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Resumen

El presente articulo describe el desempefio biocatalitico de la enzima peroxidasa de la soya para oxidar contaminantes
acuosos del tipo aromaticos como plaguicidas organofosforados, hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs), y flavonoides
provenientes de residuos agroindustriales. Los ensayos se realizaron en muestras modelo y también en muestras
simuladas de efluentes contaminados. El anadlisis se hizo por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) y por
espectrofotometria UV-vis. Las conversiones alcanzadas fueron para los plaguicidas terbufos (14%) y dimetoato (30% de
conversion); para los HPAs como azuleno (32%), 9-metil antraceno (22%); antraceno y pireno (29% cada uno), y carbazol
(18%); vy los flavonoides como &cido ferulico (99%), quercetina (98%), rutina (50%) y naringina (10%). Se estudio el efecto
del cambio de pH y de temperatura en la actividad de la enzima, siendo activa desde un pH de 3 hasta 6, y desde los 25 °C
hasta los 80 °C. Lo anterior permite concluir que la peroxidasa de soya es un buen candidato para estudios mas completos
para su posible aplicacidn en la descontaminacion de efluentes que contienen contaminantes aromaticos.
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Abstract

This paper describes the biocatalytic performance of soybean peroxidase enzyme to oxidize aqueous aromatic pollutants
such as organophosphorus pesticides and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), and flavonoids from agro-industrial
wastes. The conversions were achieved for the pesticides terbufos (14%) and dimethoate (30% conversion); for HPAs such
as azulene (32%), 9-methyl anthracene (22%); anthracene, pyrene (29% each), and carbazole (18%); and for flavonoids
such as ferulic acid (99%), quercetin (98%), rutin (50%) and naringin (10%). The tests were carried out on model samples
and on simulated samples of contaminated effluents. In addition, the effect of pH and temperature on the enzyme activity
was studied, being active from pH 3 to 6, and from 25 °C to 80 °C. The above concludes that soybean peroxidase is a good
candidate for more comprehensive studies for possible application in effluents treatment containing aromatic pollutants.
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Articulo de investigacion

1. INTRODUCCION

La contaminacién por productos organicos aromaticos
es cada vez mayor debido a la produccién continua v el
uso frecuente de compuestos en la industria quimica,
la agricultura, los alimentos, asi como en el uso de
combustibles derivados del petrdleo [1, 2]. Los productos
quimicos que son facilmente biodegradables presentan
un bajo impacto ambiental comparado con aquellos
que son recalcitrantes o de dificil degradacién como
los plaguicidas, colorantes, hidrocarburos policiclicos y
heterociclicos derivados de la combustién incompleta de
combustibles fosiles. La presencia de los contaminantes
aromaticos en agua, suelo y aire trae consigo un impacto
en la salud de los ecosistemas, incluida la salud humana
[3]. Se sabe que algunos contaminantes aromaticos son
mutagénicos, carcinégenos, disruptores endocrinos, etc.
(4, 5].

Para su eliminacion, se han desarrollado e implementado
tecnologias fisicoquimicas y bioldgicas con resultados
variados [6, 7]. Sinduda, laimplementacién de tecnologias
sustentables es lo mds deseable, pues permiten minimizar
el impacto ambiental de su propia implementacion.
Una de estas tecnologias en desarrollo es la biocatalisis
ambiental, que implica la deteccién, la cuantificacion y
el tratamiento de contaminantes organicos mediante
enzimas [8].

La oxidacion catalizada por enzimas se realiza a altas
velocidades, en condiciones suaves de reaccion, no
genera lodos residuales, no requiere reactivos toxicos,
produce compuestos con reducida toxicidad y alta
biodegradabilidad. Una candidata interesante es la
peroxidasa de soya, la cual es una enzima que utiliza
peroxido de hidrogeno para catalizar la oxidacion de
numerosos sustratos aromaticos, convirtiéndolos a sus
derivados cetonicos o hidroxilados [9].

Dada su disponibilidad comercial y su capacidad probada
para oxidar compuestos fendlicos, la peroxidasa de soya
se propone como una enzima potencial para su desarrollo
y eventual aplicacion en tratamiento ambiental. Por
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lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar
la capacidad oxidativa de la peroxidasa de soya para
transformar algunos plaguicidas organofosforados, HPAs
y flavonoides, contaminantes de la industria agricola, del
petroleo y de alimentos respectivamente.

2. MATERIALES Y METODOS

La peroxidasa de soya, con actividad catalitica estandar
de 25-100 unidades / mg de proteina, asi como los
compuestos aromaticos descritos en la Figura 1, fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI). Los
disolventes organicos como acetonitrilo e isopropanol
grado HPLC, el perdxido de hidrégeno, asimismo las sales
fosfato de sodio monobasico y dibasico grados reactivo
analitico fueron obtenidos de JT Baker.

