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RESUMEN

Los mediadores son sustancias de bajo peso molecular que amplian la gama de
sustratos naturales de las enzimas, extendiendo asi el uso de las enzimas a multiples
campos de aplicacion. A pesar de la importancia de los mediadores, existen pocos

estudios donde se explique su mecanismo de accion.

En este trabajo se realizd un estudio del mediador de la lacasa, el ABTS (4cido

2,2"-(3-etil benzotiazolin-6-sulfénico)) en cuanto a los siguientes aspectos:

- Estabilidad a:

a) Diferentes temperaturas

b) pH

c) Mezclado con 20 % en volumen con diversos disolventes.

- Efecto del ABTS previamente oxidado con lacasa, como agente oxidante de

diferentes compuestos fendlicos y no fendlicos, incluyendo al azul indigo.

- Caracterizacion electroquimica de la forma oxidada del ABTS que se produce

con la lacasa inmovilizada obtenida de Myceliophthora thermophila. .
- Eficiencia del reciclamiento del ABTS.

- Uso de la enzima lacasa y el ABTS para la decoloracion de telas tefiidas con azul

indigo y el tratamiento del agua residual proveniente de la decoloracion de las telas de
mezclilla.

Se demostrd que al usar la lacasa inmovilizada, el ABTS se oxido parcialmente,
mediante la abstraccion de un electrén, dando como producto el cation radical
(ABTS'). Asimismo se demostré que dicho radical (ABTS"'") es una especie quimica
muy estable, incluso bajo condiciones desnaturalizantes para la lacasa, como al usarla
en presencias de disolventes organicos.

-10-
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El ABTS!"" tiene 4 maximos de absorcion espectrofotométrica en la region de luz
visible a 1 =394 nm, | =414 nm, | =646 nm y | =728 nm. La cuantificacién del ABTS
monocation se realiza a longitudes de onda cercanas a 414 nm, sin embargo a esa
longitud de onda hay interferencia con la sefial del ABTS en su estado reducido, por lo
que las determinaciones de [ABTS"'] se deben realizar a | =728 nm. El ABTS dication

absorbe en la region de luz ultravioleta.

Se aportd evidencia de que el ABTS una vez oxidado por intermediacion
enzimatica es capaz, por si solo, de reaccionar con una gama de compuestos organicos
sin requerir la presencia de la enzima. El radical cation ABTS al realizar la oxidacion de
estos compuestos capta un electron, regresando asi a su estado reducido y
permitiendo su reciclado entre el sustrato y la lacasa, de tal forma que la velocidad de
oxidacion de los diversos sustratos aqui probados, es mayor en presencia de enzima
que sin ésta. Por ejemplo, en el caso del azul indigo, la mezcla ABTS-enzima
incremento la velocidad de oxidacion en un orden de magnitud; asi, un mol de ABTS
oxidé 800 moles de azul indigo en presencia de 4 unidades de lacasa, en 30 minutos,
siendo que la relacion estequiométrica es 4 moles de ABTS'" por mol de indigo, en

ausencia de la enzima.

También se determiné que el ABTS junto con la lacasa, ademas de que oxidaron y
decoloraron al azul indigo presente en solucién, también decoloraron directamente
telas de algoddn tefiidas con azul indigo. Ademas, el agua de desecho de decoloracion
de la tela se pudo tratar bajo un proceso con lodos activados en forma aerdbica y en
forma anaerdbica; en comparacién con una solucién de indigo cuya biodegradacion fue

lenta en el proceso aerdbico y no sufrié ningn cambio en el proceso anaeradbico.

-11-
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Esta tesis tiene tres conclusiones principales:

1.- El ABTS' es un radical muy estable que oxida a diversos compuestos sin
requerir la presencia de la lacasa y se puede usar en condiciones desnaturalizantes de
la enzima, como es en presencia de disolventes. Este radical tiene maximos de
absorcién en la region UV-visible en | =394 nm, | =414 nm, | =646 nm y | =728 nm. En
la regiéon cercana a | =414 nm, donde generalmente se reporta la determinacion de
concentraciones de ABTS'® ocurre un translapamiento con el ABTS en su forma
reducida, por lo cual las mediciones no son precisas en el intervalo 390 nm < | .2 420
nm. La mejor longitud de onda para cuantificar al ABTS'" es en | =728 nm. El ABTS
dication es incoloro ya que absorbe en la region ultravioleta, sus maximos de absorcion
sonenl =214,1 =256yl =298 nm.

2.- El ABTS se puede reciclar entre el sustrato final y la enzima, de tal forma que
permite su uso industrial a pesar de su alto precio. Esto abre un nuevo campo en el
desarrollo de reactores con enzima inmovilizada, donde se efectien oxidaciones de

diversos compuestos fendlicos y no fendlicos.

3.- El sistema ABTS-lacasa puede usarse para tratar efluentes contaminados con
sustancias peligrosas, como es el caso del azul indigo, que lo convierten en acido
antranilico (sustancia biodegradable), o el p-cresol que al oxidarlo con ABTS-lacasa se

polimeriza, permitiendo asi su facil separacion de los efluentes..

-12-
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CAPITULO |

INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha sugerido el uso de las enzimas en diversos campos,
debido a las mdltiples ventajas que ofrecen, tales como: operan a condiciones de
presion y temperatura moderadas; al ser producidas por hongos, plantas y
microorganismos su costo generalmente es bajo, son selectivas y se ha reconocido que
catalizan diversas reacciones que quimicamente son muy dificiles y costosas de
efectuarse. Ademas, el uso de mediadores puede ampliar la gama de sustratos de las

enzimas.

Hay diversas teorias que explican el mecanismo de accion de los mediadores con
la enzima, como la que indica que el mediador actia como un "disparador de
electrones": una vez que éste se oxida por la enzima, difunde al medio y oxida al
sustrato que, debido a su tamafio no puede interactuar directamente con la enzima
(Fabrini, et al 2002). Pottash citado por Bourbonnais et al (1998), indica que el
mediador actia como un activador de la enzima transfiriendo el primer electron y
habilitando asi a la lacasa para empezar el ciclo catalitico de transferencia de un

electrén al compuesto no fendlico.

La lacasa es una fenol oxidasa que puede actuar principalmente sobre
compuestos fendlicos y aminas aromaticas (D"Acunzo et al, 2002). Bourbonnais y
Paice (1990) demostraron que la lacasa puede oxidar al ABTS (acido 2,2 azino bis (3-
etilbenzotizoline 6 sulfénico) obteniéndose el monocation y el dication, donde la primer
forma oxidada del mediador es capaz de oxidar compuestos fendlicos, mientras que el
dication en presencia de la lacasa, es necesario para la oxidacién de compuestos no
fenolicos. Desde entonces se han descrito mas de 100 mediadores, entre los cuales el

ABTS es uno de los mas usados (Johannes y Majcherczyk, 5 2000).

-13-
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El catién radical ABTS es usado frecuentemente para evaluar si un compuesto
tiene capacidad antioxidante, determinando si decolora o no al ABTS'"" (Aliaga y Lissi,
2000). Sin embargo las mediciones de absorbancia del ABTS se realizan a diferentes
valores de longitud de onda, considerados segun diferentes autores, como maximos,
por ejemplo Kim et al (2002) indican e=35000 M*cm™ a | =405 nm; mientras que
D’Acunzo et al (2002) proponen e=31500 M'cm™ a | =414 nm; Gouka et al (2001)
asignan un e=35000 M'cm™ a | =414 nm; mientras que Tiller et al (1999) denotan
e=36000 M'cm™ a | =414 nm; por otro lado Bourbonnais et al (1998) proponen un
e=36000 M*cm™ a | =420 nm y Mufioz et al (1997), indican e=29300 M'cm™ a | =436

nm.

En cuanto al color de las especies oxidadas del ABTS, todos los autores
coinciden en que la especie monocatién del ABTS es verde. Sin embargo, hay reportes
indicando diferencias en la coloracién del ABTS dication: Bourbonnais et al (1998)

indican que es purpura, mientras que Barreca et al (2003) reportan que éste es rojo.

Debido a la importancia que tiene el ABTS como mediador de la lacasa y a las
discrepancias existentes entre los diferentes reportes, es necesario realizar un estudio
del mediador ABTS vy la lacasa para determinar: que estructura oxidada del ABTS se
obtiene con la lacasa, cuél es la reactividad el ABTS previamente oxidado con la
enzima y cuales son las caracteristicas espectrofotométricas UV-visible del ABTS
oxidado, ademéas de explicar el mecanismo de reaccion que se sigue entre el ABTS

previamente oxidado con la lacasa y los diversos sustratos aqui estudiados.

-14 -
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CAPITULO 1I

ANTECEDENTES

2.1 Lacasa

La lacasa es una de las enzimas, que en los afios recientes, han sido de las mas
ampliamente estudiadas. Fue descubierta en exudados del éarbol japonés Rhus
vernicifera y posteriormente se encontré en hongos como: Pleurotus ostreatus, Pholiota
subacida, Trametes versicolor, Rhisoctonia practicola, Aspergillus nidulans vy
Phanerochaete chrysosporium, entre otros. Sélo hay una bacteria, Azospirjillum
lipoferum en la que se ha encontrado esta enzima (Thurston, 1994). La lacasa es una
oxidasa multicobre (EC 1.10.3.1) que reduce el oxigeno formando dos moléculas de
agua y simultdneamente oxida a varios compuestos aromaticos mediante la abstraccion
de cuatro electrones (Bourbonnais et al, 1997). Cataliza la oxidacion de sustancias
organicas e inorganicas (Xu, 1996), entre ellas estan los mono, di y polifenoles y
aminas aromaticas. Se cree que participa también en la biosintesis de la lignina, pero el

mecanismo se desconoce (Lonergan et al, 1997).

Basado en estudios de EPR y NMR se encontrd que los 4tomos de cobre de la
lacasa se dividen en tres tipos. El Tipo I, es un cobre azul mononuclear de baja
energia, absorbe a 605 nm y da un espectro EPR con una muy pequefia sefial en la
region de campo bajo. Puede ser removido de la enzima con una gran pérdida de
actividad. El tipo Il es paramagnético tiene parametros normales de EPR que indican la
presencia de alrededores tetragonales, no tiene absorcion significativa en el visible. Es
facil de eliminar con la pérdida de actividad de la enzima. El tipo Ill es un cobre
ferromagnético bi-nuclear que absorbe a 330 nm, no es detectable por EPR debido a
una fuerte interaccion antiferromagnética Cu-Cu (Yaropolov et al, 1994, Sima, 1989).
Las lacasas generalmente tiene cuatro atomos de cobre, uno tipo I, uno tipo Il y dos
tipo Ill, pero hay excepciones pues algunas lacasas poseen 2, 3 6 6 4&tomos de cobre
(Sima, 1989).

-15-
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El sitio activo de la lacasa es trinuclear formado por los cobres tipo Il y tipo Ill; el
tipo | transfiere los electrones al sitio trinuclear, donde el oxigeno se reduce a agua
(McGuirl y Dooley 1999). El mecanismo de accién puede ser: la transferencia de dos
electrones del sustrato al cobre tipo Il para formar el O,%. Esto es seguido por la
transferencia de un electrén del cobre tipo | al oxigeno intermediario para formar agua y
un radical O". El cuarto electrén pasa del cobre tipo Il al O para formar la segunda
molécula de agua. El cobre tipo | juega un papel central en la transferencia de al menos
un electrén al cobre tipo lll, aunque otros trabajos indican que todos los electrones
pasan por el cobre tipo | (Yaropolov et al, 1994). Uno de los ligandos del cobre tipo |
puede ser cisteina o metionina. El 4&tomo de cobre tipo Il esta enlazado a tres atomos
de nitrégeno y el cuarto ligando del cobre tipo Il es agua. Los &tomos de cobre tipo Il 'y
tipo Ill tienen una alta afinidad por el N*, 0,> y F. El cobre tipo Il juega un papel
importante en la estabilizacion del cobre tipo Ill en el sitio activo. Es posible que los
atomos del tipo Il y Il estén unidos via nitrégeno (Yaropolov et al, 1994). Uno de los
cobres tipo Il estda con ndmero de coordinacion tres y el otro con numero de
coordinacion cinco y ligado por un residuo de histidina. La geometria del cobre tipo Il es
muy sensible a los cambios de pH, temperatura y sales del amortiguador de pH
(McGuirl y Dooley, 1999).

Las lacasas pueden ser inducibles o constitutivas y pueden ser extra o
intracelulares (Sima, 1989). Algunos fenoles substituidos, aminas y acido benzoico
pueden inducir la sintesis de lacasa en organismos que no la producen bajo otras
condiciones (Yaropolov et al, 1994). El intervalo de pesos moleculares de la lacasa
varia entre 65 000 y 140 000 Da, las diferencias son por la cantidad de carbohidratos
gue contengan (Sima, 1989). Los carbohidratos pueden constituir entre el 10 y el 45 %,
los cuales incluyen hexosaminas, glucosa, manosa, galactosa, fructosa y arabinosa.
Su potencial redox es entre 0.3 a 0.8 V/INHE dependiendo de la fuente de lacasa, Xu
(1996). La lacasa se ha usado principalmente para la deslignificacion, el blanqueo de
la pulpa de papel, clarificacién de jugos, elaboracion de sensores y para decoloracién
de efluentes contaminados con colorantes textiles (Duran y Esposito, 2000 y

Fernandez-Sanchez et al, 2002).
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2.2 Mediadores

El intervalo de sustratos de la lacasa puede ser ampliado con la ayuda de
compuestos de bajo peso molecular llamados mediadores. Bourbonnais y Paice (1997)
indican que la lacasa solamente oxida derivados fendlicos de la lignina, pero puede
oxidar a los no fendlicos en presencia del ABTS (acido 2,2 azino bis (3-etilbenzotizoline
6 sulfonico). Segun Johannes y Majcherczyk (,2000) todos los radicales que se
obtienen de la oxidacion con la lacasa podrian actuar como mediadores. La eleccion
del mediador juega un papel muy importante en la efectividad del sistema enzima-
medidor. Se han descrito mas de 100 mediadores y se ha probado su aplicacion en
muchos campos, como es en la oxidacion de hidrocarburos poli-aromaticos y en la
decoloracion de colorantes textiles, entre otros. Su desventaja es su alto precio y

posible toxicidad (Johannes y Majcherczyk, ,2000).

A pesar de la importancia que tiene el uso de los mediadores, se conoce poco
acerca de su mecanismo. Algunas teorias han sido planteadas, pero falta conocer
mejor su forma de accién para aumentar y mejorar su aplicacion a campos todavia no
desarrollados. Entre las teorias estan la de Potthast, referido por Collins et al (1998)
quien sugiere que el ABTS actlia como un activador o co-oxidante de la enzima, por lo
que debe haber un mecanismo para su reciclamiento regresando a su forma reducida y
quedando asi disponible para un subsecuente ciclo catalitico. Ademas proponen que el
ABTS acttia como un donador de un electron y activador de la lacasa, pero no funciona
como oxidante del sustrato y que una vez activada la lacasa por el ABTS ésta puede
oxidar compuestos no fendlicos. Vandertol-Vanier et al (2002) indican que la velocidad
de oxidacion de varios hidrocarburos poliarométicos puede incrementarse por la adicion
del co-oxidante ABTS. Bourbonnais y Paice (1997), que explican que el ABTS funciona
como un agente de oxidacion de la lignina, ya que por su tamafio puede difundir mejor
entre las fibras de la lignina que la lacasa. Bourbonnais et al, citado por Li et al (1998)
indican ademas que el cation de la cloropromazina y del ABTS no pueden oxidar la
rotenona o el alcohol veratrilico en ausencia de la lacasa. El cation radical ABTS es

frecuentemente usado para evaluar si un compuesto tiene capacidad antioxidante.
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Para ello se determina si decolora o no al ABTS'" (Aliaga y Lissi, 2000). Sin
embargo las mediciones de absorbancia del ABTS se realizan a diferentes valores de
longitud de onda donde ocurren méximos de absorcién, segun diferentes autores, por
ejemplo Kim et al (2002) indican e=35000 M*cm™ a | =405 nm; mientras que D"Acunzo
et al (2002) proponen e=31500 M*cm™ a | =414 nm; Gouka et al (2001) asignan un
e=35000 M™cm™ a | =414 nm; mientras que Tiller et al (1999) denotan e=36000 M*cm™
a | =414 nm; por otro lado Bourbonnais et al (1998) proponen un e=36000 M'cm™ a
| =420 nm y Mufioz et al (1997), indican e=29300 M'cm™ a | =436 nm. Sin embargo
existen pocos estudios respecto al mecanismo y cinética de la reaccion, Henriquez et al
(1998) evaluaron la cinética del ABTS con fenoles, hidroperdxidos y aminoacidos y
encontraron una cinética compleja entre las velocidades iniciales de reaccion y la
concentracion de reactivos, asi como un paso reversible del ABTS'" a ABTS seguido

por reacciones radical-radical.

En la figura 1 se muestran las estructuras redox de a) ABTS, b) ABTS'" y ¢)

ABTS™
'|32Hs
N S H
O =IO e
HOLS 5 M
J73H5
-a" lT + 8-
l|32Hs
e SO.H
/@E %N—N:(::©/ ABTS™
HOLS s :
CaHs
-a° lT + 8-
Caks
' SOH
HOS s i
s

Figura 1. Estructuras redox de a) ABTS en su estado reducido, b) Monocation
ABTS'"" vy c) dication ABTS™
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Segun Scott et al (1993) la primer estructura corresponde al ABTS en su estado
dianion, la segunda, al ABTS anién y la tercera al ABTS en estado reducido. Otros
autores como Bourbonnais et al (1998) y Johannes y Majcherczyk (,2000) asignan a la
primera estructura el estado reducido, a la segunda como el monocation y a la tercera
estructura como el dication. Como los reportes de trabajos que se tomaron como
referencia y para comparacion, a lo largo de la presente, consideran la segunda
notacion, esa es la que aqui se uso: asignando a la primera estructura de la figura 1
como el estado reducido (ABTS), a la segunda como el monocatiéon (ABTS'") y a la

tercera como el dicatién (ABTS ™).

2.3 Electroquimica

Los sistemas electroquimicos permiten convertir la energia suministrada a través de
una fuente de poder externa en cambios quimicos en una celda. Estos cambios son
inducidos eléctricamente en los conductores electronicos y la conversion de una

sustancia en otra ocurre en la interfase con el conductor electroquimico (electrolito).

Un sistema electroquimico consta de una celda, de tres electrodos y una solucion
(electrolito) donde se lleva a cabo la conduccién de carga por iones. Los tres electrodos
necesarios son: A) Electrodo de trabajo (ET) es aquél en el que tiene lugar la reaccion
electroquimica de interés. B) Para cerrar el circuito y permitir el paso de corriente
eléctrica se necesita otro electrodo que se denomina electrodo auxiliar o contra-
electrodo (EA). Finalmente, para conocer cada uno de los procesos anddico y catédico
por separado, se utiliza un tercer electrodo, el electrodo de referencia (ER) que permite

la medida del potencial del ET utilizando un voltimetro electrénico de alta impedancia.

Todas las transformaciones quimicas implican ganancia o pérdida de electrones
originAndose un flujo de corriente distinta de cero. El resultado para la celda de
electrdlisis es de dos reacciones, una de electro-oxidacién y una de electro-reduccion,

las cuales mantienen la neutralidad eléctrica en el circuito global
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Partiendo de la celda inicialmente en equilibrio, situacion en la que no existen
reacciones netas de oxidacién o reduccién, se aumenta poco a poco la diferencia de
potencial entre ambos electrodos utilizando un generador de potencial. A partir de una
diferencia de potencial dada E empiezan a producirse corrientes eléctricas netas (l) que
circulan por ambos electrodos. Cuando no existe un campo eléctrico exterior aplicado a
la interfase, la misma se encuentra bajo un equilibrio dinamico, que implica el paso de
cargas en uno y otro sentido a igual velocidad, en este caso la densidad de corriente en
uno y otro sentido es la misma y se llama densidad de corriente de intercambio, j,. La
densidad de corriente neta vale cero y la diferencia de potencial en la interfase tiene

entonces su valor de equilibrio Eio. (potencial de corriente nulo) (Zinola, 1999),

El flujo de una corriente esta determinado por dos magnitudes relacionadas entre
si. La primera es la diferencia de potencial en el circuito. La segunda es la intensidad de
corriente, esta magnitud se mide en amperios; 1 amperio corresponde al paso de unos
6.250.000.000.000.000.000 electrones por segundo por una seccion determinada del
circuito (Bockris, 1970)

2.4 Uso ambiental de las enzimas

2.4.1 Colorantes

Muchas de las actividades industriales producen grandes cantidades de
compuestos xenobitticos que en gran proporcion son enviados al medio ambiente
(agua, aire y suelo), ocasionando graves problemas a las comunidades acuaticas y
terrestres (Colombo et al, 1996). Entre las industrias mas contaminantes con colorantes
se pueden citar a la textilera y la papelera. Recientemente se ha centrado la atencion
en microorganismos y hongos que tienen capacidad para biodegradar compuestos
recalcitrantes, incluyendo hidrocarburos, clorobencenos, bifenilos clorinados (Colombo
et al, 1996) y diversos colorantes (Greca et al, ,2002). Las enzimas representan una
opcion muy atractiva para el tratamiento de desechos debido a su biocompatibilidad y

sencillo control de los procesos (Soares et al, 2001).
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Los colorantes azo constituyen la clase de colorantes mas ampliamente utilizados,
siendo empleados en las industrias textil, de cosméticos, pinturas, medicamentos y de
alimentos, principalmente (Wariishi et al, 2002). Los colorantes azo son de los primeros
compuestos quimicos fabricados por el hombre (Muralikrishna y Renganathan, 1995).
Su produccién anual se estima en 7 x 10° toneladas (Tan et al, ,1999). De esta
cantidad aproximadamente del 10 al 15 % se desechan al medio ambiente durante su
manufactura y uso (Chen et al, 2003). El color es usualmente el primer contaminante
reconocido en el agua de desecho, donde una cantidad de sélo 10-50 mg/L es visible y
afecta la transparencia del agua y la solubilidad de gases (Rodriguez et al, 1999).
Muchos colorantes azo son resistentes a la luz, temperatura y ataque microbiano
haciéndolos compuestos recalcitrantes (Wesenbeg et al, 2003). El problema es grave
puesto que aproximadamente el 50 % de los colorantes producidos en el mundo son

compuestos tipo azo.

Los colorantes azo no son biodegradables en tratamientos aerdbicos
convencionales (Pereira y Durran, 2001). En algunos casos estos colorantes pueden
transformarse en el medio ambiente en aminas y otros productos toxicos y
cancerigenos (Tan et al, ,1999). Otros reportes indican que tampoco son
biodegradables con lodos activados ya que el colorante se queda adsorbido en la
biomasa (Balan y Monteir, 2001), de alli que los colorantes sean considerados como
contaminantes peligrosos. Se estima que el 90 % de los colorantes usados en la
industria textil no sufren ningin cambio en las plantas de tratamiento con lodos
activados 0 por métodos fisico-quimicos y asi son descargado en los rios (Abadulla et
al, 2000).

Se ha demostrado que varios hongos decoloran diversos colorantes (Gandolfi et
al, 2004). Generalmente el proceso es lento y requiere de varios dias (Greca et al,
1b2001). Entre los hongos que se han usado favorablemente para biodegradar
compuestos azo estan Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Pleurotus
sp., Bjerkandera sp. (Greca et al, ,2002). La estructura quimica del colorante es
importante para que pueda ser atacada por las enzimas, ya que hay una preferencia

por anillos arométicos ricos en electrones.
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Los sustituyentes metil y metoxi son los principales, ubicados en las posiciones
orto y para en los anillos bencénicos, mientras que en las posiciones meta en los anillos
bencénicos no son sustratos de la lacasa, segun lo reportado por Muralikrishna y
Renganathan (1995).

2.4.2 Mezclilla

Por otro lado, el mercado de la mezclilla es muy grande y una buena parte es para
articulos decolorados y con aspecto de usados. Esta apariencia se produce con el
llamado "stone wash", que consiste en usar piedras pomez dentro de una maquina
giratoria para gastar la superficie de la tela y remover particulas de indigo. Este proceso
causa dafio en la maquinaria y en la tela y al final del proceso es muy caro remover de
la tela las particulas de piedra residuales (Olson et al, 1993). Otro proceso involucra el
uso de agentes oxidantes como el hipoclorito de sodio o el permanganato de potasio
con o sin uso de piedra pémez (Express Textile India’s, 2003). Este proceso es dificil
de controlar ya que el blanqueo continda ain después de haber extraido la tela del
licor, ademas de que ocasiona dafio en las fibras y genera compuestos clorados toxicos
(Ota et al, 1994).

Durante estos procesos el indigo es removido de la tela y desechado en el agua.
El indigo no se puede biodegradar o remover facilmente con tratamientos fisicos 6
quimicos. Ademas, el indigo es ambientalmente peligroso por su alto potencial para

formar aminas toxicas (Campos y Cavaco, 2001).

Se ha iniciado el estudio de la aplicacion de enzimas a la decoloracién de mezclilla
debido a que superan las desventajas de los procesos convencionales arriba descritos,
ademés de que ayudan a conservar el agua, hay ahorro de energia y disminuye el
desgaste de la maquinaria. Las enzimas que mas se han usado desde la década
pasada para decorar telas de algodon tefiidas con indigo son las celulasas, las cuales
decoloran el indigo sin ocasionar dafios severos a las fibras, pero pueden producir que

el indigo retorne a la tela quedando manchada (Tzanov et al, 2003).
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2.4.3 Compuestos fendlicos

Los contaminantes fendlicos se producen en diferentes procesos como son:
degradacion parcial de herbicidas, preservativos para la madera e industrias
relacionadas con el petroleo. Dichos compuestos tienen diferentes grados de toxicidad
y su remocion del ambiente es importante debido a que algunos de ellos pueden

transformarse en compuestos con mayor toxicidad (Bollag et al, 1988).

Ademas, la oxidacion de compuestos fendlicos es importante en el blanqueo de
jugos de frutas y en vinos, deslignificacion de pulpa de papel, blanqueo de textiles y

descontaminacion de agua y suelo (Xu, 1996).

Se han estudiado diversos procesos para la oxidacion de compuestos fendlicos,
como son: oxidacion quimica, tratamientos electroquimicos, oxidacion fotocatalitica y
procesos a condiciones supercriticas, estos Ultimos son muy caros ya que se requieren
condiciones extremas, como son temperaturas de 500 a 700 °K y presiones de 70 a
200 bar con un alto consumo de energia, por lo que no son factibles para aplicarse
industrialmente (Medina et al, 2004). Se ha probado que las lacasas y peroxidasas
convierten los fenoles a radicales aril-oxi, que polimerizan y forman complejos

insolubles que pueden ser removidos facilmente por filtracion (Davis, 1990).

2.5 Inmovilizaciéon de enzimas

Para las enzimas se han encontrado mdultiples campos de aplicacion, pero
presentan algunos inconvenientes: al ser solubles en agua es muy facil que se vuelvan
inestables o disminuyan su actividad al variar la cantidad de agua en el medio
(Rohrbach, 1981). Usualmente son caras y su recuperacion para reusarlas es muy
dificil o imposible; incluso en algunos casos el proceso de separacion ocasiona dafios a
la enzima. Para salvar estas dificultades, asi como disminuir el costo del uso de enzima

por su reemplazo constante, se ha sugerido su inmovilizacion.
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La inmovilizacion de enzimas se define como la confinacion de enzimas en ciertas
regiones o espacios con la retencion de su actividad catalitica y con la ventaja de poder

usar la enzima repetida y continuamente (Wang et al, 1979)

Las principales variables a considerar en un sistema de inmovilizacién son: la
enzima, el soporte, el modo de interaccion de la enzima con el soporte y el contenido
de agua, ya que una enzima completamente deshidratada no es activa cataliticamente
(Adlercreutz, 1991).

Las principales caracteristicas que debe tener un buen soporte son: gran area
superficial, permeabilidad, caracteristicas hidraulicas, insolubilidad, estabilidad quimica,
mecanica y térmica, alta rigidez, tamafio y forma de particula, resistencia al ataque
microbiano, regenerabilidad y capacidad del soporte para absorber agua (Wang, 1979).
Las enzimas se pueden fijar a muchos tipos de soportes: materiales inorganicos como
la silica, alimina, vidrio y zeolita; orgadnicos como polisacaridos y polimeros sintéticos

como poli-acrilamidas y resinas fenol formaldehido (Baohong, 1997).

Entre las formas de interaccion de la enzima con el soporte se encuentran: por
adsorcion fisica, por enlace i6nico, por enlace covalente, por entrecruzamiento y por

atrapamiento, entre otras (Wang, 1979).
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CAPITULO 1l

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

El ABTS no es un activador de la enzima sino que es un sustrato de la misma y
al ser oxidado por la lacasa se produce el monocation. Este radical es muy estable y

tiene la capacidad de:

1) Actuar como agente oxidante de varios compuestos sin requerir la presencia

de la enzima.

2) Aumenta la velocidad de oxidacion en presencia de la enzima, ya que el

ABTS se puede reciclar varias veces entre el sustrato y la lacasa.

3) Oxida a compuestos tales como el indigo a formas y estructuras de facil

biodegradacion.

-25-

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

OBJETIVO GENERAL

Comparar la velocidad de reaccion del ABTS con diversos compuestos quimicos,
en presencia y ausencia de lacasa, para explicar el mecanismo de accion del ABTS con

la lacasa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar el ABTS'" que se produce con la lacasa de Myceliophthora

thermophila clonada en Aspergillus oryzae (EC 1.10.3.1).

Demostrar que el ABTS al oxidarse con la lacasa produce el ABTS monocation.

Encontrar diversos sustratos que se pueden oxidar con el ABTS'"" sin requerir la

presencia de la lacasa.

Calcular las velocidades de reaccion del sistema: sustrato-ABTS""

Calcular las velocidades de reaccién del sistema: sustrato-ABTS-lacasa.

Establecer el sistema de reciclamiento del ABTS entre la lacasa y el sustrato.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Caracterizacién de la enzima

4.1.1 Purificacion de la enzima

La lacasa se obtuvo del producto comercial Deni Lite Il S de Novozymes México.
Este producto esti formulado para decolorar azul indigo. Greca et al (,2001) lo
caracterizaron e indican que tiene lacasa, é&cido fenotiazin-10 propidénico como

mediador y un surfactante no-i6nico en amortiguador de pH de fosfatos.

Para eliminar todos los demés componentes de la formulacion comercial y dejar
solamente la enzima, se hizo el siguiente proceso de purificacion:

- Se disolvieron 15 g de Deni Lite I S en 150 mL de agua destilada y se
mantuvieron en agitacion continua por 2 horas.

- Se centrifug6 la mezcla a 10 000 rpm a 10 °C por 20 minutos.

- EI sobrenadante se filtr6 primero con papel filtro Whatman No. 1 vy
posteriormente con filtro millipore de 0.45 nm.

- Se agregaron 150 mL del filtrado en 500 mL de acetona a 5°C.

- La mezcla se dej6 en bafio de hielo por 3 horas

- Posteriormente se centrifugd a 10 000 rpm a —10 °C por 20 minutos usando una
centrifuga Beckman J2-HS

- Se descarto el sobrenadante y se recolecto el sdlido.

- El sélido se lavo tres veces con acetona a 0°C.

- Después se colocé en una caja petri de 5 cm de diametro y se puso en un
desecador por 1 dia para eliminar la acetona remanente.

Se disolvieron 3 g del s6lido en 10 mL de amortiguador de pH de acetatos 0.1 M

a pH 5y se conservo en refrigeracion para su uso posterior.
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4.1.2. Determinacion de la actividad de la lacasa

La actividad_de la solucion de enzima se midié como sigue:

- Se preparé una solucion de enzima 1:100 V/V con amortiguador de pH de
acetatos 0.1 M a pH 5y se incubaron a 25 °C.

- Se preparé una solucién de ABTS 5 mM e incubd a 25 °C.

- El testigo se hizo mezclando 0.1 mL de solucion de lacasa, 0.1 mL de
amortiguador de pH de acetatos 1M a pH 5y 0.8 mL de agua destilada.

- Las muestras se prepararon con 0.1 mL de solucion de lacasa, 0.1 mL de
amortiguador de pH de acetatos 1 M a pH 5, 0.7 mL de agua destilada y 0.1 mL de
ABTS 5 mM.

- Las muestras se mezclaron perfectamente y se leyo el cambio de absorbancia a
414 nm cada 15 segundos, por 3 minutos, usando un espectrofotmetro UV-Vsible
Beckman DU 640.

- Se grafico el cambio de absorbancia contra el tiempo.

- La pendiente correspondi6 a la velocidad inicial (Vo) de oxidacién del ABTS con
lacasa.

- Se calculd la actividad tomando en cuenta el coeficiente de extincion molar del
ABTS (36 000 M™ cm™) (Tiller et al, 1999) y la dilucién de la lacasa.

4.1.3 Determinacion de contenido de proteina

La proteina presente se cuantificé por el método de Bradford (Garcia y Vazquez-
Duhalt, 1998).

- Se prepararon soluciones con 2, 4, 6, 8 y 10 ng/mL de albimina en NaCl 0.15 M.

- El blanco se preparé con 0.2 mL de NaCl 0.15 M y 0.8 mL de reactivo de
Bradford.

- Se colocaron 0.2 mL de solucion de albumina con 0.8 mL de reactivo de
Bradford, se agit6 con un vortex y después de 10 minutos se leyo la absorbancia a

| =595 nm. Se repitié para todas las soluciones de albumina.
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- La curva de calibracién se hizo graficando la concentracién de proteina contra la
absorbancia.

- A 0.2 mL de la solucién de lacasa se afiadieron 0.8 mL de reactivo de Bradford,
se mezclé usando un vortex, después de 10 minutos se leyo la absorbancia a | =595

nm y se calculd la cantidad presente de proteina usando la curva de calibracion.

4.1.4. Célculo de los pardmetros cinéticos de la lacasa

- Se prepararon las mezclas indicadas en la tabla 1.

- Se calcul6 la velocidad inicial (Vo) para cada solucion de ABTS, segun lo
descrito en 4.1.2

- Se graficaron las Vo de oxidacion de ABTS con lacasa contra la concentracion
de ABTS.

- Se ajustaron los datos obtenidos al modelo de Michaelis Menten por minimos
cuadrados. Del ajuste se obtuvo Vmax Y Km

Se calculé la kcat con la ecuacion: kcat = Vimax/[Enzima]

Tabla 1. Mezclas de reaccion para determinar los parametros cinéticos de la

lacasa con el ABTS medidos a 25 °C

Amortiguador de

ABTS 5 mM Lacasa 1:100 V/V
acetatos apH 5
0.001 mL 0.1 mL 0.1 mL
0.005 mL 0.1 mL 0.1 mL
0.01 mL 0.1 mL 0.1 mL
0.02 mL 0.1 mL 0.1 mL
0.05 mL 0.1 mL 0.1 mL
0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
0.2 mL 0.1 mL 0.1 mL
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4.1.5. Efecto de disolventes sobre la actividad enzimética.

Se mezcld la lacasa con 10, 20, 30, 40, 50 y 60 % en volumen de etanol y

acetonitrilo y se le determiné su actividad segun 4.1.2

4.2. Inmovilizacién de la enzima

Se probaron dos sistemas de inmovilizacion de la lacasa:

4.2.1 Sistema | preparado segin Ho y Liao (1983):

- Se mezclaron 5 g de silica gel con 50 mL de solucion de NaOH al 2%, se
calentaron por 2 horas a 80 — 90 °C manteniendo agitacion suave. Esto permitié formar
grupos SiONa en la silica.

- La silica tratada se decant6 y lavo con agua destilada.

- Posteriormente se le adicionaron 50 mL de HNO; al 20 %, y se dejaron
reaccionar por 30 minutos con agitacién constante a temperatura ambiente. Con este
tratamiento acido se desplazo el Na quedando grupos hidroxilo terminales.

- La silica se decanté y lavé con agua destilada.

- Después la silica se hizo reaccionar con 50 mL de 3 aminopropiltrietoxisilano al
4% por 2 horas a 80 — 90 °C con agitacién suave. Esto permitié introducir grupos
aminos unidos al hidroxilo.

- Se decant6 y lavo la silica con agua destilada.

- Se agregaron 25 mL de glutaraldehido 0.3% y se dejaron por 3 horas con
agitacion suave a 60 - 70 ° C. En esta etapa se forman bases de Shift entre los grupos
amino y los aldehido.

- La silica se decantd y lavo con agua destilada.

- Se adiciond la enzima en amortiguador acetatos de pH 5 y se dejé toda la noche
en contacto con la silica, la cual se unié covalentemente con los grupos aldehido
introducidos previamente.

- Finalmente la silica nuevamente se decant6 y lavo con agua destilada.
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4.2.2 Sistema |l preparado segun Villasefior (2004)

- Se mezclaron 15 mL de agua con 15 mL de etanol. Gota a gota y con agitacion
constante se agregan 15 mL de tetraetil orto silicato, se agitd la mezcla 30 minutos
mas después de haber adicionado todo el silicato.

- Se dejo la mezcla en un cristalizador a temperatura ambiente por 7 dias
aproximadamente, para formar cristales.

- Los cristales de silica se fraccionaron y cribaron al tamafio deseado

- El proceso de inmovilizacién se continué segin Ho y Liao (1983)

4.3 ABTS" libre de enzima.

A 10 g de cristales con enzima inmovilizada se le agregaron 50 mL de ABTS 5 mM
y se dejaron a temperatura ambiente, aproximadamente 7 dias. Diariamente se ley6 su
absorbancia a 414 nm. Cuando se registré la maxima absorbancia a 414 nm, el ABTS'""
se separ6 de la enzima mediante filtracién con papel y se guardo en el refrigerador para

Su uso posterior.

4.4 Estudio electroquimico del ABTS

Para determinar la forma oxidada del ABTS que se obtuvo con la lacasa

inmovilizada, se efectudé un estudio electroquimico.

4.4.1 Caracterizacion electroquimica de ABTS/ABTS'"/ABTS"™

Todas las mediciones fueron realizadas en un potenciostato galvanostato Autolab
modelo PGstat 30, con un sistema de tres electrodos en una solucién reguladora de
acetatos 0.2 M a pH 5, como electrolito de soporte. Como electrodos de trabajo se
usaron un disco de carbon vitreo (0.0706 cm?) y un disco de platino (0.0314 cm?).
Como electrodo auxiliar un alambre de platino y como electrodo de referencia KCI (say)-
AgCls)-Ag.
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Los electrodos de trabajo (C y Pt) fueron pulidos con alimina para garantizar la
ausencia de residuos en la superficie. Todos los voltamperogramas fueron iniciados en
el potencial de circuito abierto (Ei0) y los barridos de potencial fueron realizados en
ambas direcciones, positiva y negativa usando diferentes concentraciones de ABTS y

varias velocidades de barrido de potencial.

4.4.2 Caracterizacion electroquimica del ABTS oxidado con lacasa inmovilizada

La solucion de ABTS oxidado producida con la lacasa inmovilizada se sometio a
un analisis electroquimico en las mismas condiciones descritas en la seccion anterior y
se compararon los voltamperogramas del ABTS oxidado enzimaticamente con los

voltamperogramas del ABTS obtenidos como se indic6 en la seccion anterior.

4.5 Produccion electroquimica de ABTS"y ABTS™

Para conocer el espectro de absorcion del ABTS monocation y dication, se
produjeron electroquimicamente y simultdneamente se registraron sus barridos
espectrofotométricos. El estudio espectro-electroquimico se realizé con un electrodo
oOptico transparente de capa delgada OTTLE (por sus siglas en inglés) construido con
una malla de platino dentro de una celda de cuarzo de 0.1 cm de paso Optico. Para
ambas oxidaciones se us6 ABTS 0.05 mM en una solucion reguladora de acetatos 0.1

M a pH 5 y se monitoreé espectrofotométricamente cada 30 segundos.

Para la formacion de ABTS'" se realizé un barrido de potencial muy lento, a una
velocidad de 0.05 mV/s, iniciando en E = 0.5 V hasta llegar a E = 0.70 V y regresando a
0.5 V. Para formar el ABTS™ el barrido de potencial fue de 0.05 mV/s iniciando en E=
0.9 V hasta 1.10 V y regresando a 0.9 V.
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4.6 Estabilidad del ABTS"
Al ABTS'" previamente oxidado con la lacasa inmovilizada se le midi6 la
estabilidad a la temperatura, al pH y el efecto de su mezclado con diversos disolventes

polares.

a) Estabilidad a cambios de Temperatura. Tres matraces conteniendo 10 mL de

ABTS'"" libre de enzima se mantuvieron durante un mes a las siguientes temperaturas:
4, 25y 60 °C y se monitorearon periédicamente leyendo la absorbancia a | =414 nm

para determinar la cantidad remanente de ABTS'" en la solucién.

b) Estabilidad a distintos valores de pH, Tres matraces con 10 mL de

ABTS"libre de enzima se ajustaron a los siguientes valores de pH: 1.3, 6.5y 8.2 y
después de una hora se les determind su espectro espectrofotometro en el intervalo de
[ =320 a| =500 nm

c) _Estabilidad con distintos disolventes. Cuatro matraces cada uno con 8 mL de

ABTS'"" libre de enzima se mezclaron con 2 mL de disolvente: metanol, etanol,
isopropanol y acetonitrilo, en cada caso se midio la absorbancia a 414 nm después de

1y de 7 horas de haberse mezclado con los disolventes.
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4.7 Decoloracion de indigo en solucién usando lacasay ABTS
4.7.1 Reaccion entre el azul indigo y el ABTS"”

Para verificar que el ABTS'" reacciond con el azul indigo sin requerir la presencia
de la lacasa, se prepar6 una mezcla equi-molar de ambos reactivos y se separaron por

cromatografia en capa fina, usando como controles lacasa, indigo y ABTS'

4.7.2 Célculo de la concentracion de indigo y ABTS'" durante la reaccién de oxidacion

del indigo

El ABTS'" tiene maximos de absorcion a | =394 nm, | =414 nm, | =646 nmy | =728
nm (segun el estudio espectro-electroquimico) y el azul indigo a 610 nm; por lo que hay
interferencia en la absorbancia de ambos compuestos a 610 nm, por lo que fue
necesario entonces resolver el sistema de ecuaciones siguiente para calcular en cada

momento la cantidad de azul indigo y de ABTS'" presente.

Ag1a= éA414 Cat e|414 Cierrnnnn. (1)
As10= eA610 CA + elelo C| ............ (2)

Donde Ca es [ABTS"], C; es [Indigo] y el coeficiente de extincién molar €’ (J = A

para ABTS'" ' | para azul indigo).

Los valores de Cp y C, se calcularon usando la férmula convencional de algebra de
matrices C = €'A
Donde C es el vector columna de incognitas, €, la matriz inversa de e, y A el

vector columna de absorbancia.

Los €’ calculados para el ABTS'""y el indigo se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Coeficientes de extincién molar calculados para el ABTS ' (¢') a 414 y

620 nmy para el azul indigo (€) a 414y 620 nm

€414=36.06 + 0.73mM*ecm?  €s4=1.22 + 4x10* mM™?

€%610=9.78 + 0.42 mM* cm™ €s10=20.42 + 0.61 mM™

4.7.3. Relacion estequiométrica de la reaccion entre el ABTS"y el indigo

Para determinar la relacion estequiométrica de la reaccién entre el indigo y el
ABTS!"" libre de enzima, en la celda de cuarzo del espectrofotometro conteniendo 2 mL
de solucion de ABTS'" 43.7 mM se le adicionaron alicuotas de 0.03 mL de azul indigo
50 mM. Se obtuvieron los espectros espectrofotdmetro UV-visible a 4 minutos de cada
adicién de indigo. Se midieron los cambios de absorbancia a 414 y 610 nm y se
graficaron contra la cantidad de indigo adicionada para encontrar el punto de titulacién

y cuantificar la cantidad de azul indigo necesaria para reaccionar con todo el ABTS"".

4.7.4 Cinética

Se realiz6 el ajuste de la reaccion entre el ABTS'"" y el indigo al modelo cinético
de pseudo primer orden, manteniendo el ABTS'" constante (0.05 mM) y el indigo se
varié en 0.02, 0.013, 0.01, 0.008, 0.0075 y 0.005 mM.

Se calcularon las velocidades de reaccion de 200 nmoles de indigo en cada uno

de los siguientes sistemas:

a) Con 2 nmoles de ABTS"

b) Con 4 U de lacasa

C) Con 2 nmoles de ABTS'" y 4 U de lacasa.
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4.7.5. Reciclamiento del ABTS con lacasa y azul indigo

Para determinar si el ABTS oxidado por la lacasa se recicla entre el azul indigo y
la enzima lacasa, se hizo el siguiente experimento: dentro de una celda de cuarzo del
espectrofotometro se colocaron 2 mL de solucion conteniendo 2.5 nmoles de ABTS y 4
unidades de lacasa libre; se le fueron haciendo adiciones cada 3 minutos de 200
nmoles de azul indigo, el proceso se repiti6 10 veces. Cada minuto se midieron los
cambios de absorbancia a 1=414 y |=610 nm. Con el sistema de ecuaciones
anteriormente descrito se calcularon las cantidades de ambos reactivos presentes en la

mezcla de reaccion después de cada adicion de indigo.

4.8 Decoloracion de indigo en mezclilla usando lacasay ABTS

Para verificar que la reaccion de decoloracion del indigo usando lacasa y ABTS se
puede efectuar directamente sobre la tela tefiida con indigo, se prepararon tres series
de siete trozos de 8 x 8 cm de mezclilla comercial y se sometieron por triplicado a los

siguientes tratamientos:

La serie 1 a 40 nmoles de ABTS, la serie 2 a 40 U de lacasa y la serie 3 a 40
mmoles de ABTS y 40 U de lacasa, en los tres casos el volumen final se ajusto con
agua destilada a 200 mL. Se sac6 un trozo de tela de cada tratamiento a los siguientes

tiempos 2, 6, 12, 20, 30, 36 y 48 horas, se lavd con agua destilada y se dejo secar.

4.8.1 Andlisis colorimétrico

La decoloracion de cada trozo de tela se midié con un colorimetro Hunter Lab
D25-PC2. Segun la escala de Musell: el pardmetro Ligthness "L" indica, en una escala
de 0 a 100, que tan blanca es la muestra, donde O corresponde a negro y 100 a blanco.

El parametro Hue "H" indica el color propio de la sustancia considerando un circulo
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dividido en 100 colores, y el parametro Chroma "C" indica la opacidad que presenta la
tonalidad del color.
Los parametros leidos "ligthness”, “chroma” y “hue” se graficaron contra tiempo

para cada una de las series de trozos de mezclilla, para cuantificar la decoloracion.

4.8.2 Biodegradabilidad del agua residual

Al agua de desecho de la decoloracion de mezclilla usando lacasa y ABTS se le
realizé una prueba de biodegradabilidad con lodos activados midiendo la Demanda
Bioguimica de Oxigeno (DBO), comparando contra una solucion de indigo (con la
misma DQO inicial que el agua de desecho de 1000 mg/L) y con una solucién de

lacasa-ABTS como sigue:

Un frasco de inhibidor de nitrificacion y uno de POLYSEED (de Hach) se
adicionaron con 500 mL de agua, la mezcla se ajust6 a 18 -22 °C, pH 6-8 y se airearon
por 1 hora. En una botella Hach se preparé la siguiente mezcla: 14.4 mL de muestra,
145.6 mL de agua aireada con inhibidor y POLYSEED y una botella de nutriente en
amortiguador de pH (de Hach). El blanco se prepar6 de forma similar pero usando agua
en lugar de muestra. Hidroxido de litio fue usado como trampa de CO; y las botellas se
sellaron con silicén. La reaccion se dej6 por 5 dias a 20 °C controlando la temperatura
con una incubadora Lab Line AMBI HO-LO. Se leyd todos los dias la cantidad de

oxigeno disuelto para calcular la DBO con la ecuacion:

DBO muestra = [DBO medido — (0.1 x DBO blanco)] /0.9....................... (2)

El mismo procedimiento se siguié con una solucién de indigo y una mezcla de

ABTS y lacasa a las mismas concentraciones usadas en el experimento anterior.
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4.8.3. Metanogénesis

Para determinar si el agua de decoloracion de mezclilla usando lacasa y ABTS es
biodegradable en condiciones anaerdbicas, se trat6: (a) una muestra de agua de
decoloracion, (b) una solucion de indigo, (c) una solucién de acetato de sodio (como
control positivo ya que la biomasa floculada consume este reactivo casi en su totalidad),
(d) una solucion de lacasa y (e) una solucion de ABTS. Todas las soluciones se
ajustaron a una DQO inicial de 1000mg/L y se trataron anaerdbicamente usando

biomasa floculada.

Las pruebas de actividad metanogénica se llevaron a cabo en botellas serologicas
de 60 mL con un volumen de medio de 40 mL. Las botellas se inocularon con la
biomasa floculada a una concentracion de 2 gSSV/L. Las botellas se sellaron y se les
intercambio la atmdsfera con una mezcla de nitrégeno: CO, (80:20) por tres minutos,
posteriormente se incubaron a 35 °C.. El medio mineral se prepar6é mezclando los
siguientes reactivos (g/L): 0.703 g NaH,PO.4£H,0, 0.6 g K;HPO,4, 0.28 g NH4CI, 0.111 g
MgS04£7H,0, 0.006 g CaCl,°2H,0, 0.02 g extracto de levadura 1 mL de solucién de
elementos traza. Donde la solucién de elementos traza se preparé mezclando (g/L) 2 g
FeCl,£4H,0, 0.5 g MnCl,, 500 g resarzurina, 0.5 g EDTA, 0.1 g Na,SeO3, 0.05 g H3BOs3,
0.05 g ZnCl,, 0.05 g (NH4)6M070,£4H,0, 0.05 g AICl;, 0.05 g NiClze6H,0, 0.05 g
CaCl,£2H,0, 0.05 g CuCl,£2H,0 y 1 mL HCI. El metano se determind por el volumen

desplazado de una solucion de NaOH al 3%, durante 72 horas.

Después de 72 horas, se midi6 la DQO a todas las muestras: (a) agua de
decoloracion, (b) solucion de indigo, (c) solucion de acetato de sodio, (d) solucion de
lacasa y (e) solucion de ABTS, para calcular el % de materia organica consumida en el
tratamiento anaerobio. La DQO se mide oxidando quimicamente la materia organica
contenida en la solucién problema, mediante la adicion de H,SO. y K»Cr,O7 usando
Ag.SO4 como catalizador. La mezcla se hace reaccionar por 2 horas a ebullicién y
finalmente se calcula la cantidad remanente de K,Cr,O; espectrofotométricamente con

el cambio de absorbancia, que es proporcional a la cantidad de materia organica.
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En la tabla 3 se presentan las condiciones usadas en la metanogénesis

Tabla 3. Composicién en las botellas serolégicas para realizar

la cuantificacion de la produccion de metano.

Volumen de medio (mL) 40
gDQOI/L 1
gDQO en botella 0.04
Metano teorico (mL) 13.6
gSSV/L 2
gSSV en botella 0.08
gDQO/gSSsV 0.5
Carateristicas del lodo
Lodo (gSSVIL) 24
Lodo (mL) en botella 3.5

4.9 Reaccién de oxidacion del ABTS' con otros sustratos

Se prepararon mezclas equi-molares de ABTS'" libre de enzima, con diferentes
compuestos, para determinar si el ABTS'"" puede actuar como un agente oxidante, sin
requerir la presencia de la lacasa. Los compuestos probados fueron: p-cresol, Sudan I,
azobenceno, azul brillante G, p-cloroanilina, fenilazo anilina, naranja 7, azul remazol,

rojo Congo, &cido tanico, acido galico y amino azo tolueno.

Las mezclas equi-molares se colocaron en una placa del lector de Elisa y se midio
el cambio de absorbancia a 414 nm cada 5 minutos y durante 30 minutos para calcular
la velocidad inicial de oxidacién. . Se eligieron dos compuestos para estudiarlos mas
ampliamente: el Sudén I, debido a que este colorante es no polar y por lo tanto
insoluble en agua, la experimentacién con este colorante permitira realizar sistema de
reaccion en dos fases, el colorante en la orgénica y la lacasa y el ABTS en la acuosa y
el p-cresol, como modelo de compuestos fendlicos que también hay reportes de su alta

toxicidad e incidencia en el medio ambiente como desecho industrial.
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4.10 Reaccion entre el ABTS" y el Sudan II

El Sudan 1l es un colorante usado en biologia para hacer tinciones de tejidos con
materiales grasos. Este compuesto es muy poco soluble en agua y muy soluble en
etanol y hexano, mientras que el ABTS y la lacasa son hidrosolubles. Este colorante se
us6 como modelo para determinar si el sistema ABTS-lacasa se puede usar también

con compuestos no polares, como es el caso del Sudan Il.

4.10.1 Variacion de coeficientes de particion

Para aumentar la cantidad de Sudan Il disuelto en la fase acuosa y que pueda
reaccionar con el ABTS'"" y la lacasa se vario el coeficiente de particion del Sudan II
mediante la adicion de diferentes cantidades de co-solvente, para ello se prepararon 4
series con 9 tubos cada una. A cada tubo se les agregaron 3 mL de Sudéan Il disuelto
en hexano posteriormente a cada tubo se le adicionaron 3 mL de solucién disolvente-
agua, como se indica en la tabla 4. Se registraron los cambios visuales para determinar
cual fue el mejor co-solvente que permitié que se aumente la cantidad de Sudan Il en la

fase acuosa.

Tabla 4. Composicion de las 4 series de tubos conteniendo 3 mL de Sudan Il

disuelto en hexano y 3 mL de disolvente-agua.

Tubo Serie 1 Serie 2 Serie 3 Serie 4
% Etanol % Metanol % Acetonitrilo % Butanol

1 0 0 0 0

2 12.5 12.5 12.5 12.5

3 25.0 25.0 25.0 25.0

4 37.5 37.5 37.5 37.5

5 50.0 50.0 50.0 50.0

6 62.5 62.5 62.5 62.5

7 75.0 75.0 75.0 75.0

8 87.5 87.5 87.5 87.5

9 100 100 100 100
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4.10.2 Cinética

Se prepararon por separado mezclas de ABTS'" libre de enzima y de Sudan I, a
las siguientes concentraciones: 0.008, 0.015, 0.030, 0.050 y 0.100 ng/mL y se fueron
mezclando una a una todas las soluciones de ABTS'" con todas las de Sudan I,
directamente en una placa del lector de Elisa y completando con agua destilada al

volumen final de 200 ni. La temperatura se control6 a 25 °C.

Se leyeron cambios de absorbancia a | =414 nm (ABTS'") y | =498 nm (Sudan I
oxidado) para calcular las velocidades iniciales de reaccion y establecer el modelo

cinético de reaccién entre el ABTS"'" y el Sudan Il, en tres esquemas de reaccion:

a) Sudan Il disuelto en etanol y ABTS'" con la enzima inmovilizada, pero sin

enzima en el medio de reaccion.

b) Sudéan I, lacasa y ABTS, pero adicionando porcentajes menores del 35 % de
etanol. En este punto la actividad de la lacasa es practicamente la misma que sin etanol

y el Sudan Il se distribuy6é en ambas fases.

c¢) En un sistema de dos fases: el Sudan Il disuelto en hexano y la lacasa y ABTS

en la fase acuosa.

4.10.3 Cromatografia en placa fina

Se uso la cromatografia en capa fina con dos objetivos:

1. Corroborar que el Sudan Il reacciond con el ABTS""y

2. Separar productos de reaccién para identificarlos.

La cromatografia en capa fina se hizo con los reactivos y diferentes controles:
a) Lacasa e) Sudan

b) Sudan Il con lacasa f) ABTS'"

c) Sudéan Il con ABTS reducido g) ABTS reducido

d) Sudan Il con ABTS'"
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Se hicieron pruebas con diferentes eluyentes: etanol, butanol, metanol, agua,
hexano, benceno, tolueno, usando los disolventes puros y las mezclas binarias y

ternarias, en diferentes proporciones.

Los experimentos se hicieron de la siguiente forma: se aplicaron los compuestos
en la placa de silica de 10 x 20 cm. Se colocd el eluyente en la camara de
cromatografia. Se dej6 tapada la cAmara por 30 minutos para que se saturara con el
eluyente a evaluar. Posteriormente, se introdujo la placa y se realizé la cromatografia
hasta que ya no se observé cambio. La placa se extrajo de la camara y se dejo secar

en la campana de extraccion.

So6lo un componente del Sudan Il reaccioné con el ABTS'. Este componente se
rasp6 de la placa de cromatografia y se disolvié en etanol para separarlo de la silica.
Posteriormente, se concentrd y se puso en una nueva placa de cromatografia y se
separo otra vez por cromatografia en capa fina con diferentes disolventes para intentar
purificarlo. La mancha principal se volvio a raspar, disolver, concentrar y separar en otra

placa de cromatografia; éste proceso se repitié 4 veces.

4.10.4 Cromatografia de gases y espectroscopia de masas.

El Sudan Il disuelto en etanol se inyecté en el cromatografo de gases Hewlett
Packard 5890 Series Il Plus acoplado a un espectrofotometro de masas Hewlett
Packard 5932 Series Mass Selective Detector usando una columna Hewlett Packard
HP-5MS. Se probaron varias rampas de temperatura hasta obtener un pico definido que

identificara al compuesto en la biblioteca del equipo como el Sudan Il

El componente del Sudan Il que reaccioné con el ABTS'* también se inyect6 en el
cromatdgrafo de gases usando las mismas condiciones con que se identificé el Sudan
Il y posteriormente se probaron otras rampas de temperatura intentando obtener un

pico nitido que se pudiera identificar.
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4.11 Reaccion entre el ABTS" libre de enzimayy el p-cresol

4.11.1 Comprobacion de la reaccion entre ABTS'" y p-cresol

Se uso la cromatografia en capa fina con la mezcla de reaccién del p-cresol y el
ABTS'"" para:
- Corroborar que el p-cresol reaccion6 con el ABTS' y

- Separar productos de reaccion para identificarlos.

La cromatografia en capa fina se hizo con los reactivos y los siguientes
controles:
a) Lacasa
b) p-cresol
c) p-cresol mas ABTS""
d) p-cresol mas ABTS reducido
e) ABTS'"

Se hicieron pruebas de separacion con diferentes eluyentes: etanol, butanol,
metanol, agua, usando los disolventes puros y mezclas de ellos binarias y ternarias, en

diferentes proporciones. Los experimentos se hicieron segun lo descrito en 4.10.3.

4.11.2 Producto de reaccion del p-cresol oxidado con ABTS.

El compuesto identificado como producto de oxidacion del p-cresol usando
ABTS'"" libre de enzima, se obtuvo en forma pura raspandolo de la placa de silica y
posteriormente se separ6 de ésta disolviéndolo en acetato de etilo. La solucion se filtrd
con papel filtro y se dejé evaporar en un desecador para eliminar el solvente y dejar

Unicamente el producto de reaccion.

El producto de reaccion se disolvid en etanol y se inyectd en el cromatografo de
gases usando la misma rampa de temperatura con que se identifico el Sudan Il y

posteriormente se probaron otras rampas, hasta que se obtuvo un pico nitido.
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4.11.3 Estequiometria de la reaccién entre p-cresol y ABTS"

Se prepararon mezclas de p-cresol con 10 % de etanol y ABTS'" en agua, en las

proporciones molares indicadas en la tabla 5.

Tabla 5. Relaciones molares de p-cresol : ABTS'" usadas para determinar la
estequiometria de la reaccion
p-cresol ABTS'
4 1

2 1
1 1
1 2
1 4

Las mezclas se dejaron reaccionar a temperatura ambiente durante 24 horas y se
analizaron para observar el consumo de reactivos y determinar la relacion
estequiométrica de la reaccion. Los analisis se hicieron con el espectrofotometro UV-
visible en el intervalo de 230 a 630 nm e inyectando las mezclas finales en el
cromatégrafo de liquidos Hewlett Packard usando una columna Bond-Clone C-18, a las

siguientes condiciones:

Eluyente: Acetonitrilo agua en relacion 30:70
Flujo: 1.5 mL/min

Temperatura 40 °C

Longitud de onda 254 nm

Bajo estas condiciones el tiempo de retencién del p-cresol fue de 2.8 minutos vy el
del ABTS 1.1 minutos. Las concentraciones de p-cresol y ABTS remanente se

calcularon usando curvas de calibracion.
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4.11.4 Cinética

Se prepararon mezclas de ABTS'' libre de enzima y p-cresol a diferentes

concentraciones, ver tabla 6 para determinar la cinética de la reaccion.

Tabla 6. Concentraciones de p-cresol y ABTS'" usadas para determinar la cinética
de la reaccion

p-cresol (mM)  ABTS (mM)

0.00075 0.001
0.003 0.003
0.0075 0.0056
0.015 0.032
0.03 0.041
015 0 -

Se hizo reaccionar cada nivel de concentracion de p-cresol con todas las

correspondientes de ABTS"", controlando la temperatura a 25 °C.

Se midieron, para cada caso los cambios de absorbancia a 414 nm (ABTS'') y a
557 nm (p-cresol oxidado), cada 5 segundos y durante 1 minuto. Se probo el ajuste de
los resultados obtenidos a modelos cinéticos de orden cero, de primer orden y segundo

orden.

Finalmente se compar6 la velocidad de oxidacion del p-cresol con el ABTS'" en
ausencia y presencia de 4 U de lacasa, midiendo los cambios de absorbancia a 557 nm

(p-cresol oxidado).
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4.12 Reaccién entre el ABTS'"" y otros compuestos

Los deméas compuestos indicados en la seccién 4.9 (azobenceno, azul brillante G,
p-cloroanilina, fenilazoanilina, naranja 7, azul remazol, rojo Congo, &cido tanico, acido
galico y aminoazotolueno), se mezclaron equimolarmente con el ABTS'". Las mezclas
se incubaron a 25 °C y después de 2 horas se determind su espectro
espectrofotometrico UV-visible al ABTS'", a cada uno de los compuestos analizados y
a la mezcla de reaccion de cada compuesto con el ABTS'", para determinar si hubo o

no reaccién quimica.

4.12.1 Reciclamiento del ABTS entre la lacasa y diferentes sustratos

Se calcularon las velocidades de oxidacion de: p-cresol, azul indigo, azul brillante

G y naranja 7 usando los sistemas:

a) 200 nmoles del compuesto con 2 nmoles de ABTS!'"
b) 200 nmoles del compuesto con 4 U de lacasa
C) 200 nmoles del compuesto con 2 nmoles de ABTS y 4 U de lacasa.

Se calcularon las velocidades iniciales de reaccién en cada uno de los sistemas
midiendo los cambios de absorbancia con el tiempo a la longitud de onda de méaxima

absorcién para cada sustrato.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Caracterizacién de la enzima

5.1.1 Caracterizacion de la lacasa

Se calculd, por Kendall, que el producto comercial Deni Lite Il S contenia
aproximadamente 2 g de lacasa por cada 100 g de producto sélido. El contenido de

proteina de la lacasa purificada fue de 3.15 mg/mL, medido por Kendall.

La lacasa purificada y disuelta en amortiguador buffer 0.1 M a pH 5 tuvo una
actividad de 10.2 U/mL, usando ABTS como sustrato a 40 °C, calculada segln se

indica en el apéndice 1.

Su peso molecular fue de 80 KDa (dato no publicado obtenido por Lépez J.,

estudiante de doctorado del laboratorio del Dr. Viniegra).

La figura 2 muestra la curva caracteristica del ajuste a la ecuacion de Michaelis
Mentel. