realizados (Secc. 2.2.4) para determinar la carga especifica de enzima sobre las

membranas (Q, mgHRP/cmz).

a)
D ] == [T 1]

b)

4444

244] -5

R

c)

Figura 5.1. Inmovilizacién covalente de HRP sobre membranas de poliuretano: a)
Funcionalizacién de los grupos uretano. b) Activacién con grupos epoxi. ¢) Inmovilizacién

de la HRP.
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Poliuretano
comercial (PUR)

Membranas

nanofibrosas Electrohilado

Tiempo de funcionalizacién de las membranas con NaClO

Funcionalizacion de

grupos uretanos

Activacion de las
membranas

) I
Concentracion de HRP Temperatura de inmovilizacion

40°Cc 20°C _ Inmovilizacion HRP

Adsorcion OIl Oxidacion OIl

Figura 5.2. Representacion esquematica de las variables estudiadas en el procedimiento de

inmovilizacion covalente de HRP sobre nanofibras de poliuretano electrohiladas.
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5.2.3 Remociéon de orange II en presencia de biocatalizadores inmovilizados sobre
membranas nanofibrosas

Se emplearon 4 tipos de membranas de nanofibras de poliuretano en ensayos de
decoloraciéon de orange II: 1) membrana sola (M), 2) membrana activada (MA), 3)
membrana con la enzima adsorbida (ME), y 4) membrana activada con la enzima
inmovilizada covalentemente (MAE). En todos los casos, se realizaron experimentos de
adsorcién y de oxidaciéon enzimdtica de orange II (OII). Para evaluar la adsorcién del
colorante, se puso en contacto la membrana en estudio, con una solucién de OII en ausencia
de perdxido de hidrégeno (P). Por otra parte, para evaluar la oxidacidn, las membranas (con
y sin la enzima) se pusieron en contacto con OII y per6xido de hidrégeno. Los ensayos de
decoloraciéon OII con P en presencia de los biocatalizadores inmovilizados (oxidacién
enzimdtica) fueron llevados a cabo a temperatura ambiente (20 + 2 °C). Basicamente, una
porcién de membrana de 1.0 + 0.1 cm”® era sumergida en un tubo de ensayo que contenia 4
mL de solucién buffer fosfato 100 mM (pH 5, 7y 9) y 0.2 mL de OII (1 mM). La reaccién se
iniciaba mediante el agregado de 0.2 mL de H,O, (2 mM). Asimismo, bajo las condiciones
mencionadas anteriormente, se realizaron ensayos de decoloracion de OII con P en presencia
de membranas solas (M 0 MA), es decir, sin enzima. Por su parte, durante la decoloracién de
OII sin P, una porcién de M, MA, ME o MAE (1.0 + 0.1 sz) fue sumergida en 4.4 mL de
OIl (0.045 mM) dentro de tubos de ensayo herméticamente cerrados y con agitacion

constante. La Figura 5.3 muestra un esquema de los ensayos realizados.
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Decoloracion de Oll

Tipo de
membrana 4

Control de
adsorcion

Control de
oxidacién

Figura 5.3. Remocién de Orange II (OII) con y sin peréxido de hidrégeno (P) en
presencia de membranas nanofibrosas de poliuretano sin (M o0 MA), y con (ME o MAE) la

enzima inmovilizada.

Cabe destacar que las condiciones de decoloracion de OII con P fueron
seleccionadas a partir de los resultados obtenidos en el Capitulo 3, en donde se demuestra
que para obtener remociones de OII cercanas al 90%, el peréxido debia estar en exceso. La
relacién Py/S, (mol/mol) necesaria depende del pH, y es equivalente a 1.5, 1.0 y 0.5 mol/mol
para pH 5, 7 y 9, respectivamente. Nétese que de acuerdo a las condiciones experimentales
empleadas en el presente Capitulo, Po/Sy fue igual a 2 mol/mol. Es decir que P siempre
estuvo en exceso, respecto a OIl. Por su parte, es preciso resaltar que en el Capitulo 3 se
demostré que la velocidad de decoloracién también es funcién de la concentracién inicial de

OIL. Por tal motivo, las concentraciones iniciales de OII (0.045 mM) y P (0.09 mM) en la
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mezcla de reaccion siempre fueron las mismas en todos los experimentos. Por lo tanto, en
principio la velocidad de decoloracién de OII deberia ser solo funcién de la cantidad de
enzima en el sistema. Los biocatalizadores fueron evaluados mediante la velocidad inicial de
decoloracién. Los valores de velocidad inicial de decoloracién de OII se calcularon mediante
un modelo de pseudo primer orden utilizando el programa SigmaPlot (Version 14.0/2018.
Systat Software Inc.), como se describe en el Capitulo 2. Luego, se calculd la velocidad
especifica inicial de decoloracién del biocatalizador (V.py, mM/h/cmz) como el cociente
entre Vpo y el drea de la membrana electrohilada (cm®). Finalizado cada ensayo de oxidacién
enzimdtica, las membranas utilizadas (ME y MAE) se lavaron tres veces con la solucién de
buffer fosfato. Luego, fueron reutilizadas en ensayos de oxidacién de OII con P (pH = 9).
Este procedimiento se repiti6 durante una semana. Ademds, cada vez que la reaccion
finalizaba, se determin la actividad peroxidasa en la mezcla de reaccién (AP, mM/h) para
verificar la lixiviacion de la enzima desde la membrana hacia la fase homogénea. Para ello,
al finalizar cada ensayo de oxidacién de OII, se tomé 1 mL del sobrenadante de la reaccién.
Luego, este sobrenadante se hizo reaccionar con 0.05 mL de OII (1 mM) y 0.05 mL de P (2
mM) en una celda de metacrilato. Las soluciones fueron preparadas en BF 100 mM a pH 9.
La actividad peroxidasa del sobrenadante (AP, mM/h) se obtuvo a partir de la pendiente de
la curva de absorbancia (A, a.u.) en funcién del tiempo (t, h) medida en un espectrofotémetro
Shimadzu UV-1800. El coeficiente de extincion molar del OIl en las condiciones
experimentales fue de 19.5 u.a/cm/mM. Cabe aclarar que todos los experimentos descriptos

en el presente Capitulo se realizaron por triplicado.

5.2.4. Caracterizacion de las membranas (M, MA) y los biocatalizadores (ME, MAE)

Se realiz6 la caracterizacién morfolégica de las membranas producidas antes de la
inmovilizacion, y finalizados los ensayos de decoloraciéon de OII, mediante microscopia

electrénica de barrido (SEM) en un equipo JEOL modelo JSM-6460LV. El didmetro de las

Desarrollo de biocatalizadores inmovilizados para el tratamiento de efluentes
liquidos industriales

| 112



Capitulo 5:
Inmovilizacion de la enzima peroxidasa sobre membranas nanofibrosas de
poliuretano

fibras (Cap. 2) fue determinado mediante el software Image Pro (Version 6). El didmetro de
las fibras fue analizado mediante un test de diferencia de medias empleando el programa
SigmaPlot (Version 14.0/2018. Systat Software Inc.). En el Capitulo 2 (Secc. 2.3.1) se

describe a detalle la técnica SEM empleada.

5.3. RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.1. Caracterizacion de los materiales

La Figura 5.4 muestra algunos ejemplos de las membranas nanofibrosas producidas.
El equipo empleado generaba membranas circulares de aproximadamente 12 cm de didmetro
de espesor medio de 0.06 = 0.01 cm. Las membranas eran cortadas en tiras de 1 cm de

ancho, y luego fraccionadas en cuadrados de 1 cm de lado para su uso posterior.

Figura 5.4. Membrana electrohilada de poliuretano.
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La Figura 5.5 muestra las micrografias SEM de las membranas antes (Fig. 5.5a) y
después (Fig. 5.5b-e) de los tratamientos de funcionalizacién y activacién. En términos
generales, se observan fibras continuas, lisas, sin perlas y con una distribucién al azar. La
Figura 5.5f-j muestra micrografias SEM de los biocatalizadores después de su utilizacioén en
3 ciclos de oxidacién de OII con P. A modo general, en las Figura 5.5f-j se observa que la
nanoestructura de las membranas no tuvo cambios notorios después del uso.

Para confirmar que no se afectaba el didmetro de las fibras con el uso, se cuantifico
el didmetro de las fibras. En el Apéndice A2 se muestra que el didmetro de las fibras (d)
seguia una distribucién log-normal. La Tabla 5.1 muestra la media y el desvio estdndar (SD)
para Log(d) de las membranas estudiadas. Los resultados mostrados en la Tabla 5.1 indican
que no hubo grandes diferencias entre las medias de las muestras m1 a m10. Los resultados
del andlisis estadistico del didmetro de las nanofibras de las membranas (Apéndice A2)
sugieren que los procedimientos de funcionalizacién y activacién de las membranas, en
términos generales, no afectaron la integridad de las fibras, que se mantuvo incluso después
de la inmovilizacién de la HRP y luego de tres ciclos de oxidacién de OII con perdxido de

hidrégeno.
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Figura 5.5. Micrografias SEM de membranas nanofibrosas: a) nativa, b-e) activadas con
AGE luego de funcionalizacién con NaClO, f-j) luego de inmovilizacién de la HRP y tres
ciclos de oxidacion de OII con P. Tiempos de funcionalizacién: a, f (sin tratamiento de

modificacién superficial) b, g (35 min), c, h (95 min), d, i (155 min), e, j (215 min).
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Tabla 5.1. Valores de la media y el desvio estdndar (SD) para Log(d) calculados a partir del
didmetro de las nanofibras de membranas electrohiladas con y sin tratamiento de activacion,

y con la HRP inmovilizada y 3 usos en la decoloracién de OII con P.

Sin HRP Con HRP y 3 usos

t; (min) Nombre Nombre
Media (nm) SD Media (nm) SD
0 ml 2.86 0.13 m?2 2.82 0.14
35 m3 2.91 0.21 m4 2.89 0.21
95 m5 2.88 0.20 mob 2.89 0.20
155 m7 2.91 0.16 m8 2.82 0.19
215 m9 2.83 0.19 ml0 2.82 0.17

tr: Tiempo de funcionalizacion de la membrana. SD: Desviacion estdndar. t; = 0 corresponde

a la membrana electrohilada nativa, sin modificaciones.

La inmovilizacién de HRP sobre las membranas fue verificada cualitativamente
mediante el método colorimétrico con azul de toluidina (Caracciolo y col., 2017). Primero se
funcionalizaron 6 porciones de 1.0 cm® de membranas nanofibrosas durante 35 min con
NaClO, activadas con alil glicidil éter. Posteriormente, las membranas funcionalizadas
fueron puestas en contacto con 9 mL de una solucién de HRP (100 mg/L) durante 60 h a pH
8 y 40 °C. Finalmente, las membranas activadas y con la enzima (MAE) fueron lavadas con
una solucién de NaCl (2 M) para eliminar la enzima labil luego del procedimiento de
inmovilizacién. Con el objeto de verificar la presencia de enzima, muestras del
biocatalizador inmovilizado (MAE) y de la membrana nativa (M) fueron sumergidas en 10
mL de una solucién 0.08 % m/v de azul de toluidina, pH 10. La Figura 5.6 muestra que
mientras que la membrana nativa (M) presentaba una coloracién blanquecina, la MAE tenia
un fuerte color azulado, revelando la presencia de enzima, ain después del lavado con NaCl

2M).
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Figura 5.6. Verificacion cualitativa de la inmovilizacién de HRP sobre la membrana de

poliuretano. Izquierda: membrana nativa. Derecha: HRP inmovilizada sobre la membrana.

Una vez verificada la presencia de enzima inmovilizada, se utilizé un segmento de
MAE en un ensayo tipico de decoloracion de orange II (OII) con peréxido de hidrégeno (P).
Para esto, una porciéon de MAE se deposité en el fondo de una cubeta de cuarzo de 3 mL y 1
cm de ancho, junto con 2 mL de buffer fosfato (100 mM, pH 9), 0.1 mL de OII (1 mM), 0.1
mL de P (2 mM). Ademads, se realizé un ensayo control de adsorcién sumergiendo MAE en
2.1 mL del buffer fosfato y 0.1 mL de OII (1 mM), en ausencia de peréxido. Los resultados
mostraron que las velocidades iniciales de decoloracién de OII con y sin P fueron similares
(Vpo = 2 #+ 1x10”° mM/h), sugiriendo que la decoloracién se debia principalmente a la
adsorcién del colorante sobre MAE. Teniendo en cuenta que se verific6 la presencia de
enzima inmovilizada sobre la membrana (Fig. 5.6), este resultado sugeria la desactivacion de

la enzima, probablemente, a causa del lavado final con NaCl (2 M).
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El efecto inhibitorio del NaCl sobre algunas enzimas ha sido reportado por varios
autores (Mammarella, 2001; Loépez, 2005). En general, el NaCl afecta la actividad y
estabilidad de las enzimas en funcién de la concentracion y el tiempo de contacto con la sal.
Para estudiar el efecto del NaCl sobre la HRP, se hizo reaccionar 2 mL de enzima (100
mg/L) preparada en diferentes soluciones de NaCl (0 a 2 M) en buffer fosfato 100 mM a pH
8, con 0.1 mL de OIl (1 mM) y 0.1 mL de P (2 mM). La Figura 5.7 muestra que en un
medio con NaCl 0.5 M o 2M, la actividad peroxidasa disminuy6 hasta el 60 % cuando
aumentaron la concentracién y el tiempo de contacto con la sal. De acuerdo a este resultado,
se decidi6 eliminar el lavado final de la membrana con NaCl, reemplazdndolo con un lavado
mas suave con agua destilada. En la Tabla 5.2 se comparan los valores de Vp, en presencia P
empleando MAE con y sin lavado con NaCl. La Tabla 5.2 muestra que las MAE sin el
lavado con NaCl tenian una actividad aproximadamente 3 veces mayor que los MAE lavadas
con NaCl. Ademads, los valores de Vpg calculados utilizando uno o dos segmentos de MAE
sin lavado con NaCl fueron (6 + 1)x10” y (19 £ 7)x10”° mM/h, respectivamente, indicando
que la velocidad de decoloracién se incrementaba con la cantidad de biocatalizador.
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Figura 5.7. Efecto del NaCl sobre la actividad peroxidasa en fase homogénea. Tiempos de

contacto de la HRP con NaCl: 0.1 h (negro), 24 h (gris).
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Tabla 5.2. Velocidades iniciales de decoloracién de OII (V) con P en presencia de uno o
dos segmentos de MAE, con y sin lavado con NaCl. Condiciones de inmovilizacién: 40 °C,
pH 8 por 60 h. Tiempo de funcionalizacién: 35 min. Concentracién de enzima en la mezcla
de inmovilizacién: 100 mg/L. Condiciones de decoloracién de OII: OIly = 0.045 mM, Py =

0.090 mM. V1 =22 mL. pH =9. Tiempo de reaccién: 1 h.

Lavado con Volumen de MAE
Muestra Vpo(mM/h) x107°
NaCl (cm?)
MAE-1 St 1 2+1
MAE-2 No 1 6+1
MAE-3 No 2 19+7

5.3.2. Optimizacion del procedimiento de inmovilizacién de la HRP
En la Seccién anterior se determiné que la técnica propuesta por Caracciolo y col

(2017) fue exitosa para inmovilizar la HRP, y que la velocidad inicial de decoloracién de OII
con P dependia de la cantidad de enzima en el sistema. Sin embargo, para obtener
biocatalizadores con alguna relevancia econdmica, es necesario que los mismos tengan una
alta actividad catalitica, o sea, una alta carga especifica de enzima inmovilizada sobre la
membrana (Q, mgHRP/cm®). Con este objetivo en mente, se estudié el efecto de las
siguientes variables:

e Tiempo de inmovilizacién

e Concentracion de HRP en la mezcla de inmovilizacién

e Tiempo de funcionalizacién de las membranas

e Temperatura de inmovilizacién
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5.3.2.1. Tiempo de inmovilizacién. Estos ensayos de inmovilizaciéon se realizaron
sumergiendo 6 porciones de membranas (todas ellas funcionalizadas a 35 min y activadas
con alil glicidil éter) en 9 mL de HRP (100 mg/L) a pH 8 y 40 °C. La carga especifica de
enzima inmovilizada (Q) se evalué en funcién del tiempo, segtin se describe en el Capitulo 2
(Secciones: 2.2.3 y 2.2.4). La Figura 5.8 muestra que la inmovilizacién de enzima fue
despreciable para tiempos menores a 10 horas. Posteriormente, la carga de enzima
inmovilizada aument6 con el tiempo, alcanzando un maximo valor de aproximadamente 0.08
+ 0.01 mgHRP/cm® entre las 35 y 60 h de inmovilizacién. Resultados similares fueron
reportados por Caracciolo y col. (2017), quienes inmovilizaron heparina sobre membranas
nanofibrosas de poliuretano mediante unién covalente. Seglin esos autores, la carga de
heparina soportada fue mayor cuando la inmovilizacién fue llevada a cabo durante 60 h a pH
8 y 40 °C. Debe destacarse que aunque estas condiciones pueden ser apropiadas para la
inmovilizacién de heparina, las altas temperaturas y tiempos prolongados pueden afectar
negativamente a la actividad de las enzimas. Por esta razén, es deseable reducir tanto el

tiempo como la temperatura de inmovilizacién.

Desarrollo de biocatalizadores inmovilizados para el tratamiento de efluentes
liquidos industriales

| 120



Capitulo 5:
Inmovilizacion de la enzima peroxidasa sobre membranas nanofibrosas de

poliuretano
0.10
—~ 008 - ®
£ T ¢
O 0.06 A
@ L
X 0.04 -
(®)]
£ 002 -
S 0.00 A L
-0-02 1 1 1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50 60 7O
t (h)
Figura 5.8. Cambio de la carga especifica de enzima (Q) en funcién del tiempo de
inmovilizacién. Condiciones de inmovilizacién:40 °C, pH 8 por 60 h. Tiempo de
funcionalizacién: 35 min. Concentracién de enzima en la mezcla de inmovilizacién: 100

mg/L. Las barras indican la desviacién estandar.

5.3.2.2. Efecto de la concentracion de HRP en la mezcla de inmovilizacion. Se estudi6 el
efecto de la concentracién de enzima en la mezcla de inmovilizacién sobre la carga
enzimdtica de las membranas (Q). En todos los casos, las condiciones de inmovilizacién
empleadas fueron similares a las descriptas en la Seccién 5.3.2.1, salvo que la concentracién
de HRP se increment6 a 500 mg/L. La Tabla 5.3 muestra que aunque la concentracién de
enzima en la mezcla de inmovilizacién se multiplicé por 5, Q solo se incrementd 2.5 veces.
En este sentido, Gomez y col. (2006) obtuvieron resultados similares durante la
inmovilizacién de peroxidasa de soja y HRP sobre capas de vidrio. A partir de los resultados
obtenidos, se decidié que la sintesis de MAE fuera llevada a cabo durante 60 h a 40 °C, pH 8
y utilizando 500 mg/L de HRP. Asimismo, como el aumento de Q no era proporcional al
incremento de concentracion de enzima en la mezcla de inmovilizacion, se decidié no
aumentar mds la concentracion de enzima. Esto ademas reducia los costos asociados al uso

de enzima, el cual es el insumo mas costoso del procedimiento.
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Tabla 5.3. Efecto de la concentracion de enzima en la mezcla de inmovilizacién sobre los
valores de carga especifica enzimatica (Q). Condiciones de inmovilizacién: 40 °C, pH 8 por

60 h. Los valores de Q se expresan con su correspondiente desviacion estandar.

Inmovilizacion HRP

t; (min) Cyrp (mg/L) Q (mgHRP/cmz)
35 100 0.084 + 0.004

35 500 0.200 £ 0.030

t¢: Tiempo de funcionalizacién de la membrana. Cyrp: Concentracion de enzima en la

mezcla de inmovilizacién. Q: Carga especifica de enzima inmovilizada.

5.3.2.3. Efecto del tiempo de funcionalizacién. Otra variable importante para incrementar
la carga de enzima sobre la membrana (Q) es el niimero de sitios disponibles de la membrana
para la unién de la enzima. Estos sitios son funcién del nimero de grupos uretanos que se
logran activar con NaClO insertando una funcién Cl en lugar de H (Fig. 5.1a). Esto se puede
conseguir incrementando el tiempo de funcionalizacién (tg), es decir, el tiempo de contacto
entre las membranas nativas y la solucién de NaClO. Es importante destacar que de acuerdo
a Caracciolo y col. (2017), un tiempo de funcionalizacién excesivo pueden provocar el
deterioro de las propiedades mecdnicas de las membranas. Por lo tanto, es muy importante
no llegar a esta condicién limite de ruptura de la estructura membrana.

La Tabla 5.4 muestra que los valores de Q aumentaron cuando t; se increment6 de 35
a 95 minutos. Sin embargo, tiempos superiores a 95 min no ocasionaron aumentos
significativos en Q. Por otra parte, aunque las membranas tomaban un leve color amarillento
a medida que se incrementaba t; debido a la oxidacién por el NaClO, en ningtin caso se
observaron cambios apreciables en la textura de las membranas. Resultados similares fueron

obtenidos por Caracciolo y col. (2017) quienes observaron que el aumento del tiempo de
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funcionalizacién (ty) de la membrana increment6 significativamente la sustitucién de los

grupos H-uretano sobre la superficie, maximizando la epoxidacién del material y, en

consecuencia, incrementando la carga de proteina soportada.

Tabla 5.4. Efecto del tiempo de funcionalizacién (ty) de grupos uretano sobre los valores de
carga especifica de la membrana (Q). Condiciones de inmovilizacién: 40 °C, pH 8 por 60 h.
Concentracion de enzima en la mezcla de inmovilizacion: 500 mg/L. Los valores de Q se

expresan con su correspondiente desviacion estdndar

t;(min) Q (mgHRP/cm?)

35 0.20£0.03
95 0.30 £0.02
155 0.28 £0.03
215 0.29+£0.03

5.3.2.4. Efecto de la temperatura de inmovilizaciéon. Otro punto importante en la
obtencién de biocatalizadores con alta actividad es la temperatura de inmovilizacién de la
enzima sobre el soporte. Por esta razén, se realizaron ensayos de inmovilizacién a dos
temperaturas (20 y 40 °C) a pH 8 por 60 h. La concentracion de enzima en la mezcla de
inmovilizaciéon fue de 500 mg/L. En ambos casos, la activacién de las membranas se hizo
empleando un tiempo de funcionalizacién (ty) de 95 min con NaClO. Con el objeto de
evaluar la contribuciéon de la inmovilizacién de la enzima por adsorcién, se realizaron
ensayos de inmovilizacién sobre membranas nativas empleando en las mismas condiciones
de inmovilizacién, pero sin hacer previamente la funcionalizacién y activacion de las

membranas.
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La Figura 5.9 muestra los valores de Q obtenidos para las membranas de poliuretano
con la HRP inmovilizada por adsorcién (ME) o sobre membranas activadas (MAE) en
funcién de la temperatura de inmovilizacién. En general, se observa que la HRP pudo
inmovilizarse mediante las dos técnicas estudiadas, siendo mayor la inmovilizacién por
unién covalente (MAE) respecto de la adsorcién (ME). Notese ademds que en ambos casos
los valores de Q fueron mds altos cuando la inmovilizacién de HRP se realizé a 40 °C
respecto de los resultados obtenidos a temperatura ambiente. En este sentido, Cabrera y col.
(2017) obtuvieron resultados similares durante la inmovilizacién de una invertasa sobre

nanoparticulas de diatomitas magnetizadas.
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Figura 5.9. Efecto de la temperatura de inmovilizacion en la carga enzimadtica especifica (Q)
de membranas obtenidas por adsorcion (ME, barras negras) o unién covalente (MAE, barras
grises). Tiempo de funcionalizacién de MAE: 95 min. Condiciones de inmovilizacién: 500

mg/L HRP, pH 8§, 60 h.
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Los resultados obtenidos demuestran que para maximizar la carga de enzima
soportada sobre las membranas de poliuretano (Q), la inmovilizacién debia realizarse
empleando las siguientes condiciones:

- Tiempo de funcionalizacién con NaClO (0.3% m/v) = 95 min

- Concentracion de HRP en la mezcla de inmovilizacién = 500 mg/L

- Tiempo de inmovilizacién = 60 h

- Temperatura de inmovilizacién = 40 °C

5.3.3. Estudio de la decoloraciéon de orange II empleando HRP inmovilizada sobre
membranas de poliuretano

Una vez definidas las mejores condiciones de inmovilizacién covalente la HRP sobre
las membranas de poliuretano (membranas MAE), se estudié la actividad de los
biocatalizadores empleando la reacciéon de decoloracién de orange II (OII). A efectos
comparativos, se realizaron los mismos ensayos de decoloracién pero empleando membranas
de poliuretano nativas (M), activadas (MA), y con la HRP inmovilizada por adsorciéon (ME).
Asimismo, se realizaron ensayos de decoloracion de OII en ausencia de peréxido (P) con el
objeto de evaluar la adsorcién del colorante sobre los diferentes tipos de membranas
estudiadas, y ensayos en presencia de perdxido, en los cuales se evaluaba la remocién del
colorante tanto por adsorcién como por oxidacién. En la Figura 5.9 se muestran los

resultados obtenidos.
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En las Figuras 5.10a,c se observa que cuando se realizaron ensayos de decoloracién
de OIl empleando la membrana nativa (M) y la activada (MA), los valores de Coy
disminuyeron lentamente, alcanzando valores de alrededor de 0.04 mM al cabo de 4 horas.
Asimismo, los resultados obtenidos con M y MA en ausencia de P fueron similares a los
obtenidos cuando se agregd P al medio de reaccién. Debido a que ambas membranas (M,
MA) no contenian enzima, este resultado es muy importante, ya que indicaba que las
membranas por si solas no tenian la capacidad de catalizar la oxidaciéon de OII por P.
Ademds, la Figura 5.10 muestra también que se obtuvieron resultados similares cuando se
realizaron ensayos de decoloracién de OIl empleando ME (Fig. 5.10b) o MAE (Fig. 5.10d)
en ausencia de P. Teniendo en cuenta que el volumen total de la mezcla era de 4.4 mL, y
considerando que se empleaban porciones de 1 cm” de membranas, a partir de los datos
mostrados en la Figura 10 respecto de la remocién de OII por adsorcidn, se estimé que las
membranas podian adsorber entre 0.01 y 0.02 pumoles de OII por cm® de membrana. De
acuerdo a la literatura revisada, lamentablemente no se encontraron datos como para
comparar este resultado con otros autores. Es importante destacar que en la mayoria de los
estudios relacionados con el uso de enzimas inmovilizadas reportados en literatura no se
pone énfasis en la discriminacidén de los procesos de adsorcién y reaccidon del compuesto
removido, informando solamente el proceso de remocién conjunta (Niu y col., 2013; Xu y

col., 2013, 2015).
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Figura 5.10. Decoloracién de OII en presencia de M (a), ME (b), MA (c) y MAE (d) con
(circulos negros) y sin (tridngulos rojos) peréxido de hidrégeno. Las condiciones de
inmovilizacién de la enzima y de reaccion se detallan en el texto. Las barras indican la

desviacion estandar.

Los resultados de decoloracién de soluciones de OII en ausencia de P demuestran
que todas los tipos de membranas estudiadas (M, MA, ME, MAE) se comportaban en forma
similar respecto de la adsorcién del colorante. En contraste, cuando la remocién de OII se
realizé en presencia de P empleando membranas con enzima unida por adsorcion (ME, Fig.
5.10b) o covalentemente (MAE, Fig. 5.10d), la concentracién de OII (Cop) disminuy6
rapidamente desde 0.045 mM hasta estabilizarse luego de 2 horas de reaccién en un valor
minimo cercano a 0.01 mM para ME y 0.003 mM en el caso de MAE. Se observa ademas

que no solo la decoloracién total fue mayor, sino que también la velocidad inicial de
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decoloracién empleando la MAE en relacién a la ME. Este resultado es consistente con la
mayor carga enzimdatica de MAE respecto de ME (Fig. 5.9).

Con el objeto de confirmar si la remocién observada se debia a procesos de
adsorcién o adsorcién/oxidacion, se analizé el cambio de los espectros UV/Visible en cada
caso. La Figura 5.11 muestra que cuando se emplearon M (Fig. 5.11a) y MA (Fig. 5.11c) en
los ensayos de decoloracién, no se observaron cambios en la forma de los espectros luego de
4 horas. Se observé una leve disminucién de toda la intensidad del espectro, lo que indicaba
que solo habia una disminucién de la concentracion de Oll, caracteristico de un proceso de
adsorcién. Asimismo, debido a que no aparecian nuevas bandas ni se deformaban los
espectros, esto indicaba que no habia oxidacién del colorante para formar otros productos.
Considerando que los experimentos se realizaron en presencia de peréxido, estos resultados
confirmaban que las membranas M y MA por si solas no podian catalizar la oxidacién de OII
por P. Por el contrario, cuando se emplearon membranas con la enzima inmovilizada, ya sea
por adsorcion (ME, Fig.5.11b) o por unién covalente (MAE, Fig. 5.11d), los espectros
UV/Visibles mostraron tres aspectos importantes: 1) una disminucién de las bandas de
absorcion caracteristicas del OII, 2) la formacién de una nueva banda alrededor de 340 nm, y
3) la presencia de al menos 3 puntos pseudoisosbésticos a 290, 320 y 375 nm. Estos
resultados, que son similares a los mostrados en el Capitulo 3 en donde se estudid la
oxidaciéon de OII con perdxido de hidrégeno en presencia de la HRP en fase homogénea,
demuestran claramente la capacidad de las membranas ME y MAE para catalizar la

oxidacién de OII por P.
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Figura 5.11. Espectros UV/Visible durante experimentos de decoloracién de OII en
presencia de peréxido de hidrégeno empleando M (a), ME (b), MA (c), y MAE (d). Las
condiciones de inmovilizacién de la enzima y de reaccion se detallan en el texto. Las lineas
continuas indican el espectro a diferentes tiempos: t = 0 (Iinea negra), t = 4 h (linea roja). Las
lineas discontinuas indican A = 485 nm. Los simbolos negros en b) y d) indican los puntos

pseudoisosbésticos.

5.3.3.1. Efecto de la temperatura de inmovilizacion sobre la actividad catalitica. En la
Secciéon 5.3.2.4 se demostré que la temperatura de inmovilizaciéon afectaba la carga
enzimatica (Q) de las membranas. La Figura 5.9 muestra que tanto para una inmovilizacion
por adsorciéon (ME) como por unién covalente (MAE), los valores de Q se incrementaban
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con el aumento de temperatura de inmovilizacién. Sin embargo, un alto valor de Q no

implica una alta actividad enzimética, ya que es posible que la enzima inmovilizada a altas
temperaturas no conserve su actividad. Por esta razdn, se evalud el efecto de la temperatura
de inmovilizacién de la HRP sobre la actividad catalitica de las membranas ME y MAE.

La Figura 5.12 muestra los perfiles de decoloracién de OII con P en presencia de
MAE y ME, ambos biocatalizadores sintetizados empleando temperaturas de inmovilizacién
de 20 y 40°C. En general, se observa que durante la oxidacioén enzimética de OII utilizando
los biocatalizadores sintetizados a 20°C, la concentracién del colorante disminuyé
rdpidamente desde 0.045 mM hasta estabilizarse en un valor minimo cercano a 0.005 mM,
luego de 0.6 horas de iniciada la reaccién. Por el contrario, cuando los biocatalizadores
fueron sintetizados a 40°C, la concentracion de OII solo alcanzé un valor de

aproximadamente 0.02 mM en ese mismo tiempo.
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Figura 5.12. Decoloracién de OII con P en presencia de MAE (a) y ME (b) sintetizados a

20°C (circulos negros) y 40 °C (tridngulos rojos). Las condiciones de inmovilizacién de la

enzima y de reaccion se detallan en el texto. Las barras indican el desvio estandar.
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A partir de los datos de la Figura 5.12 se calcul6 velocidad especifica inicial de
decoloracion (V.py, mM/h/cmz) para cada caso. La Figura 5.13 muestra que con los
materiales sintetizados a 20°C se obtuvieron valores aproximadamente tres veces mayores de
V.po con relacién a los sintetizados a 40°C. Nétese que este resultado contrasta con los datos
mostrados en la Figura 5.9 respecto de la carga enzimatica (Q), en donde se muestra que a
40°C los valores de Q eran entre un 50 y un 100% mayores que a 20 °C. Por lo tanto, resulta
evidente el efecto negativo que tiene una temperatura de incubacién de 40°C en la pérdida de

actividad de la enzima inmovilizada.

0.20
<~ HE VE
g 0.15 - [/ MAE
<
= i
é 0.10
a
o 0.05 4
>
0.00
20 40

Temperatura de inmovilizacion (°C)

Figura 5.13. Efecto de la temperatura de inmovilizacién en la velocidad especifica inicial de
decoloracién de OII (V.pg) de las ME (barras negras) y MAE (barras grises). Las condiciones

de inmovilizacién de la enzima y de reaccién se detallan en el texto.
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Para confirmar lo observado en la Figura 5.13, se estudi6 el cambio de la actividad
de la HRP en fase homogénea en funcién del tiempo de incubacién a 40 °C. Se prepar6 una
solucién de HRP (100 mg/L) en buffer fosfato (100 mM). Luego, esta solucién se mantuvo a
40 °C. A diferentes tiempos se sacaron muestras, se termostatizé a 20 °C, y se determiné la
actividad peroxidasa de la muestra mediante el ensayo estindar de decoloracién de OII con
P. La Figura 5.14 muestra que la actividad peroxidasa relativa al inicio del experimento
(AP,) result6 aproximadamente constante durante las primeras siete horas. A partir de
entonces, se observd un paulatino descenso de AP,, llegando a obtenerse apenas un 25% del
valor inicial a las 60 h. El efecto de la temperatura en la actividad enzimdtica es muy
variable y depende de cada enzima en particular. Por ejemplo, Altunkaya y Gokmen (2011)
reportaron que temperaturas superiores a 30 °C afectaron negativamente la actividad de una
peroxidasa de lechuga. Sin embargo, la temperatura 6ptima de las peroxidasas puede variar

entre diferentes especies de plantas (Hu y col., 2012).
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Figura 5.14. Efecto del tiempo de incubacion a 40°C en la actividad peroxidasa relativa
(AP,). Los resultados se expresan como porcentaje del valor inicial. Las barras indican los

valores de la desviacion estandar.
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5.3.3.2. Efecto del pH en la actividad catalitica de ME y MAE. Como se trat6 en el
Capitulo 3, el pH del medio de reaccién influye significativamente en la actividad catalitica
de la HRP en fase homogénea. En esta Seccién se estudi6 el efecto del pH en la actividad de
los biocatalizadores obtenidos por inmovilizacién por adsorciéon (ME) o unién covalente
(MAE). De acuerdo a los resultados de la Seccién anterior, se empled una temperatura de
20°C durante la inmovilizacién de la HRP sobre las membranas. La Figura 5.15 muestra el
efecto del pH en la velocidad especifica inicial de decoloracién (V.pg) correspondiente a ME
y MAE. En contraste con la oxidacion a pH 5 y 7, se observa que V., aumentd
aproximadamente 10 veces cuando la oxidacién se realizé a pH 9. Estos resultados son
similares a los informado en el Capitulo 3 durante el estudio de la enzima en fase
homogénea, donde se demostré que a pHs comprendidos entre 9 y 10 se obtenia la mayor
actividad de la enzima. Esto indica que el pH condiciona a la enzima inmovilizada de la

misma forma que si estuviera libre en solucién.
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Figura 5.15. Efecto del pH en la velocidad inicial especifica de decoloracién de OII (Vepo)
catalizada por ME (barras negras) y MAE (barras gris). En este caso la inmovilizacion se
realizo a 20 °C. Condiciones de reaccion: Olly= 0.045 mM, Py = 0.090 mM. V:=4.4 mL.
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5.3.3.3. Ensayos de reutilizacion de los biocatalizadores ME y MAE. La retencion de
enzimas en medios sélidos insolubles permite su reutilizacién (Mateo y col., 2007; Zdarta y
col., 2018a). Con el objetivo de evaluar su estabilidad frente a usos repetidos, los
biocatalizadores ME y MAE sintetizados empleando una temperatura de inmovilizacién de
20 y 40°C, fueron utilizados en diferentes ciclos de oxidacién de OII con P a pH 9. La Tabla
5.5 muestra que independientemente del método de inmovilizacién de la enzima (adsorcién o
unién covalente) y de la temperatura de inmovilizacién (20 o 40°C), los biocatalizadores
mantuvieron actividad enzimética durante 2 ciclos de oxidacién de OIl. Ademads, la Tabla
5.5. muestra que tanto ME como MAE sintetizados empleando una temperatura de
inmovilizacion de 20°C tenfan una actividad de 3 a 5 veces mayor que cuando se sintetizaron
a 40°C, en concordancia con lo comentado en la Seccién 5.3.3.1 y confirmando el efecto
negativo de esta temperatura en la actividad de la enzima inmovilizada. La Tabla 5.5 muestra
ademds que luego del tercer uso en la reaccién de decoloracién de OII, los valores de
velocidad especifica de decoloracién (V.po) fueron similares en todos los casos estudiados,
sugiriendo que el proceso de decoloracién en esta etapa se debia principalmente a la

adsorcion del OII sobre las membranas.
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Tabla 5.5. Reutilizacién de los biocatalizadores inmovilizados en ensayos de oxidacién de
OII en presencia de perdxido de hidrégeno.V.p: actividad especifica de las membranas. AP:

actividad peroxidasa en la solucién remanente.

Temperatura de inmovilizacion

40°C 20°C
Veno Veno AP
Muestra  Uso
(mM/h/em?®) x10™ | (mM/h/em®) x10°  (mM/h)x10”

1 38+4 145+8 177+ 13
ME 2 5+£2 27 +4 15+4

3 2+2 2+2 5+1

1 66 +5 170 £ 14 216 + 38
MAE 2 18+6 39+£3 2515

3 343 2+1 4+2

ME: HRP inmovilizada por adsorcién. MAE: HRP inmovilizada por unién covalente.

La disminucién de la actividad de biocatalizadores inmovilizados en funcién del uso
y del tiempo de reaccién es un problema muy comiin reportado en la literatura. Segin
diversos autores este problema se debe a la lixiviacion de las enzimas desde el soporte hacia
la solucién (Niu y col., 2013; Xu y col., 2013; Panatdasirisuk y col., 2015). Para verificar
esto, una vez finalizada la reaccion de decoloracién empleando los biocatalizadores, los
mismos fueron retirados y se realizaron ensayos de actividad peroxidasa (AP) de la solucién
remanente. Nétese que la dnica fuente de HRP eran las membranas, por lo tanto, una vez
retiradas las mismas de la solucidn, todo rastro de actividad enzimatica en solucion indicaba
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lixiviacion de enzima. Ademds se determind la cantidad de HRP lixiviada hacia la fase
homogénea mediante el método de Bradford, pero no hubo reproducibilidad en los resultados
debido a la baja concentracién de proteina en la mezcla de reaccion.

En la Tabla 5.5 compara la actividad especifica de las membranas ME y MAE (V.po)
con la actividad peroxidasa (AP) en la mezcla de reaccién al finalizar cada ciclo de uso en
oxidacién de OII. Se observa que existe una proporcionalidad entre la actividad de las
membranas y la actividad peroxidasa del sobrenadante, sugiriendo que en realidad las
membranas estaban actuando como dosificadores de enzima, es decir, liberando enzima
hacia la solucién. Los resultados de la Tabla 5.5 indican que luego del tercer uso las
membranas dejaban de tener actividad catalitica apreciable y que ademds ya no liberaban
enzima hacia la solucién. Esto confirmaba que la pérdida de actividad de las membranas era
principalmente por lixiviacién de la HRP hacia la solucién.

Diferentes autores informan que una HRP soportada sobre diferentes materiales
poliméricos electrohilados mantenia alrededor del 50% de su actividad luego de seis a diez
usos (Niu y col., 2013; Xu y col., 2013, 2015). Sin embargo, en los estudios mencionados la
reusabilidad de los biocatalizadores inmovilizados no fue evaluada mediante una reaccién de
remocién completa de un cierto contaminante modelo (tal como el OIl empleado en el
presente trabajo), sino que solo fueron evaluados durante 5 minutos por vez empleando la
oxidaciéon de ABTS, un compuesto muy utilizado para determinar actividad enzimadtica, pero
sin relevancia ambiental. Por lo tanto, esos autores en realidad usaron sus biocatalizadores
solamente durante un tiempo total entre 30 y 60 minutos. Por el contrario, en el presente
trabajo de Tesis la reusabilidad de los ME y MAE fue evaluada mediante ensayos de
oxidacién de OII hasta alcanzar la remocion completa del colorante. Dependiendo de la
actividad de los mismos, cada ensayo duraba entre 1 a 6 h. Asi, teniendo en cuenta solamente
los dos primeros usos, el tiempo total de uso de los biocatalizadores desarrollados en el
presente trabajo de Tesis estuvo comprendido entre 4 y 10 h. Por lo tanto, en términos del
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tiempo total de uso, los biocatalizadores desarrollados en la presente Tesis resultaron muy

superiores a los descriptos por Niu y col. (2013) y Xu y col.(2013, 2015).

5.4. CONCLUSIONES

En el presente Capitulo se desarrollaron biocatalizadores basados en la
inmovilizacion de la HRP sobre membranas nanofibrosas de poliuretano. Los
biocatalizadores desarrollados fueron evaluados empleando la reaccién de decoloracién de
orange II (OII) con peréxido de hidrégeno (P). Mediante la técnica de electrohilado se
produjeron membranas nanofibrosas que mantuvieron la integridad de las fibras luego de
tratamientos de funcionalizacién con hipoclorito de sodio y activacién con alil glicidil éter,
asi como la inmovilizacién de la HRP y tres ciclos de oxidacién de OII con P. Los resultados
obtenidos demostraron que la enzima se podia inmovilizar tanto por adsorcién (ME) como
por unién covalente (MAE). La técnica de inmovilizacién covalente fue modificada con
éxito para optimizar la velocidad de decoloracién de OIl. ME y MAE fueron utilizados con

éxito hasta en dos ciclos de oxidacién de OII durante un tiempo comprendido entre 4 y 10 h.
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6.1. INTRODUCCION

Diversos autores han estudiado la inmovilizacién de peroxidasas sobre diferentes
materiales tanto organicos (Niu y col., 2013; Xu y col., 2013; Zhang y col., 2014) como
inorgdnicos (Takahashi y col., 2000; Wei y col., 2002; Gomez y col., 2006; Chouyyok y col.,
2009; Jain y col., 2016). Entre los materiales inorgdnicos se destacan las diatomitas, el cual
es un material econémico debido a que hay abundantes yacimientos en Argentina (Takai,
2003). En general, las diatomitas poseen una estructura porosa con elevada drea superficial,
caracteristicas deseables en soportes para la inmovilizacién de enzimas (Okita, 2007;
Caliskan y col., 2011; Inchaurrondo y col., 2017; Cacciotti y col., 2019).

Las diatomitas son acumulaciones sedimentarias de esqueletos siliceos (fristulas) o
plantas acudticas microscépicas conocidas como diatomeas (Liu y col., 2012; Inchaurrondo y
col., 2016; De Tommasi y col., 2017). El material estd compuesto principalmente por silice
opal, pero también contiene alimina, hierro, 6xidos de metales alcalinos, y pequeiias
cantidades de impurezas tales como P,Os y TiO, (Inchaurrondo y col., 2016; Cabrera y col.,
2017; Zheng y col., 2018; Cacciotti y col., 2019). Aunque las diatomitas han sido utilizadas
como soportes de catalizadores para diversas reacciones de quimica orgdnica y como
adsorbentes (Caliskan y col., 2011; Inchaurrondo y col., 2016; Inchaurrondo y col., 2017;
Deng y col., 2019), su empleo como soporte de enzimas ha sido poco estudiado (Cabrera y
col., 2017; Cabrera y col., 2018). En particular, de acuerdo a la revisién bibliografica
realizada, no se encontraron estudios de inmovilizacion de peroxidasas sobre diatomitas.

En el presente Capitulo se estudié la inmovilizacién de la enzima HRP sobre
diatomitas funcionalizadas con 3-(aminopropil)trimetoxisilano (APTES) y activadas con
glutaraldehido (G). Este procedimiento tiene como objetivo incrementar el contenido de
proteina inmovilizada sobre el soporte y reducir la lixiviacién de la enzima (Shaw y col.,

2006; Cabrera y col., 2017; Bilal y col., 2018). La técnica de inmovilizacién por silanizacién
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del soporte empleando APTES y G fue seleccionada debido a que es muy versdtil y se

emplean reactivos de bajo costo y facilmente disponibles (Zucca y Sanjust, 2014).

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Sustancias quimicas y reactivos

Las diatomitas empleadas fueron adquiridas en un comercio local. Las mismas
fueron extraidas de un depdsito del mineral situado en Ing. Jacobacci, Rio Negro. La
peroxidasa de rdbano picante (HRP) Tipo I, el orange II (OII), (3-aminopropil)trietoxisilano
(APTES) y glutaraldehido (G) eran de Sigma-Aldrich. Todas los demés reactivos utilizados
en este trabajo fueron de Anedra (San Fernando, Argentina). Para mds detalles, revisar lista

de sustancias y reactivos del Capitulo 2.

6.2.2. Procedimiento de inmovilizacién

En la Figura 6.1 se esquematiza el procedimiento de sintesis de los biocatalizadores
inmovilizados. Debe destacarse que el mecanismo de la reaccién de silanizacién es complejo
y aun es objeto de discusion (Briining y Grobe, 1995; Pasternack y col., 2008; J. Huang y
col., 2009; Vashist y col., 2014). La Figura 6.2 muestra el mecanismo propuesto por Vashist
y col. (2014) para la unién del APTES a los grupos silanol superficiales. Por su parte, el G es
un compuesto muy utilizado como agente bifuncional para los soportes funcionalizados
mediante los grupos amino (-NH,) incorporados al soporte a los amonio de la enzima. De
acuerdo a la literatura, ain no es claro el mecanismo de unién G-soporte y G-proteina (X.-J.

Huang y col., 2008; Zucca y Sanjust, 2014) (Fig. 6.3).
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Diatomitas naturales
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Figura 6.1. Procedimiento de inmovilizacién covalente de HRP sobre diatomitas.
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Figura 6.2. Mecanismo de silanizacién con APTES de materiales a base de silice. Adaptado

de Vashist y col. (2014).
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Glutaraldehido
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n Soporte  Praoteina

Figura 6.3. Mecanismos de activacién e inmovilizacién de enzimas sobre materiales

activados con glutaraldehido. Adaptado de Zucca y Sanjust (2014).

Las diatomitas naturales fueron molidas y tamizadas a particulas de 0.65 mm de

tamafio medio. Luego fueron calcinadas a 550 °C durante 4 h para eliminar restos de materia

orgdnica y para mejorar su resistencia mecdnica. Aunque la calcinacién incrementa la

resistencia mecdnica de la superficie de las diatomitas mediante la formacién de grupos

siloxano (-Si-O-Si-), este procedimiento reduce el niimero de grupos silanol (-SiOH) de la

superficie, necesarios para la unién del APTES (Fig.6.2), y por lo tanto, los potenciales sitios

de unién de la enzima (Chaisena y Rangsriwatananon, 2004). Para incrementar los grupos

silanol (-SiOH) y de este modo incrementar el nimero de sitios posibles de unién de la

enzima, se realizé una hidrélisis dcida de las diatomitas calcinadas. Para ello, 1 g de

diatomita calcinada (D) fue sumergido en 25 mL HNO; (5% v/v) a 85 °C durante 1 h.

Finalmente, las diatomitas calcinadas e hidrolizadas (DH) fueron lavadas tres veces con agua

destilada y se secadas a 105 °C durante una noche.
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El estudio de inmovilizacién de la HRP se llevé a cabo en tres etapas, siguiendo el
procedimiento descripto por Gémez y col. (2008). En principio, se injertaron grupos amino
(-NH,) a la superficie de la diatomita mediante su silanizacion con APTES (Fig. 6.2). El
ensayo consistié en sumergir 1 g de diatomitas calcinadas (D) o calcinadas-hidrolizadas
(DH) en 20 mL de APTES (1% v/v en agua destilada). El pH de la mezcla se ajust6 a 3-4
con gotas de HCl 6N. Luego, se agité lentamente durante 2 h a 75 °C. Las diatomitas
silanizadas (DS, DHS) fueron lavadas con agua destilada y secadas durante la noche a 105
°C.

La funcién -NH, introducida sobre la superficie de la diatomita fue activada con
glutaraldehido (Fig. 6.3). Para esto, 1 g de diatomitas silanizadas se mezclé con 25 mL de
una solucién de glutaraldehido (2.5% v/v) preparada en buffer fosfato (100 mM, pH 7) y se
agité durante 1 h a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, las diatomitas activadas
(DSG, DHSG) fueron lavadas con el mismo buffer para eliminar el exceso de glutaraldehido.
Posteriormente, la HRP se inmovilizé haciendo reaccionar los grupos amino (-NH,) de la
enzima con los grupos aldehidos de la superficie de las diatomitas activadas (Fig. 6.3)
poniéndolas en contacto con 25 mL de soluciones de HRP (125 — 1000 mg/L) preparadas en
buffer fosfato (100 mM, pH 7) durante distintos tiempos a temperatura ambiente. Luego, las
diatomitas con la enzima inmovilizada (DSGE, DHSGE) fueron lavadas para eliminar los
restos de enzima 14bil (no unida covalentemente). En paralelo, se llevaron a cabo estudios
adicionales de inmovilizaciéon de la enzima por adsorcién fisica sobre las diatomitas
calcinadas (DE). Para ello, 1 g de diatomita calcinada (D) fue sumergido en 25 mL de una
solucién de HRP (1000 mg/L) bajo las condiciones descriptas previamente. En todos los
casos, los biocatalizadores obtenidos (DSGE, DHSGE, DE) fueron secados a vacio durante

toda la noche y almacenados a 4 °C.
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6.2.3. Determinacion de proteina inmovilizada

La carga especifica de enzima inmovilizada sobre las diatomitas (Q, mgHRP/gD) fue
calculada a partir de la diferencia de concentraciéon de proteina en la mezcla de
inmovilizacién antes y después del agregado de las diatomitas activadas con glutaraldehido.
La concentracién de proteina en la mezcla de inmovilizacion se midié empleando el método
de Bradford (Bradford, 1976). En el Capitulo 2 se describe a detalle el procedimiento para

determinacion de proteina (Seccidn 2.2.3) y los célculos realizados (Seccién 2.2.4).

6.2.4. Caracterizacion de las diatomitas y de los biocatalizadores

El material soporte (D), asi como los biocatalizadores (DSGE, DHSGE, DE) fueron
caracterizados mediante las técnicas tradicionales de caracterizacién de materiales: DRX,
FRX, FTIR, SEM/EDX, TGA y drea superficial BET. En el Capitulo 2 (Seccién 2.3) se

describen en detalle las técnicas empleadas.

6.2.5. Evaluacion de los biocatalizadores

6.2.5.1. Ensayos de actividad catalitica. La actividad catalitica de los biocatalizadores se
evalu6 empleando la reaccién de decoloracion de orange II (OII) con peréxido de hidrégeno
(P). Diferentes cantidades (40 — 140 mg) de biocatalizador (DE, DSGE, DHSGE) fueron
sumergidas en tubos de ensayo que contenian 4 mL de buffer fosfato (BF) 100 mM (pH 9).
Luego eran adicionados 0.2 mL de OII (1 mM) y la reaccién se iniciaba con el agregado de
0.2 mL de H,O, (2 mM). Cabe destacar que, al igual que en el Capitulo 5, las condiciones
iniciales fueron seleccionadas de tal forma que el peréxido siempre estuviera en exceso
respecto a OIl. De acuerdo a las concentraciones iniciales de P y Oll, la relacién Py/S, fue en
todos los casos igual a 2 mol/mol. Una vez finalizado cada ensayo de oxidacién de OII con
P, los biocatalizadores (DE, DSGE, DHSGE) eran lavados tres veces con la solucion de
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buffer fosfato (pH 9) con el objeto de eliminar restos de reactivos y se almacenaban a
temperatura ambiente. Al siguiente dia, eran utilizados en ensayos de remocién de OII con P
(pH 9). Este procedimiento se repitié durante una semana. Cada vez que finalizaba la
reaccion, se retiraba el biocatalizador y se determinaba la actividad peroxidasa en solucién
(AP, mM/h) para evaluar la lixiviacion de la enzima hacia la fase homogénea. Finalizado
cada ensayo de la oxidacién de OII en presencia de DE, DSGE, DHSGE, se tomaba 1 mL
del sobrenadante de cada reaccién. Luego, este sobrenadante se hacia reaccionar con 0.05
mL de OII (1 mM) y 0.05 mL de P (2 mM). Todas las soluciones fueron preparadas en BF
100 mM a pH 9. La actividad peroxidasa (AP, mM/h) se obtuvo a partir de la pendiente de la
curva de absorbancia (A, a.u.) en funcién del tiempo (t, h) medida en un espectrofotémetro
Shimadzu UV-1800. Como experimentos control de oxidacién se realizaron ensayos de
decoloracién de OII con P en presencia de la diatomita calcinada (D) bajo las condiciones

mencionadas anteriormente.

6.2.5.2. Estudios de adsorcion. Se evalu6 la capacidad de adsorciéon de OII sobre la
diatomita calcinada (D) y sobre los biocatalizadores estudiados (DE, DSGE, DHSGE). Los
ensayos de adsorcién se llevaron a cabo en buffer fosfato 100 mM, pH 9. Se pusieron en
contacto soluciones de OII (0.045 mM) con 40 mg del material en estudio y se agité de
forma continua durante 6 h. Todos los ensayos fueron realizados a temperatura ambiente (20

+2°C).

6.2.5.3. Ensayos en reactor tipo columna de flujo ascendente. Se realizaron ensayos en un
reactor tipo columna de flujo ascendente (Fig. 6.4) rellena con el biocatalizador DSGE.
Como columna se empled un tip de 10 mL al cual se le colocé una base de aproximadamente
20 mm de esferas de vidrio de 2 mm de didmetro y 5 g de DSGE. La parte superior se cerrd
con un tapon de silicona el cual era atravesado por un tubo para permitir la salida del liquido.
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Los experimentos consistieron en recircular 200 mL de una solucién de OII (0.1 mM, buffer
fosfato 100 mM pH 9) hacia la columna empleando una bomba peristaltica con un caudal de
900 mL/h. A diferentes tiempos se obtuvieron los espectros UV/Visible de la mezcla de
reaccion. Se recirculd la solucién hasta que se observé una concentracién constante de OII, y
se tom6 una muestra para evaluar la actividad peroxidasa (AP) en fase homogénea. La
oxidacién de OII se inicié alimentando el per6xido de hidrégeno (2.6 mM) con un caudal de
20 mL/h. Nuevamente, se obtuvieron los espectros UV/Visible de la mezcla de reaccién en
funcién del tiempo. Al finalizar la etapa de reaccion, se tomé una muestra de liquido para
evaluar la actividad peroxidasa (AP) de la solucién debido a la lixiviacién de la enzima.
Finalmente, la columna fue lavada con 100 mL de buffer fosfato para ser reutilizada en otro

experimento.

A
20 i\!l

o

Ul EUaC

1. Adicion de peroxido de hidrogeno 4. Columna de DSGE
2. Sustrato reductor (OII) 5. Salida de la columna
3. Entrada a la columna 6. Bombas peristalticas

Figura 6.4. Esquema del reactor tipo columna de flujo ascendente empleado en los estudios

de oxidacién de Orange II con perdxido de hidrégeno catalizada por DSGE.
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6.2.5.4. Estabilidad de los biocatalizadores. Se estudié la estabilidad de los
biocatalizadores durante el almacenamiento seco a 4 °C. Para ello se evalud la actividad de
los biocatalizadores recién preparados y luego de un mes de almacenamiento empleando el
ensayo tipico de decoloracién de OII (0.045 mM) en presencia de P (0.09 mM) en BF a pHO9.
Se evalud también la estabilidad del biocatalizador DSGE en medio humedo. En este caso,
DSGE fue almacenado a 4 °C durante un mes en un medio himedo (40 mg DSGE en 5 mL
de BF 100mM, pH 9). Pasado este tiempo se evalud la actividad del DSGE utilizado el

ensayo de decoloracién de OII (0.045 mM) con P (0.09 mM).

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

6.3.1. Inmovilizacion de la enzima sobre diatomitas calcinadas

Las diatomitas acondicionadas por calcinacién (D) (Fig. 6.5) fueron utilizadas como
soporte para la inmovilizacién de la enzima HRP siguiendo la técnica descripta por Gémez y
col. (2008). De acuerdo a esos autores, con el objeto de maximizar la carga especifica de
enzima inmovilizada (Q, mgHRP/gD) se deben estudiar las siguientes variables:

- Tiempo de inmovilizacién

- Concentracién de enzima en la mezcla de inmovilizacién

- Hidrdlisis acida superficial del soporte
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Figura 6.5. Diatomitas calcinadas (D), soporte para la inmovilizacién de la enzima HRP.

6.3.1.1. Tiempo de inmovilizacion. La Figura 6.6 muestra el cambio de la carga especifica
de enzima inmovilizada (Q, mgHRP/gD) en funcién del tiempo de inmovilizacién. Se
observa que bajo las condiciones ensayadas los valores de Q alcanzaron un maximo de
aproximadamente 8.4 mgHRP/gD entre las 15 y 24 h de contacto a temperatura ambiente.
De acuerdo a este resultado, por comodidad operativa todos los ensayos siguientes se

realizaron empleando un tiempo de inmovilizacién de 24 h.
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Figura 6.6. Carga enzimatica especifica (Q) en funcién del tiempo de inmovilizacion.
Condiciones: 1g DSG, 20 °C, pH 7. Concentracién de enzima en la mezcla de

inmovilizacién: 1000 mg/L. Los valores de Q se expresan con su correspondiente desviacion

estandar.

6.3.1.2. Concentracion de enzima en la mezcla de inmovilizacion. De acuerdo a la
literatura (Gomez y col., 2006; Bilal y col., 2018), asi como lo comentado en el Capitulo 5,
el aumento de concentraciéon de HRP en la mezcla de inmovilizacién produce un incremento
de Q y en consecuencia, una mayor actividad catalitica del material. Por tal motivo, se
estudié la inmovilizacién de la enzima durante 24 h empleando diferentes concentraciones
de enzima en la mezcla de inmovilizacién. La Figura 6.7 muestra que Q aument$ de forma
aproximadamente lineal en funcién de la concentracion de HRP en la inmovilizacion,
alcanzando un maximo de 8.9 + 0.4 mgHRP/gD.

A partir de los resultados obtenidos se decidié que los siguientes experimentos de
inmovilizacién de HRP sobre diatomitas se llevarian a cabo por 24 h empleando 1000 mg/L

de HRP en la mezcla de inmovilizacién. Cabe mencionar que para no incrementar demasiado
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los costos asociados al uso de enzima, la concentracion de HRP en la mezcla de

inmovilizacién nunca fue superior a 1000 mg/L.
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Figura 6.7. Efecto de la concentracion de enzima en la mezcla de inmovilizacién sobre los
valores de Q. Condiciones de inmovilizacién: 1g DSG, 20 °C, pH 7 por 24 h. Los valores de

Q se expresan con su correspondiente desviacion estandar.

6.3.1.3. Efecto de la hidrolisis superficial del soporte sobre la carga enzimatica. Los
grupos silanol (-SiOH) sobre la superficie de materiales a base de silice son indispensables
para la inmovilizacién de enzimas mediante unién covalente empleando APTES (Caliskan y
col., 2011; Zucca y Sanjust, 2014; Zdarta y col., 2018). Aunque el proceso de calcinacién de
las diatomitas incrementa su resistencia mecdnica, también favorece la formacién de grupos
siloxano (-Si-O-Si-) en la superficie de las diatomitas, reduciendo el nimero de sitios de
unién del APTES. La literatura indica que este problema puede revertirse, al menos en parte,
mediante un pretratamiento dcido el cual favorece la ruptura de los puentes siloxano,

restableciendo los grupos -SiOH superficiales (X.-J. Huang y col., 2008; Inchaurrondo y
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col., 2016; Cabrera y col., 2017; Inchaurrondo y col., 2017). Por lo tanto, durante la sintesis
de los biocatalizadores se introdujo un paso de hidrdlisis 4cida de las diatomitas calcinadas
(D) con el objetivo de incrementar los grupos silanol y de este modo incrementar Q.

En la Figura 6.8 se comparan los resultados obtenidos de carga enzimdtica de los
biocatalizadores a base de diatomitas calcinadas con la enzima unida covalentemente
(DSGE) y con el paso intermedio de hidrélisis (DHSGE). A efectos comparativos, también
se muestra la carga enzimdtica correspondiente a los biocatalizadores obtenidos por
adsorcioén de la HRP sobre diatomitas calcinadas (DE). Cuando la HRP se inmovilizé por
unién covalente sobre las diatomitas calcinadas (DSGE), los valores de Q fueron
practicamente el doble con relacién a la inmovilizacién por adsorciéon (DE). Esto era de
esperarse, ya que mediante la funcionalizacién y activaciéon de los soportes se puede
incrementar el contenido de proteina inmovilizada (Shaw y col., 2006; Cabrera y col., 2017).
Sin embargo, la carga de enzima inmovilizada sobre diatomitas pretratadas con dcido nitrico
(DHSGE) fue menor a DSGE y practicamente similar a la obtenida por adsorcién (DE).
Segun varios autores, ésto podria deberse a que los soportes muy reactivos provocan un
injerto masivo del APTES, lo que conlleva la acumulacién excesiva de grupos funcionales
inestables, afectando la activacién del material y posterior inmovilizacién de las enzimas.
Otra posibilidad es que el dcido nitrico haya provocado un bloqueo de los sitios de unién, por

nitracion dcida de los grupos silanol (Zucca y Sanjust, 2014; Zdarta y col., 2018).
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Figura 6.8. Carga enzimatica (Q) correspondiente a los biocatalizadores obtenidos mediante
diferentes técnicas de inmovilizacién: adsorcién (DE), inmovilizacién covalente (DSGE),
inmovilizacién covalente con pretratamiento dcido (DHSGE). Condiciones de
inmovilizacién: concentracién de enzima = 1000 mg/L, 20 °C, pH 7, 24 h. Los valores de Q

se expresan con su correspondiente desviacion estandar.

6.3.2. Caracterizacion de las diatomitas naturales y los biocatalizadores obtenidos

6.3.2.1. Microscopia electréonica de barrido (SEM). Las Figuras 6.9 y 6.10 muestran
ejemplos de micrografias SEM de la diatomita calcinada (D), funcionalizada (DSG), y con la
enzima inmovilizada (DSGE) empleadas en el presente trabajo de Tesis. En general, se
observaron fristulas simétricas con estructura porosa y formas que se asemejan a un disco o
a un cilindro, de didmetros entre 8 y 16 um. En un trabajo anterior (Inchaurrondo y col.,

2016), las diatomitas fueron identificadas como Aulacoseira alpigena y Fragilaria.
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Figura 6.9. Micrografias SEM de las frustulas identificadas en las muestras de a) diatomitas

calcinadas (D), b,c) funcionalizada (DSG), y d) con la enzima inmovilizada (DSGE).

Magnificacion de las micrografias: 1500 X. Condiciones de inmovilizacion: Ver la Fig. 6.8.

La Figura 6.10 muestra que las frdstulas parecen mantener su estructura luego de la
modificacién superficial y la inmovilizaciéon de la enzima. Ademads, se observan algunos
aglomerados sobre la superficie de las fristulas, obstruyendo posiblemente los poros del
material. Diferentes autores han reportado la presencia de aglomerados sobre los poros de
diferentes materiales inorgdnicos (montmorillonita, diatomita) a causa de Ia
aminofuncionalizacién e inmovilizacion de distintas enzimas (Gopinath y Sugunan, 2007;

Cabrera y col., 2017).
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Figura 6.10. Micrografias SEM de: a) diatomitas calcinadas (D), b) activadas (DSG), y ¢)
con la enzima inmovilizada (DSGE). Magnificacion de las micrografias: 30000 X.

Condiciones de inmovilizacién: Ver la Fig. 6.8.

6.3.2.2. Area BET. La Figura 6.11 muestra las isotermas de adsorcién-desorcion de

nitrégeno gaseoso (N,) para las muestras de diatomita con enzima inmovilizada (DE, DSGE,
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DHSGE) y sin enzima (D, DSG). Como regla general, la Figura 6.11 muestra isotermas con
un incremento pronunciado del volumen adsorbido de N, a una presioén relativa (P/Po)
alrededor de 0.90, y una fase de histéresis evidente durante la etapa de desorcién que se
inicia cerca a P/Po = 0.45. De acuerdo a la clasificacion IUPAC (Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada), estas isotermas corresponden al Tipo IVa, tipicas de adsorbentes
mesoporosos (Asouhidou y col., 2009; Thommes y col., 2015). La Figura 6.11 también
muestra que el volumen adsorbido a P/Po = 0.98 y 0.45 disminuy6 cuando la diatomita fue
modificada con APTES y glutaraldehido (Fig. 6.11c), y también en los casos en que se
inmoviliz6 la enzima (Fig. 6.11b,d,e). Estos resultados sugieren que se produjo una
alteracion de la distribucién del tamafio de poro de la diatomita luego del procedimiento de
inmovilizacién. Dicha distribucién del tamaiio de poro fue estudiada graficando la derivada
(DVA) del volumen adsorbido de N, en funcién del ancho medio de poro (Fig. 6.12). En
términos generales, los perfiles DVA (Fig. 6.12) mostraron un comportamiento similar en
todas las muestras, con una distribucién de poros centradas en 3.8 y 9.5 nm. Sin embargo,
fue evidente una disminucién en el volumen de los poros a medida que se iba incorporando
fraccion orgédnica a las diatomitas (D).

La Tabla 6.1 muestra los valores del area superficial BET (A), el volumen (V), y
ancho medio de poro (b) de las muestras de diatomita antes y después de la inmovilizacién
de la peroxidasa. De acuerdo a la Tabla 6.1 , los valores de A, V y b para la muestra D
fueron 95.73 cm®/g, 0.37 cm’/g y 10.63 nm, respectivamente. Nétese que, en contraste con
D, el valor de A (84.08 cm2/g) para DE (enzima adsorbida sobre D) result6 inferior, mientras
que V (0.36 cm’/g) y b (10.87 nm) fueron practicamente similares. Chouyyok y col. (2009)
reportaron disminuciones de hasta un 40 % en el 4rea de superficie BET en materiales
mesoporosos de silica (MCM-41, SBA-15 y MCF) luego de la adsorcién de una HRP. Por su
parte, en la Tabla 6.1 también se observa que cuando la diatomita fue funcionalizada con
APTES y glutaraldehido (DSG), los valores de A (50.71 cmz/g) y V (0.29 cm3/g)
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disminuyeron marcadamente. Mientras que b (12.61 nm) tuvo un leve aumento. Asouhidou y

col. (2009), reportaron disminuciones alrededor del 50% en los valores de A 'y V luego de

silanizar con APTES una silica mesoporosa. Gopinath y Sugunan (2007) informaron

descensos cercanos al 30% en A 'y V luego de funcionalizar con APTES y glutaraldehido una
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Figura 6.11. Isotermas de adsorcién-desorcién de N, para: a) D, b) DE, ¢) DSG, d) DSGE, e)

DHSGE. Condiciones de inmovilizacién: Ver la Fig. 6.8.
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Figura 6.12. Distribucién de diametro de poro para D (circulos negros), DE (tridngulos
rojos), DSG (cuadrados verdes), DSGE (rombos azules), y DHSGE (tridngulos grises).

Condiciones de inmovilizacién: Ver la Fig. 6.8.

Tabla 6.1. Area de superficie BET (A), volumen (V) y ancho (b) de poro para las muestras
de diatomita calcinada (D) y activada (DSG), y con la HRP inmovilizada (DE, DSGE,

DHSGE). Condiciones de inmovilizacién: Ver la Fig. 6.8.

Muestra A (mZ/g) A% (cm3/g) b (nm)

D 95.73 0.37 10.63
DE 84.08 0.36 10.87
DSG 50.71 0.29 12.62
DSGE 57.03 0.29 11.54
DHSGE 53.79 0.27 12.79
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6.3.2.3. Difraccion de rayos X (DRX). La Figura 6.13 muestra los diagramas DRX de la
diatomita calcinada antes (D) y después de la inmovilizacién de la HRP mediante las
diferentes técnicas estudiadas (DE, DSGE, DHSGE). En términos generales, se observa una
banda ancha alrededor de 25° relacionada con la fase amorfa de la silice (Zheng y col.,
2018; Cacciotti y col., 2019; Deng y col., 2019). Ademads, los difractogramas demuestran la
presencia de cuarzo (27°), albita (28°, 24°, 22°), calcita (29°) y nontronita (5-6°). Por su parte,
no se observaron grandes cambios en la estructura de la diatomita luego de la inmovilizacién
de la enzima. Se observa solamente un pico cercano a 9°, el cual aumenta levemente en
intensidad para DSGE y DHSGE respecto de D o DE. De acuerdo con An y col. (2015), la
inmovilizacién de enzimas en el espacio entre capas de minerales arcillosos produce la
aparicién de un pico a 8.9° el cual aumenta en intensidad con el incremento de enzima
inmovilizada. Gopinath y Sugunan (2007), reportaron cambios en la distancia interplanar
cuando inmovilizaron una a-invertasa, tanto por adsorcién como por unién covalente, sobre
una montmorillonita funcionalizada con APTES y glutaraldehido. Resultados similares
fueron reportados por Mansilla y col. (2018), quienes inmovilizaron por adsorcién y unién

covalente una superdxido dismutasa sobre bentonita.
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Figura 6.13. Difractogramas DRX correspondientes a D (rojo), DE (celeste), DSGE (verde) y
DHSGE (azul). Condiciones de inmovilizacién: Ver la Fig. 6.8.
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6.3.2.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier de reflectancia difusa
(DRIFT). Se emple6 la técnica DRIFT para identificar los grupos funcionales contenidos en
la superficie de la diatomita antes y después de la inmovilizacién de la enzima. La Figura
6.14 muestra el efecto de las diferentes modificaciones superficiales realizadas sobre la
diatomita en el espectro IR. Cuando la diatomita calcinada (D) se silanizé con APTES (DS),
se observé la aparicién de un pico alrededor de 1520 cm™, el cual estd relacionado a los
modos de deformacién del grupo -NH, (Hu y col., 2013; Majoul y col., 2015; Nayak y col.,
2019). Segun Majoul y col. (2015), el espectro FTIR del APTES muestra dos picos
caracteristicos alrededor de 1600 y 2960 cm™, relacionados con la vibracién del grupo
terminal -NH, (1600 cm™) y las vibraciones de estiramiento asimétricas y simétricas de la
cadena hidrocarbonada (2960 cm™). Nétese que en las muestras DS y DG (o sea, D en
contacto con glutaraldehido), el pico correspondiente a la cadena carbonada (2960 cm™) no
se percibi6 con claridad. No obstante, este pico fue muy notorio cuando D fue silanizada con
APTES y activada con glutaraldehido (DSG) debido al aumento de la fraccién orgdnica
sobre la diatomita. Ademads, en DSG no se observé el pico correspondiente al terminal -NH,
del APTES (1520 cm™). Esto podria ser un indicador de la eficiente aminofuncionalizacién y
posterior activacion de la diatomita calcinada.

Por otra parte, la Figura 6.14 también muestra que en comparacién con D, las bandas
de absorcién a 1630 y 3600 cm™, correspondientes a la vibracién del O-H (Ye y col., 2015;
Deng y col., 2019), aumentaron en intensidad en DSG. Esto podria deberse a la absorcién de
agua a causa de la modificacién superficial de la diatomita. En este sentido, segin Zucca y
Sanjust (2014), el APTES es un organosilano que hace que los soportes funcionalizados sean

mas hidroéfilos.
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Figura 6.14. Espectros de absorbancia IR (DRIFT) de la diatomita calcinada (D), tratada con

glutaraldehido (DG), silanizada con APTES (DS) y activada con glutaraldehido (DSG).

La Figura 6.15 muestra los perfiles de absorcion IR de la peroxidasa inmovilizada.
En principio, para la muestra de HRP son evidentes dos picos alrededor de 1500 y 2960 cm™,
los cuales se relacionan con el grupo amino (-NH,) y la cadena carbonada de la enzima,
respectivamente. Noétese de la Figura 6.15 que a diferencia de D, el pico relacionado con el
grupo -NH, de la enzima (1500 cm™) fue notorio cuando la HRP fue inmovilizada sobre las

diatomitas (DE, DSGE, DHSGE).
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Figura 6.15. Espectros de absorbancia IR (DRIFT) de la HRP (verde), la diatomita calcinada
(D, rojo) y la diatomita con la HRP inmovilizada por diferentes métodos: DE (negro), DSGE

(gris) y DHSGE (celeste). Condiciones de inmovilizacién: Ver la Fig. 6.8.

6.3.2.5. Fluorescencia de rayos X (FRX). El analisis elemental por FRX (Tabla 6.2) mostré
que la diatomita contenfa principalmente hierro (Fe) y silicio (Si), y otros elementos tipicos
de las diatomitas, como calcio (Ca) y aluminio (Al). Estos resultados son similares a los
reportados por Antonides (1998), quien informa que las diatomitas calcinadas contienen un
80 - 90% de SiO,, 2 - 4% de alimina (debido a la presencia de arcillas) y 0.5 - 2% de
hematita.

Con relacién al potasio (K), en la Tabla 6.2 se observa que este elemento se
incrementa significativamente en los biocatalizadores (DE, DSGE, DHSGE) respecto de la
diatomita calcinada (D). Esto se debe a que durante la sintesis de los biocatalizadores, la

diatomita activada con glutaraldehido se pone en contacto con una solucién de enzima, la
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cual esta disuelta en un buffer fosfato de potasio. Durante este paso, parte del K del buffer se
introduce en la estructura del soporte, incrementando asi su presencia respecto de D.

Por otra parte, los resultados de la Tabla 6.2 muestran que entre los elementos que se
pueden detectar con esta técnica, la HRP contenia principalmente azufre (S) y calcio (Ca),
asi como hierro (Fe), plata (Ag) y cloro (Cl). Mientras que Cl y Ag podrian provenir de
residuos de reactivos empleados en las diferentes etapas de purificacion de la enzima, S, Fe y
Ca son elementos que estdn siempre presentes en las peroxidasas. Por un lado, el S forma
parte de ciertos aminoacidos de la cadena polipeptidica de las HRP, mientras que el Fe esta
presente en el sitio catalitico. Por su parte, el Ca tiene una funcién estructural, muy
importante en la estabilidad de la actividad catalitica de la enzima (Laberge y col., 2003).

Las peroxidasas se caracterizan por tener dos centros de protoporfirina IX, los cuales
contienen Fe(Ill) (Hiner y col., 1996; Veitch, 2004; Malvi y col., 2012). De esta forma, cada
molécula de enzima contiene dos dtomos de Fe. Por otra parte, a partir de la secuencia de
aminoécidos de las diferentes peroxidasas disponibles en la base de datos BRENDA, cada
molécula de enzima posee entre 17 y 18 dtomos de S (Bartonek-Roxa y col., 1991; Naatsaari
y col., 2014). De acuerdo a esta informacion, la relaciéon S/Fe para las peroxidasas deberia
estar comprendida entre 8.5 y 9 moles de S por mol de Fe. A partir de los datos mostrados en
la Tabla 6.2 para la HRP y teniendo en cuenta los pesos atémicos de S y Fe, la relacion S/Fe
obtenida para la peroxidasa empleada en el presente trabajo de Tesis es de 9.1 mol/mol, la

cual es similar a la calculada en base a los datos de literatura.
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Tabla 6.2. Composicién quimica (%, en masa) determinada por FRX del material soporte
(D), los diferentes biocatalizadores desarrollados (DE, DSGE, DHSGE) y la enzima sola

(HRP). Condiciones de inmovilizacién: Ver la Fig. 6.8.

Elemento D DE DSGE DHSGE HRP

Al 6.2 55 5.1 55 n.d.
Si 28 27 26 31 n.d.
Cl 0.62 0.53 0.56 0.58 10
K 29 6.4 6.7 9.3 n.d.
Ca 94 9 8.3 5.8 26
Ti 2.7 2.6 2.6 32 n.d.
Fe 50 49 51 44 8.0
S n.d. n.d. n.d. n.d. 42
Ag n.d. n.d. n.d. n.d. 14

Diatomita calcinada (D). Biocatalizador inmovilizado por adsorcién (DE), unién covalente

con (DHSGE) y sin pretratamiento 4dcido (DSGE). n.d.: no detectado.

6.3.2.6. Microscopia electronica de barrido y analisis de dispersion de rayos X
(SEM/EDX). La Tabla 6.3 muestra la composiciéon quimica (como porcentaje en masa)
obtenida por EDX correspondientes a las muestras D, DSG y DSGE. Como regla general, los
espectros EDX mostraron la presencia mayoritaria de silicio (Si), oxigeno (O) y carbono (C),
asi como otros elementos minoritarios tales como hierro (Fe), calcio (Ca), aluminio (Al),
azufre (S), sodio (Na), cloro (Cl), potasio (K), cobre (Cu) y magnesio (Mg). Cabe mencionar
que el nitrégeno (N) no se detect6 en una cantidad cuantificable. Nétese de la Tabla 6.3 que,
cuando la diatomita fue tratada con APTES y glutaraldehido (DSG), el contenido de Siy O

aumentaron sustancialmente. Ademads, también se observa que con relaciéon a D y DSG, el
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contenido de Fe y Ca fue pricticamente duplicado cuando la enzima fue inmovilizada

(DSGE). Esto puede ser un indicador de que la enzima fue inmovilizada, ya que, como se vio

en los resultados de andlisis por FRX (Tabla 6.2), la HRP contenia Ca y Fe en su

composicién (Hiner y col., 1996; Veitch, 2004; Malvi y col., 2012).

Tabla 6.3. Composicién quimica (%, masa) determinados por EDX de la diatomita antes y

después de la modificacién superficial y la inmovilizaciéon de HRP. Condiciones de

inmovilizacién: Ver la Fig. 6.8.

Elementos D DSG DSGE
C 55 %5 28 +5 14 +2
0] 27 +5 39 %5 39 =1
Na 09 0.2 n.d. n.d.

Al 09 £0.2 4 +1 6 £0.3
Si 4 +£2 19 +6 25 %2
S 1 £0.1 n.d. n.d.

Cl 1 £0.5 n.d. n.d.

K 1 +1 04 £0.2 0.8 £0.1
Cu 7 +1 6 1 8 £04
Fe 04 £0.1 2 £1 3 £04
Ca 04 0.1 04 £0.1 1 £0.1
Mg 03 £0.1 1 +1 2 £1

D: Diatomita calcinada. DSG: Diatomita silanizada con APTES y activada con

glutaraldehido. DSGE: Inmovilizaciéon de HRP por unién covalente.
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Las micrografias de la Tabla 6.4 muestran ejemplos tipicos de la distribucién de los
elementos Si, Fe y Ca sobre la superficie de las muestras D, DSG y DSGE. A modo general,
el mapeo de Si, Fe y Ca mostré una dispersién bastante homogénea en todas las muestras
estudiadas, con menor atenuacién en la coloracién de los elementos Ca y Fe. No obstante,
con relacién a la distribucion de Fe, en la muestra DSGE se observaron algunos aglomerados
de color verde intenso, relacionados con el aumento del contenido de Fe tras la

inmovilizacion de la HRP, en concordancia con los resultados mostrados en Tabla 6.3.

Tabla 6.4. Mapas de la distribucién de los elementos Si, Fe y Ca para D, DSG y DSGE.

Condiciones de inmovilizacién: Ver la Fig. 6.8.

Micrografia Distribuciéon de Si Distribucion de Fe  Distribucion de Ca

original
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6.3.2.7. Analisis termogravimétrico (TGA). La estabilidad térmica del soporte con y sin la
enzima fue analizada mediante TGA. A partir de las curvas de descomposicién térmica
(TGA) se calcul6 la derivada de la pérdida de masa (DTGA) como funcién de la temperatura
de descomposicién (Fig. 6.16). El perfil de DTGA durante la degradacién de la HRP (Fig.
6.16a) muestra dos picos caracteristicos a 268 y 520 °C. Estos resultados son similares a los
reportados en la descomposiciéon de albimina de suero bovino (Chen y Gu, 2008). Por su
parte, durante la descomposicion térmica de D (Fig. 6.16b) se observan tres picos alrededor
de 40, 420 y 850 °C. Segun varios autores (Caliskan y col., 2011; Inchaurrondo y col., 2017),
estos picos estdn relacionados con la pérdida de agua libre absorbida en la superficie de la
diatomita (40 °C), la deshidroxilacién de grupos externos de silanol y pérdida de agua en los
poros (420 °C), y el colapso de los poros o la deshidroxilacién de grupos silanol en la
superficie interna de la diatomita (850 °C). La Figura 6.16c muestra la pérdida de masa de la
diatomita sometida a aminofuncionalizacién con APTES y posterior activacién con
glutaraldehido (DSG). Noétese de la Figura 6.16c que, con relacion a D, durante la
descomposicion térmica de DSG se observo una banda ancha adicional alrededor de 600 °C,
la cual se asocia con la degradacién de la fraccién orginica (APTES y glutaraldehido)
incorporada a la superficie de la diatomita (X.-J. Huang y col., 2008; Hu y col., 2013;
Mansilla y col., 2018). Las Figuras 6.16d (DE), 6.16e (DSGE) y 6.16f (DHSGE) muestran la
descomposicion térmica de los biocatalizadores inmovilizados. Nétese que en comparacién
con las muestras sin enzima (D, DSG), en las Figuras 16d-f se observa un pico adicional a
aproximadamente 300 °C, posiblemente debido a la descomposicion de la HRP unida al
soporte.

La Tabla 6.5 muestra la masa residual luego de la descomposicién térmica a 900 °C
de las diferentes muestras estudiadas. Como era de esperarse, las muestras completamente
organica (HRP) y la inorganica (D) tuvieron los valores mas bajos (0%) y altos (95%) de
masa residual, respectivamente. Ademds, la Tabla 6.5 muestra que conforme se iba
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incorporando fraccion orgénica sobre D, la masa residual iba disminuyendo. Los resultados
obtenidos son compatibles con los del andlisis de DRX, FTIR y EDX, los cuales sugieren la
efectiva aminofuncionalizacién y activacion de la diatomita, y la consecuente inmovilizacién

de la peroxidasa.
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Figura 6.16. Masa residual y derivada de la masa residual (%) como funcién de la
temperatura (°C) para: a) HRP. b) D. c) DSG. d) DE. e) DSGE. f) DHSGE. Condiciones de

inmovilizacion: Ver la Fig. 6.8.
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Tabla 6.5. Propiedades térmicas de la diatomita con y sin modificacion superficial, y de los
biocatalizadores estudiados. Datos extraidos de la Figura 6.16. Condiciones de

inmovilizacién: Ver la Fig. 6.8.

Muestra Masa residual (%) Taeg (°C)
HRP 0.00 40, 268, 520
D 94.68 40, 420, 850
DE 93.70 40, 300, 420, 850
DSG 91.69 40, 420, 600, 850
DSGE 91.68 40, 310, 420, 600, 850
DHSGE 89.35 40, 310, 420, 600, 850

Tgeq: Temperatura de degradacion. D: Diatomita calcinada. DSG: Diatomita silanizada con
APTES y activada con glutaraldehido. Inmovilizacién de HRP por unién covalente con

(DHSGE) vy sin pretratamiento dcido (DSGE)

6.3.3. Evaluacion de los biocatalizadores mediante la decoloracion de OII

En los Capitulos 3 y 5 de la presente tesis Doctoral se demostré que la actividad
catalitica de la HRP en la decoloracién de orange II (OII) con peréxido de hidrégeno (P) es
altamente eficiente a temperatura ambiente (20 °C) y pH 9. Empleando estas condiciones, en
esta Seccién se estudié la decoloracién de OII en presencia de la diatomita calcinada (D) y

de los biocatalizadores DE, DSGE, y DHSGE.

6.3.3.1. Influencia de la concentracion de DSGE. La Figura 6.17 muestra un ejemplo del
cambio del espectro UV/Visible (Fig. 6.17a) y de los perfiles de decoloraciéon de OII con P
(Fig. 6.17b) en presencia de distintas concentraciones de DSGE. En la Figura 6.17a se
observa una notoria disminucién del pico a 485 nm luego de 4 h de ensayo, asi como la

presencia de al menos 3 puntos isosbésticos a 290, 320 y 375 nm, tipicos de la oxidacion
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enzimdtica de OII (ver Capitulos 3 y 5). Por su parte, en la Figura 6.17b se observa que
inmediatamente después de agregado el perdxido de hidrégeno, la concentracién de OII
disminuy6 a medida que transcurria el tiempo. Ademas, la velocidad con que se consumid
OII era funcién de la concentracién de enzima en el sistema, la cual estaba relacionada con la
concentracién del biocatalizador. Estos resultados concuerdan con los reportados en los

Capitulos 3y 5.
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Figura 6.17. Ejemplo del a) cambio del espectro UV/visible, y b) perfiles de decoloracién de

OII con P en presencia de distintas concentraciones de DSGE: 32 gD/L (circulos negro), 18

gD/L (tridngulos rojo) y 9 gD/L (cuadrados verde). En todos los experimentos: Oll, = 0.045
mM, Py =0.090 mM, T =20 °C, pH 9.
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6.3.3.2. Comparacion de la cinética de decoloracion de OII empleando los
biocatalizadores DE, DHSGE, y DSGE, en presencia y ausencia de peréxido (P). En la
Seccién anterior se demostré que la peroxidasa inmovilizada mediante unién covalente
(DSGE) tiene potencial para catalizar la oxidacién de OII con P. Sin embargo, la remocién
del colorante también pudo deberse a procesos de adsorcién. Por lo tanto, se realizaron
ensayos control de adsorcién sobre D y DSGE. Ademds, se llevaron a cabo ensayos de
decoloracién de OII con y sin P en presencia de DE y DHSGE.

La Figura 6.18 muestra ejemplos del cambio del espectro UV/Visible durante la
decoloracién de OII con y sin P en presencia de D, y con los biocatalizadores DE, DSGE y
DHSGE. Durante la decoloracién de OII con P en presencia de los biocatalizadores se
observo la apariciéon de al menos 3 puntos isosbésticos a 290, 320 y 375 nm, tipicos de la
oxidacién enzimadtica de OII (Figs. 6.18c, e, g). Por su parte, en ausencia de P (Figs. 6.18d, f,
h) los espectros UV/Visible del OII no cambiaron su forma tras 6 h de ensayo, ain en los
sistemas con enzima inmovilizada, indicando que no habia reaccién de oxidacién. Sin
embargo, se observé una notoria disminucién de todo el espectro asociado a la adsorcién del
colorante. Resultados similares se obtuvieron cuando se estudié la decoloracién de OII en
presencia de las diatomitas calcinadas (D), tanto en presencia (Fig. 6.18a) como en ausencia

de peréxido (Fig. 6.18b).
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Figura 6.18. Ejemplos del cambio del espectro UV/Visible durante la decoloracién de OII

con y sin P en presencia de D (a, b), DE (c, d), DSGE (e, f), y DHSGE (g, h). Condiciones

experimentales: 9 gBiocatalizador/L, Oll, = 0.045 mM, T = 20 °C, pH 9. Cuando el ensayo
se realiz6 en presencia de peréxido de hidrégeno, Py = 0.090 mM.
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La Figura 6.19 muestra que la remocién del colorante (R.) fue mayor cuando los
ensayos de decoloracién se realizaron con peréxido de hidrégeno en presencia de los
biocatalizadores DE, DSGE y DHSGE. Cabe destacar que en estudios anteriores se concluy6
que estas diatomitas no catalizan la oxidacién de OII con P en las condiciones ensayadas
(Inchaurrondo y col., 2016). Los resultados mostrados en la Figura 6.19 sugieren que la
enzima soportada tenia actividad catalitica. Sin embargo, debe notarse que la remocién
ocurrié simultdineamente por catdlisis enzimatica y adsorcién de OII sobre el soporte. Es
notorio el caso de DHSGE, donde aproximadamente la mitad de la remocién del colorante se
debia a la accién catalitica de la HRP. Es importante resaltar que los reportes en materia de
eliminacién de contaminantes por enzimas inmovilizadas generalmente no discriminan entre
la contribucién enzimética y por adsorcién, siendo tnicamente informados datos globales u
observables (Gomez y col., 2006; Chouyyok y col., 2009; J. Huang y col., 2009; Malvi y

col., 2012; Niu y col., 2013; Jain y col., 2016; Cabrera y col., 2017; Cabrera y col., 2018).
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Figura 6.19. Remocién de OII (R¢) con y sin P en presencia de D, DE, DSGE y DHSGE.
Condiciones experimentales: 9 gBiocatalizador/L, Oll, = 0.045 mM, T = 20 °C, pH 9.

Tiempo: 6 h. Cuando el ensayo se realizé en presencia de perdxido de hidrégeno, Py = 0.090

mM.
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Segin Wu y col. (2006) los grupos silanol sobre la superficie de materiales de silica
pueden formar puentes de hidrégeno con los grupos sulfonato (-SO3) de colorantes orgénicos
favoreciendo su adsorcion. Teniendo en cuenta que la remocién de OII por adsorciéon sobre
D y DE fue similar (Fig. 6.19), esto sugiere que la presencia de enzima adsorbida en DE
practicamente no alteraba la cantidad de grupos silanol disponibles respecto de D. Por su
parte, tras la inmovilizacién covalente de la enzima (biocatalizadores DSGE y DHSGE), los
valores de Rc en ausencia de P fueron préacticamente duplicados (19%) con relacién a D y
DE (10%). En este sentido, distintos autores reportaron aumentos significativos en la
adsorcién de colorantes orgdnicos cuando trataron diferentes materiales adsorbentes con
APTES (Wu y col., 2006; Asouhidou y col., 2009). De acuerdo a esos autores, este tipo de
modificaciones superficiales podrian favorecer al aumento de las interacciones
electrostéticas entre el colorante y el material adsorbente.

Segtin varios autores (Caliskan y col., 2011; Inchaurrondo y col., 2016), los grupos
silanol de la superficie de la diatomita ganan protones a bajos valores de pH, y viceversa. De
acuerdo a Inchaurrondo y col. (2016), el punto de carga cero de las diatomitas esta
comprendido entre 6 y 8. Por lo tanto, al pH empleado en las ensayos (pH 9) la superficie de
la diatomita deberia estar cargada negativamente. Por otra parte, de acuerdo a la literatura
(Liang y col., 2010; Gil y col., 2011), el grupo naftol del OII tiene un pK, de 11.4, mientras
que el grupo -SO;H tiene un pK, de aproximadamente 1 (ver Cap. 3. Secc. 3.2.1). Es decir
que a pH 9, el OII se encontraria bajo su forma aniénica (Inchaurrondo y col., 2016). Por lo
tanto, las interacciones electrostaticas entre el grupo aniénico del colorante azoico (-SO3") y
la superficie de la diatomita no favorecerian la unién del colorante sobre la diatomita. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que al acidificar la diatomita y/o modificar su superficie
con APTES, la superficie del material podria protonarse, aumentando las interacciones

electrostdticas entre el anién del OII y la diatomita, y en consecuencia, incrementando la
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adsorcién del colorante. Ademds, teniendo en cuenta que la diatomita estudiada no estd
compuesta solamente por silice, su superficie puede contener otros grupos funcionales
ionizables (—-OH, -COOH, —SH) que facilitarfan la adsorcion del colorante (Caliskan y col.,

2011).

6.3.3.3. Ensayos de reutilizacion de los biocatalizadores. Como se ha discutido a lo largo
de la presente Tesis Doctoral, la utilizacién de enzimas inmovilizadas es un factor clave para
reducir costos asociados al consumo de la enzima. En esta Seccién se evaluaron los
biocatalizadores DE, DSGE y DHSGE, empledndolos durante 5 ciclos de remocién de OII
con perdxido de hidrégeno. Cada ciclo de remocidon del colorante consisti6 en hacer
reaccionar OIl con P en presencia de la HRP inmovilizada por adsorciéon (DE) o
covalentemente (DSGE, DHSGE), a pH 9 y 20 °C, durante 6 h. De manera similar, los
biocatalizadores inmovilizados fueron reutilizados en la decoloracién de OII en ausencia de
P con el objeto de evaluar la contribucién por adsorcién a la remocién global.

La Tabla 6.6 muestra la remocién del colorante (Rc, %) como funcién del nimero
de usos de DE, DSGE y DHSGE en la decoloracién de OII, tanto en presencia como en
ausencia de P. En principio, nétese que durante el primer uso en presencia de P, DE removié
cerca del 15% del colorante, mientras que DSGE y DHSGE removieron 24% y 40%,
respectivamente. Este resultado sugiere que DSGE y DHSGE contenian mayor carga de
enzima inmovilizada (Q, mgHRP/gD) en comparacién con DE. Es interesante notar que los
valores de Rc en DHSGE fueron mds altos a los obtenidos con DSGE, a pesar de que
DHSGE contenia menor carga enzimatica que DSGE (Fig.6.8). Posteriormente, a medida
que los biocatalizadores fueron usados en la decoloracién de OII, en todos los casos R¢ fue
disminuyendo paulatinamente. Nétese que tras el segundo o tercer uso, los valores de Rc en

presencia (oxidacidén+adsorcion) y en ausencia (adsorcién) de P fueron similares, indicando
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que la remocién del colorante solamente era debida al proceso de adsorcién sobre los
biocatalizadores.
Tabla 6.6. Remocioén del colorante (R¢, %) en funcion de la reutilizacion de los
biocatalizadores DE, DSGE y DHSGE en presencia (oxidacién+adsorcion) y en ausencia
(adsorcion) de P. En todos los casos: 9 gBiocatalizador/L, OIl, = 0.045 mM, P, = 0.090 mM,

T =20 °C, pH 9. Los valores de R¢ se expresan con su correspondiente desviacion estdndar.

DE DSGE DHSGE
R (%) R. (%) R, (%)
Uso
Con P Sin P Con P Sin P Con P Sin P
1 151 11+1 24+ 1 19+1 40+3 19+6
2 4+1 T+2 101 13+£3 14+£2 11+1
3 3+£2 4+4 8+2 4+1 14+2 8+1
4 4+£2 5+3 6+0 3+6 7+1 6+2
5 2+1 6+4 5+1 4+3 12+7 5+1

La disminucién del nivel de remocién de contaminantes en funcién del uso repetido
de enzimas inmovilizadas es muy frecuente y estd relacionada con la pérdida de actividad
catalitica ya se a causa de la desnaturalizacién de la proteina de la enzima y/o debido a la
lixiviacién de la enzima hacia la fase homogénea (X.-J. Huang y col., 2008; Xu y col., 2013;
Panatdasirisuk y col., 2015). Con el objeto de evaluar la lixiviacién de la enzima desde el
biocatalizador hacia la solucién, se determind la actividad peroxidasa en la mezcla de
reaccion (AP) una vez finalizada cada etapa de oxidacién. De acuerdo a la Tabla 6.7, para
todos los biocatalizadores estudiados (DE, DSGE, DHSGE), los valores de AP en fase

homogénea solo fueron cuantificables tras los dos primeros usos. Este resultado es
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consistente con los resultados mostrados en la Tabla 6.6, confirmando que luego de los dos
primeros usos, la remocién del colorante solamente era debida al proceso de adsorcion.
Tabla 6.7. Actividad peroxidasa (AP) de los sobrenadantes de reaccién una vez finalizado
cada ciclo de oxidacion de OII. Los valores de AP se expresan con su correspondiente

desviacion estandar.

DE DSGE DHSGE
AP AP AP
Uso
(mM/h)x10°  (mM/h)x10° (mM/h)x107
1 28+ 15 7+1 442
2 3+1 241 1+1
3 n.d. 4+4 n.d.
4 n.d. n.d. n.d.

6.3.3.4. Oxidacion de orange II (OII) catalizada por las DSGE en un reactor tipo
columna. Se realizaron ensayos de remocién de OII en un reactor tipo columna rellena con
DSGE (Fig. 6.20). Se realizaron tres experimentos. Cada experimento consistia en una etapa
inicial en donde se recirculaba OIl (0.09 mM) por la columna hasta obtener una
concentracién aproximadamente constante de OII, seguida de una etapa de alimentacién con
perdxido. Este procedimiento permitia identificar la contribucién de remocién de OII por
adsorcién (etapa inicial sin peréxido) y por adsorcién/oxidacién (etapa con peréxido).

La Figura 6.20 muestra que durante las primeras tres horas del Experimento 1
(Exp1) se observé una importante adsorciéon de OII a la columna. Una vez estabilizada la
columna, se midi6 la actividad peroxidasa (AP) en el liquido de recirculacién, obteniéndose

un valor 72 mM/h. Esto indicaba que parte de la enzima habia lixiviado desde el
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biocatalizador DSGE en la columna hacia la solucién. A las 3.5 h de operacién se inici6 la
adicién de perdxido, observandose una rdpida oxidaciéon del OIl. Hacia el final del
experimento (t = 4.5 h) se obtuvo una remocién global de OII del 93%. Finalmente, se midié

la AP resultando en 44 mM/h, lo que indicaba que la enzima no se estaba lixiviando.

0.10
Exp 1 Exp 2 \l/ Exp 3

AP =4

oIl (mM)

AP=0 AP =0

t (h)
Figura 6.20. Remocién de OII mediante una columna rellena con DSGE. Los circulos negros
indican la concentracién de Oll en la linea de recirculacion, los tridngulos rojos el Oll a la
salida de la columna. Las flechas indican el inicio de la alimentacién con peréxido de
hidrégeno (2.6 mM) con un caudal de 20 mL/h. AP (mM/h): actividad peroxidasa en la linea
de recirculacién. Todos los ensayos se realizaron en buffer fosfato 100 mM, pH 9, a

temperatura ambiente.

Una vez finalizado el Expl, la columna se lavé con buffer fosfato y se repitié el
procedimiento. Como la columna ya tenia adsorbido OII del Exp1, durante el Exp2 el OII de
la linea de recirculacién se equilibr6é rapidamente con el adsorbido en la columna. En este
punto, la AP del reciclo era de apenas 4 mM/h, el cual indicaba que la columna seguia

perdiendo enzima. Al iniciar la alimentacion con perdxido se observé un descenso del OII,
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pero mds lento que en el Expl. Hacia el final del Exp2 la remocién global de OII fue del
90%. Debido a la pérdida de actividad enzimadtica, la etapa de oxidacién en el Exp2 demoré
aproximadamente el doble respecto del Expl. Finalmente, durante el tercer ensayo la
alimentacién de peréxido fue desde el inicio del experimento. Esto se debié a que los
resultados del Exp2 en la etapa de adsorcion indicaban que la columna estaba equilibrada
respecto de la concentracién de OII en solucién. Hacia el final de Exp3 se obtuvo una
remocién de OII del 80%. Debe destacarse que al final del Exp2 y durante el Exp3 no se
detecté AP en la solucién de reciclo. Este resultado indicé que la columna habia dejado de
liberar enzima y que el proceso observado de remocién de OII durante el Exp3 era una

combinacién de adsorcién y oxidacién del colorante catalizada por la DSGE en la columna.

6.3.3.5. Estabilidad de la actividad -catalitica durante el almacenamiento. La
inmovilizacién de enzimas busca reducir los costos asociados al uso del biocatalizador. Por
tanto, es deseable que ademds de poder ser reutilizados en varios ciclos cataliticos, los
biocatalizadores sean estables al almacenamiento. Por esta razon, se estudio la estabilidad de
los biocatalizadores DE, DSGE y DHSGE durante el almacenamiento en seco durante un
mes a 4 °C. Pasado este tiempo, fueron utilizados en tipicos ensayos de decoloracién de OII
con P. La Tabla 6.8 muestra que los valores de remocién de colorante (Rc) fueron
practicamente similares a los medidos con los biocatalizadores recién preparados,
demostrando la estabilidad de los biocatalizadores al almacenamiento en seco a 4 °C.
Algunas técnicas de inmovilizaciéon de enzimas favorecen su la estabilidad de
almacenamiento. En solucién acuosa las enzimas tienden a perder actividad rapidamente
durante el almacenamiento, en especial a temperaturas superiores a 4 °C (J.-L. Huang y Tsali,
2009; Cabrera y col., 2017). Con el objetivo de verificar esto, se almacenaron dos muestras
de DSGE, una en seco, y otra muestra de 40 mg de DSGE en 5 mL de BF (100mM, pH 9),
ambas a 4 °C. La Figura 6.21 muestra un ejemplo del cambio de los espectros UV/visible
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durante la decoloracién de OII con P en presencia de DSGE almacenado en seco (Fig. 6.21a)
y en solucién (Fig. 6.21b) durante un mes. En la Figura 6.21a se observa el cambio de
espectro tipico de la oxidacién enzimatica de OII, es decir, la disminucién de la banda a 485
nm y la presencia de los puntos pseudoisosbésticos a 290, 320 y 375 nm. A partir de la
absorbancia a 485 nm, se calculé que se removidé un 85% del colorante con el biocatalizador
DSGE almacenado en seco durante un mes a 4 °C. Por el contrario, en el caso del
biocatalizador DSGE almacenado en solucién los espectros de la Figura 6.21b indican
claramente que no hubo oxidacién enzimatica. En este caso, solo se removié un 25% de
colorante por adsorcién sobre el biocatalizador. Los resultados demostraron que la técnica de
inmovilizacién propuesta favorecio a la estabilidad de la enzima, debido a que posibilit6 que
el biocatalizador pueda ser almacenado en seco. Estos resultados son muy importantes ya
que a pesar de que el biocatalizador pierde actividad en funcidn de la reutilizacidn, la técnica
de inmovilizacién propuesta define un protocolo exitoso para soportar enzimas estables al
almacenamiento, sobre un material ecoamigable, de gran disponibilidad en Argentina y bajo

costo, como son las diatomitas.

Tabla 6.8. Porcentaje de remocién del colorante (R¢) en funcién del tiempo de
almacenamiento (t,) de los biocatalizadores estudiados. En todos los experimentos: 9

gBiocatalizador/L, Oll, = 0.045 mM, Py = 0.090 mM, T =20 °C, pH 9.

R. (%)  Rc(%)

t,=0 t, =1 mes

DE 15+1 22+9

DSGE 24 +1 29+5

DHSGE 40+3 44 +5
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Figura 6.21. Ejemplos del cambio del espectro UV/Visible durante experimentos de

decoloracién de OII en presencia de DSGE almacenado en seco (a) y en solucién (b) durante

un mes a 4 °C. Condiciones experimentales: 18 gBiocatalizador/L, OIl, = 0.045 mM, P =

6.4. CONCLUSIONES

0.09 mM, T =20 °C, pH9.

En el presente Capitulo se estudié la inmovilizacién de HRP por adsorcién y unién

covalente sobre diatomitas calcinadas. El protocolo de inmovilizacién covalente propuesto

por Gémez y col (2006) fue adaptado con éxito para aumentar la carga de enzima soportada
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por unién covalente (DSGE) comparacién con la inmovilizacién por adsorcién (DE). La
hidrélisis superficial de las diatomitas no incrementé la carga de enzima inmovilizada
(DHSGE).

Los resultados de la caracterizacién por DRIFT, DRX, EDX y TGA del material
soporte (D) y de los biocatalizadores (DE, DSGE, DHSGE) demostraron que en todos los
casos la HRP se inmoviliz6 exitosamente sobre el soporte.

Los resultados obtenidos durante las reacciones de evaluacion de los
biocatalizadores mostraron que la diatomita adsorbia el colorante. Sin embargo, la HRP
inmovilizada tenia actividad. A pesar de que se observé una disminucién de actividad
debido a la lixiviacién de la enzima, la HRP soportada por unién covalente retuvo la
actividad catalitica durante 12 h de oxidacién de OII con P.

La técnica de inmovilizacién propuesta definié un protocolo exitoso para soportar
enzimas estables al almacenamiento durante al menos un mes. Los resultados obtenidos en la
presente Tesis representan un punto de inicio para estudios futuros relacionados con la

inmovilizacion de extractos de distintas enzimas con diversas aplicaciones industriales.
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En la presente Tesis doctoral se desarrollaron biocatalizadores inmovilizados a base
de una enzima peroxidasa de rdbano picante (HRP) para el tratamiento de efluentes liquidos

industriales. En esta Seccién se presentan las conclusiones obtenidas.

En el Capitulo 3 se estudiaron las caracteristicas cinéticas y la posibilidad de
reutilizacién de la peroxidasa libre para la oxidacién del contaminante modelo Orange II con
perdéxido de hidrogeno a diferentes pHs (5 — 10). Se desarroll6 una versiéon modificada del
mecanismo clisico de Dunford para peroxidasas, el cual represent6 adecuadamente la
inhibicién de la actividad enzimética por altas concentraciones de peréxido de hidrégeno (P),
la dependencia de un sustrato en la actividad cataldsica de la enzima (la descomposicién de
peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno), la generaciéon de PO y la dependencia de la
cinética de decoloracion de OII con la concentracion inicial de Py S, y el pH. A partir de los
resultados se concluyé que:

e La velocidad de decoloracién de OII es funcién de la concentracién inicial de
OII, P y HRP, donde altas concentraciones de P inhiben fuertemente la enzima.

e A bajas concentraciones de P y pH 9-10, el consumo de P es principalmente
para oxidar OII, mientras que a pH mds bajos y altas concentraciones de P favorecen la
actividad catalasica de la enzima. Ademas, en condiciones acidas se obtiene una fuerte
disminucién de la velocidad inicial especifica de decoloracién.

e La enzima fue reutilizada con éxito durante seis ensayos consecutivos. Estos

resultados permitieron validar el modelo cinético propuesto.

Por su parte, en el Capitulo 4 se emplearon medidas de ORP para monitorear en
forma continua la oxidacién enzimadtica de diferentes xenobidticos (OII, fenol, bisfenol A)
con peréxido de hidrégeno en sistemas batch y fed-batch. Los resultados obtenidos

demostraron que:
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Capitulo 7:
Conclusiones finales

e Los valores de ORP aumentaron solo cuando ambos sustratos de la enzima
(perdxido de hidrégeno y el sustrato reductor) estaban presentes en la mezcla de reaccion.

e Para todos los contaminantes estudiados, cuando el ORP alcanzé un valor
maximo, coincidié con el final de la reaccién de oxidacién, que pudo detectarse mediante la
derivada de ORP en funcién del tiempo.

e En todos los casos, cuando se agregd perdxido de hidrégeno en exceso, se
observé una disminucién de los valores de ORP. Este comportamiento también se observé
durante la oxidacién de una mezcla de OIl y BPA.

e El ORP es ttil para controlar la adicién de peréxido de hidrégeno durante la

oxidacién enzimadtica de OlII, fenol y BPA.

Una vez estudiada la enzima en fase homogénea, en una segunda etapa del presente
trabajo se realizaron estudios de inmovilizacién de la HRP sobre dos tipos de materiales
(poliuretano y diatomitas). Se empled la reaccién de decoloracién de orange II (OII) con

perdxido de hidrégeno (P) para evaluar los biocatalizadores desarrollados.

En el Capitulo 5 se estudié la inmovilizacién de HRP sobre membranas nanofibrosas
de poliuretano. Los resultados obtenidos demostraron que:

e  Mediante la técnica de electrohilado se produjeron membranas de poliuretano
con fibras continuas, lisas, sin perlas y distribuidas al azar. Estas nanofibras mantuvieron su
integridad luego de tratamientos de funcionalizacién con hipoclorito de sodio y activacién
con alil glicidil éter, asi como la inmovilizacién de la HRP y tres ciclos de oxidacién de OII
con P.

e Los resultados obtenidos de inmovilizacién demostraron que la enzima se

inmoviliz6 por adsorcién (ME) y unién covalente (MAE) a 20 y 40 °C.
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Capitulo 7:
Conclusiones finales

e La técnica de Caracciolo y col (2017) fue adaptada con éxito para maximizar la
carga de HRP inmovilizada mediante uniones covalente. Los resultados obtenidos indicaron
que la carga de enzima inmovilizada fue notoriamente mads alta cuando la funcionalizacién se
realizé durante 95 min con hipoclorito de sodio, y cuando la sintesis de inmovilizacion fue a

40 °C, pH 8 durante 60 h.

Finalmente, en el Capitulo 6 se estudi6 la inmovilizacién de la peroxidasa sobre
diatomitas con el propdsito de enriquecer mds el estudio en busca de definir protocolos
exitosos para soportar la HRP, reutilizables y estables al almacenamiento. En esta etapa se
concluyé que:

e La HRP se inmoviliz6 con éxito mediante adsorcién (DE) y uniones covalentes
(DSGE y DHSGE) a temperatura ambiente, pH 7 durante 24 h. El protocolo de
inmovilizacién covalente propuesto por Gémez y col (2008) fue adaptado con éxito para
aumentar la carga de enzima soportada por unién covalente (DSGE). Sin embargo, la
hidrélisis superficial de las diatomitas no incrementd la carga de enzima inmovilizada
(DHSGE).

e La caracterizacién por DRIFT, DRX, EDX y TGA del material soporte y los
biocatalizadores inmovilizados sugirieron que la HRP se inmovilizé sobre la diatomita.

e Las reacciones de evaluaciéon de DE, DSGE y DHSGE mostraron que la
diatomita adsorbia el OII. Sin embargo, la HRP inmovilizada tenia actividad catalitica. A
pesar de que se observé una disminucién de actividad debido a la lixiviacion de la enzima,
la HRP soportada por unién covalente retuvo la actividad catalitica durante 12 h de
oxidacién de OII con P. Ademds, la técnica de inmovilizacion propuesta defini6 un protocolo

exitoso para soportar enzimas estables al almacenamiento durante al menos un mes.
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Capitulo 7:
Conclusiones finales

e  Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis representan un punto de
inicio para la futura inmovilizacién de extractos de distintas enzimas con diversas

aplicaciones industriales.
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APENDICE A1

Monitoreo de la oxidacion de compuestos xenobiodticos con
peroxido de hidrogeno en presencia de una peroxidasa de rabano

picante mediante mediciones de ORP

A1.1. Espectros de absorcion de OII, fenol y BPA

La Figura Al.l1 muestra los espectros UV/Visible en presencia de las
concentraciones minimas de OII, BPA y fenol, y las mdximas de peréxido de hidrégeno y
HRP ensayadas en el presente trabajo. En el Capitulo 4, las absorbancias a 485 y 275 nm
fueron consideradas para monitorear la concentracion de OIl y fenol o BPA,
respectivamente. A esas longitudes de onda, la Figura Al.1 muestra que las absorbancias
correspondientes al peréxido de hidrégeno y la HRP fueron despreciables en comparacién
con las correspondientes a OII, BPA o fenol, incluso en las condiciones experimentales mas

desfavorables.
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Figura Al.1. Espectros de absorcién correspondientes a OII (0.2 mM, negro), BPA (0.25
mM, verde), fenol (0.5 mM, rojo), peréxido de hidrégeno (0.2 mM, azul) y HRP (30 mg/L,

rosa)

|AL. 1



A1.2. Calculo del tiempo critico (tc) mediante la derivada del ORP en funcion del

tiempo durante la oxidacion de OII

Con base a los perfiles del ORP representados en la Figura 4.4 (Cap. 4), mediante un

procedimiento numérico se obtuvo la derivada de ORP en funcién del tiempo. La Figura

A1.2 muestra que a partir de la grafica de dORP/dt en funcién de t, el tiempo critico (tc) se

puede detectar facilmente.

dORP/dt(mV/min)
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Figura A1.2 Evolucién de dORP/dt en funcién del tiempo durante la decoloracion de

soluciones de OII (0.19 mM) mediante la adicién continua de peréxido de hidrégeno (1.8

mM). Los caudales empleados fueron (mL/min): a) 0.20, b) 0.65, ¢) 1.28, d) 2.37. Las lineas

de puntos indican el tiempo critico obtenido en cada caso (tc).
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A1.3. Eficiencia de consumo de peroxido de hidrogeno (Ysp)
En el Capitulo 3 (Morales Urrea y col., 2018) se demostrd que a pH constante, las
velocidades de consumo de sustrato (vs) y peréxido de hidrégeno (vp) se pueden representar

mediante las siguientes expresiones:

vs = chET( KsKpISIP] ) (A1.1)

1+Kp[P]+KpK [P]?+KsKp[S][P]

vp = G + a[P]) vs (A1.2)

donde [S], [P], y Er son las concentraciones de sustrato reductor (e.j., OII, fenol, BPA),
perdxido de hidrégeno y enzima, respectivamente. De acuerdo con este modelo, la eficiencia

del perdxido de hidrégeno para oxidar el sustrato (Ygpp) es:

vs 2

Ys/p = v 1+2alP]

(A1.3)
donde o es una constante que depende del pH. Nétese que cuanto mas alto es Ygp, esto
indica que mas moléculas de S son consumidas por cada molécula de P utilizada. Por esta
razén, Ygp representa la eficiencia del peréxido de hidrégeno para oxidar el sustrato. Es
evidente de la ec. A1.3 que como [P] estd en el denominador, debe mantenerse lo més bajo
posible para maximizar Ygp.

Por otro lado, las ecuaciones correspondientes al balance de masa para S, P, and Er

en un sistema de alimentacion de tipo fed-batch son las siguientes:

ds — _ Qin _

Pl S—wvs (Al1.4)
dapP Qin

E=7(Pin_P)_vp (AIS)
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dfr _ _ Qin

o - v Er (A1.6)
av

dt = Qin - QSamp ~ 0 (A1.7)

donde Q;, es el caudal de entrada de la solucién stock de peréxido de hidrégeno de
concentracion Pi,, y Qsamp €s €l caudal de muestreo. Debido a que en los experimentos
llevados a cabo se realizaron de tal forma que Qj, ® Qsamp, €ntonces se puede asumir que V es
practicamente constante en funcién del tiempo. Ademds, las condiciones de operacién fueron
seleccionadas para mantener lo mds bajo posible la concentracién de peréxido de hidrégeno,
de esta manera se puede asumir que P << Pj,. Finalmente, asumiendo un estado pseudo-
estacionario para P (dP/dt = 0) y combinando con las ecuaciones Al.1, A1.2, y Al.5, se

obtuvo la siguiente expresion:

inp,, ~ vp = (5 +alP]) 2keEr KsKpISTIP) ) (A18)

1+Kp[P]+KpK [P]?+KsKp[S][P]

Debido a que se seleccionaron las condiciones de operacién de tal forma que las

concentraciones de P fueran muy bajas, entonces se puede asumir que KpK;[P]?> < Kp[P] y
1 . . .

alP] « > Entonces, la concentracién de P en estado pseudo-estacionario (Pss) se puede

obtener a partir de la ecuacién A1.8:

. QinPin
Pss ~ Kp[VkcErKs[S]-QinPin(1+Ks[S])] (AL9)

Notese que el denominador es una diferencia entre dos términos. Asi, para cualquier valor de
Ery [S], a medida que se incrementa Q;, el denominador de la ecuacién A1.9 tiende a cero y
por lo tanto, Pgs tiende a infinito. A partir de la ec. A1.9, el valor maximo de Q;, (Quax) tal

que se puede alcanzar en el estado pseudo-estacionario es:
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_ VkcETKs[S]

Omax = 5T 1xslsh (A1.10)
Combinando las ecuaciones A1.9 y A1.10

f
Pgs (Al.11)

~ Kp(LKsISDI1—7]

donde f = Q;/Quax < 1. La ecuacién Al.11 demuestra que independientemente de los valores
de Ks y Kp, el valor de Pgg aumenta en funcién de Q;,. Por lo tanto, considerando la ecuacién
Al.3, la eficiencia del per6xido de hidrégeno para oxidar el sustrato (Ygsp) disminuird
conforme aumenta Q;,. Esta tendencia se puede observar en los resultados de la Tabla 4.1
(Cap. 4).

Por otro lado, combinando las ecs. A1.3, A1.4 y A1.8, y asumiendo estado pseudo-

estacionario para P, se obtiene

E:_Qﬁ(s_{_ﬂ) (A1.12)

dt %4 1+2aPgs

2Pin

Si bajo las condiciones ensayadas se cumple que S <« , entonces:
1+2aPgss
as _Qin( 2Pin ) — _ QinPin
at v \1+2aPss v Ys/p (ALI3)

donde Ys/p esti dado por la ecuacion Al.3. Asumiendo que Ysp es aproximadamente

constante, de acuerdo a la ecuacion A1.13, si se mantienen constantes los valores de P;, y

Qun, la concentracién de sustrato deberia disminuir de forma lineal en funcién del tiempo, tal
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como se muestra en la Figura 4.4. Por lo tanto, todas las suposiciones realizadas en el
presente Apéndice son consistentes con la evidencia experimental. Asi, integrando la

ecuacion Al.13 se obtiene lo siguiente

S =8, — 4yt (Al.14)

Por definicidn, el tiempo critico (tc) es el tiempo del ensayo para el cual la concentracién de

sustrato es cero. Entonces, si se conoce tc, Ysp puede ser calculado como:

VS,
QinPintc

Yo p = (A1.15)
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A1.4 Determinacion de la derivada de ORP en funcion del tiempo durante la oxidaciéon
de OII, fenol y BPA

A partir de los perfiles de ORP representados en la Figura 4.5, se obtuvo la derivada
de ORP en funcién del tiempo mediante un procedimiento numérico. Luego, el tiempo

critico (tc) se obtuvo como el tiempo en el cual JORP/dt = 0.

dORP/dt (mV/min)

0 10 20 30 40 50 60 70

t(min)

Fenol

dORP/dt (mV/min)

0 20 40 60 80 100 120

t(min)

dORP/dt (mV/min)

-10 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

t(min)
Figura A1.3 Evoluciéon de dORP/dt en funcién del tiempo durante la oxidacién de OII, fenol

y BPA. Las lineas punteadas verticales indican el tiempo critico (tc).
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APENDICE A2

Inmovilizacion de la enzima peroxidasa sobre membranas

nanofibrosas de poliuretano

A2.1. Analisis estadistico del diametro de las nanofibras de las membranas de

poliuretano

Con el objeto de determinar el tipo de distribucién del didmetro de las fibras que

forman las membranas de poliuretano, se realizé un grafico de probabilidad acumulada del

didmetro de fibras (d) en escala lineal (Fig. A2.1a) y logaritmica (Fig. A2.1b)

correspondientes a la muestra ME (Fig. 5.5f). La Figura A2.1 indica que el didmetro de las

fibras tiene una distribuciéon log-normal. La misma conclusiéon se obtuvo para todas las

muestras estudiadas.
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Figura A2.1. Probabilidad acumulada del didmetro (d, nm) de las fibras (a), y del logaritmo

de d (b) correspondiente a la muestra ME.
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Se calculé la media y el desvio estdndar (SD) para Log(d) en todas las muestras. La
Tabla A2.1 sugiere que no hay grandes diferencias entre las medias de Log(d)
correspondientes de las muestras m1 a ml0. Para verificar esto, se realizé un test de
diferencia de medias para datos desapareados, con el objeto de comparar las muestras ml a
ml10 (Tabla A2.2). Debe tenerse en cuenta que dicho test asume una distribucién normal de
la variable en estudio, lo que se cumple para Log(d) pero no para d (Fig. A2.1). Los
resultados de la Tabla A2.2 muestran que en algunos casos las diferencias de medias fueron

significativas (ej., m2-m7), mientras que en otros no (ej., m2-ms8).

Tabla A2.1. Valores de la media y el desvio estdndar (SD) para Log(d) calculados a
partir del didmetro de las nanofibras de membranas electrohiladas con la HRP inmovilizada

y luego de 3 usos en la decoloracién de OII con P

Sin HRP Con HRP y 3 usos
t; (min) | Muestra Muestra
Media SD Media SD

0 ml 2.8616 0.1326 m?2 2.8214 0.1382

35 m3 2.9129 0.2071 m4 2.8964 0.2088
95 m5 2.8884 0.1955 m6 2.8935 0.1967
155 m7/ 2.9157 0.1614 m3 2.8208 0.1936
215 m9 2.8307 0.1886 ml0 2.8243 0.1682

tr: Tiempo de funcionalizacién de la membrana. SD: Desviacion estandar
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Tabla A2.2. Test de diferencia de medias (t de Student para datos desapareados) de los

valores de la media de didmetros de las fibras de las membranas antes y después de la

funcionalizacién e inmovilizacién de la peroxidasa (Tabla A2.1)

P ml m2 m3 m4 mS mé6 m7 m$ m9
m2 0.037 --

m3 0.038 0.0003 -

m4 0.160 0.0030 0.5759 -

m5 0.257 0.0056 0.3900  0.7785 -

mb6 0.180 0.0030 04971 09180 0.8543 -

m7 0.010 0.00001 09155 04662 0.2824  0.3835 -

m$ 0.083 09812  0.00135 0.0085 0.0149 0.0091 0.00021 -

m9 0.182 0.6889  0.00374 0.0205 0.0351 0.0224 0.00075 0.7135 -
ml0 | 0.083 0.8926  0.00106 0.0077 0.0138 0.0081 0.00012 0.8915 0.799

P: la probabilidad de que sea incorrecto afirmar que las dos medias son diferentes. P < 0.05

indica que las medias son diferentes (amarillo)

En la Figura A2.2 se grafican las distribuciones acumulativas correspondientes a m2,

m7 y m8. Como puede observarse, el valor de Log(d) para p = 50%, correspondiente a m2 y

m8, son similares, mientras que para m7, es levemente superior. De acuerdo a la Tabla A2.2,

la diferencia entre las medias correspondientes a m2 y m8 comparadas con m7 son

estadisticamente significativas. En la Figura A2.3 se muestra la distribucién acumulada de

los 1000 datos disponibles (Fig. A2.3a) y el histograma correspondiente (Fig. A2.3b). Como

puede observarse, con 1000 puntos se obtiene una adecuada definicién de la funcién de

distribucién, donde ademds se nota claramente que la distribucién corresponde al tipo log-

normal.
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Figura A2.2. Ejemplos de distribuciones acumulativas correspondientes a m2, m7 y m8.
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Figura A2.3. Distribucién acumulada de los 1000 datos disponibles de didmetro de las
membranas antes y después de la funcionalizacién e inmovilizacién de la peroxidasa (a) y el

histograma correspondiente (b).

Estos resultados indican que los procedimientos de funcionalizacién y activacion de
las membranas en términos generales no afectaron la integridad de las fibras, incluso después

de la inmovilizacién de la HRP y luego de tres ciclos de oxidaciéon de OII con peréxido de

hidrégeno.
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