Los ensayos de oxidacién se realizaron en una mezcla
de reacciéon (1 mL) que contenia 100 uM del compuesto
aromatico a ensayar con 10% de acetonitrilo (para
favorecer la solvatacién de compuesto), en amortiguador
de fosfatos 60 mM a un pH 6.1, con 250 nM de peroxidasa
de soya y se inicio la reaccion adicionando 260 UM de
peroxido de hidrégeno. La reaccién se detuvo con la
adicion de 1 mL de disolvente ACN (Acetonitrilo) después
de 10 minutos. El control consistio en el mismo medio de
reaccion en ausencia de la enzima.
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Figura 1. Estructuras quimicas de los compuestos
quimicos ensayados.

Se utilizd un HPLC marca Perkin-Elmer equipado con un
detector UV 785 A, y una bomba binaria serie 200; se
uso6 una columna fase reversa C18 (Spheri-5 RP-18), con
tamafio de particula de 5 micras, de 100 mm de largo x
4.6 mm de ancho. El progreso de la reaccion se monitored
por cambios en el drea del pico de elucion del compuesto,
eluyendo con una fase isocratica de 80% acetonitrilo,
20% agua, a 1 mL/min. La conversion se determind por el
cambio de area de los picos de HPLC de cada compuesto
(antes y después de la reaccion).

Para el caso de los flavonoides, la reaccion se monitored
por espectrofotometria en el rango de 200 a 600 nm en
un espectrofotémetro UV-Vis marca Varian modelo Cary

50. De igual manera, la conversion se determiné por el
cambio de absorbancia de las bandas de transicion antes
y después de la reaccion.

Para conocer el efecto del pH y la temperatura sobre la
actividad catalitica de la peroxidasa de soya se calculd la
actividad catalitica de la enzima en la oxidacién del 4cido
ferulico como el cambio de absorbancia por unidad de
tiempo, a 320 nm (DAbs/min), en un intervalo de pH de
3 a9, vyenelrango de temperatura de 25-80 °C, en las
condiciones de reaccion descritas anteriormente.

Finalmente, el ensayo de oxidacion utilizado como
muestra de reaccion un efluente de la industria alimenticia
se llevod a cabo de la siguiente manera: 20 mL de una
muestra proveniente de una industria de nixtamalizacién
del maiz, con altos contenidos de &cido ferulico y otros
acidos fendlicos, se sometieron a oxidacion enzimatica
con la aplicacion de 250 nmoles de peroxidasa y 1
mmol de H,O,. No realizé un ajuste de pH, ni de fuerza
idnica. La reaccion se llevd cabo a temperatura ambiente
bajo agitacion constante. Se monitored la oxidacidon
espectrofotométricamente en el rango de 200-800 nm.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La peroxidasa de soya logré oxidar 11 de los 18
compuestos ensayados. Entre ellos, dos plaguicidas
organofosforados, 5 HPAs y 4 flavonoides, a diferentes
conversiones bajo condiciones idénticas de reaccion
(Tabla 1). Los plaguicidas organofosforados representan
una clase de compuestos recalcitrantes, de alta toxicidad,
por lo que su oxidacion es deseable siempre y cuando
esa oxidacion lleve a compuestos mas biodegradables o
menos toxicos.

En un reporte previo, otra peroxidasa, la cloroperoxidasa
del hongo Caldaromyces fumago, catalizd la oxidacion
de este tipo de plaguicidas; sin embargo, los productos
identificados fueron compuestos oxones, en donde el
azufre fue sustituido por un oxigeno, esta sustitucion
hace mas reactivo y toxico al producto que el compuesto
parental [10].
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Por otro lado, la oxidacion de HAPs por peroxidasas
estd mas documentado; los productos de reaccién son
compuestos cetonicos, lo cuales son mas biodegradables
y miles de veces menos toxicos, por lo que la oxidacion
con la peroxidasa de soya resulta de interés al catalizar
la reacciéon rapidamente (10 minutos de reaccidon) y en
condiciones suaves de reaccion (pH neutro, temperatura
ambiente). Sin embargo, es necesario optimizar las
condiciones de reaccién paralograr una mayor conversion.

Por otra parte, los flavonoides son compuestos
antioxidantes benéficos para la salud humana que
terminan siendo contaminantes debido a la alta descarga
de desechos de alimentos a las corrientes de agua. Por
ejemplo, los efluentes de la industria del maiz tienen
una demanda quimica de oxigeno mayor a los 15 000 mg
OZ/L, lo que lo hace altamente contaminante, aunque un
porcentaje de esa demanda estd generada por proteinas,
vitaminas, antioxidantes, etc. [11].

La oxidacion de flavonoides con peroxidasas produce de
manera general dimeros o trimeros, o incluso polimeros,
con actividades bioldgicas interesantes, potencialmente
utiles como productos biotecnolédgicos [12]. De esta
manera, laoxidacion de efluentes conteniendo flavonoides
puede ser vista como un proceso de tratamiento, pero
también un proceso de recuperacion de productos
de interés comercial, esto ayudaria a incrementar la
sustentabilidad de un proceso enzimatico [13].

Una caracteristica importante de los efluentes
contaminados es su variabilidad en pH y temperatura,
por lo que las tecnologias de tratamiento propuestas
deberan ser suficientemente robustas y no disminuir su
desempefio con la variacion de estos parametros [14]. Por
lo anterior, se determind el perfil de actividad catalitica de
la peroxidasa a diferentes valores de pH y temperatura; se
uso al acido ferdlico como compuesto modelo para este
estudio debido a su facilidad de manejo y de anélisis por
espectrofotometria UV-vis.
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Tabla 1. Porcentaje de remocién en los compuestos

ensayados.
Porcentaje de remocion
Compuesto
(%)

Terbufos 14.23
Dimetoato 30.26
Azuleno 31.89
9-Metil-Antraceno 21.96
Pireno 29.45
Naftol 29.50
Dibenzotiofeno 18.84
Acido ferulico 99.00
Quercetina 98.00
Rutina 50.00
Narangina 10.00

La Figura 2 muestra el efecto del cambio de pH en la
actividad catalitica de la peroxidasa; al igual que otras
enzimas, el perfil muestra una campana; el maximo de
actividad para esta enzima sucedié a pH 4.5 un valor
relativamente acido; sin embargo, la enzima es activa
desde un pH 3.5 hasta un valor neutro de 6. Lo anterior
significa una ventaja operativa, ya que la enzima podria
mantenerse activa si el pH del efluente se cambiara en
ese intervalo.
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Figura 2. Actividad de la peroxidasa de soya en reacciones

con diferente pH.

Por otro lado, el comportamiento a los cambios de
temperatura mostré un resultado inesperado; en lugar
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de la tipica campana de comportamiento de actividad,
la peroxidasa de soya incrementd su actividad al
incrementarse la temperatura, hasta 80 C; por cuestiones
técnicas del manejo de muestra, no se pudo realizar
el ensayo a temperaturas mayores. Ambos perfiles
muestran que la peroxidasa de soya puede ser aplicable
en efluentes con variaciones de los valores de pH vy
temperatura. Aunque una temperatura de 80 °C es
excesiva, puede ser atractiva su aplicaciéon en otras areas
como la de la sintesis de quimicos finos [15].
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Figura 3. Efecto de la temperatura sobre la actividad
catalitica de la peroxidasa de soya

Como un ensayo preliminar para la aplicacién de la
enzima peroxidasa de soya en el tratamiento de efluentes
de la industria alimenticia, se llevd a cabo la metodologia
de oxidacién de una muestra proveniente de la industria
de la nixtamalizacion del maiz. Los espectros de absorcion
electronica antes y después de la oxidacion con la
peroxidasa de soya presentados en la Figura 4 muestran
claramente que la enzima tiene la capacidad de oxidar a
los compuestos aromaticos presentes. Este efluente es
rico en acido ferulico y otros acidos fendlicos, y la banda
de transicién observada es muy similar a la del acido
ferulico puro. Al ser oxidada la muestra por la peroxidasa,
el espectro de absorcion cambia, mostrando una menor
absorbancia. La medicion de los acidos fendlicos totales,
antes y después de la reaccién, indica que se oxido el 50%
de los fenoles presentes.

4. CONCLUSIONES

La peroxidasa de soya se presenta como una enzima
con capacidad de reconocer y catalizar la oxidacion de
un conjunto de compuestos aromaticos contaminantes,
detectados frecuentemente en los compartimentos

ambientales.
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Figura 4. Espectros de absorcion electrénica de las
muestras tomadas de una industria alimenticia antes
(Rojo) y después (Azul) de la oxidacion con la peroxidasa
de soya

La oxidacion ocurrid en tiempos cortos, y en condiciones
suaves de pH vy temperatura. La enzima presento
adaptabilidad a los cambios de pH y temperatura dos
parametros importantes de operacion en las plantas
de tratamiento de aguas residuales, aunque su mejor
desempefio fue a un pH cercano al neutro. Respecto a la
temperatura, la mejor actividad biocatalitica se presentd
a altas temperaturas, pero operacionalmente no es
recomendable incrementar este valor para el tratamiento
de aguas residuales.

Por lo tanto, es necesario aun profundizar en los estudios
para mejorar el desempefio de la peroxidasa como
biocatalizador, por un lado, optimizando las condiciones
de reaccion; y por otro, entendiendo mejor el efecto de
las condiciones de reaccion no controlables. Ademas,
es imprescindible desarrollar procedimientos de
inmovilizacion de la enzima en materiales solidos que
permitan su reciclabilidad, y con ello, abaratar el costo que
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representa el consumo del biocatalizador. Finalmente,

también es necesario identificar la naturaleza de los

productos de reaccién, y determinar su biodegradabilidad

y toxicidad, para conocer el posible impacto ambiental de

la tecnologia.
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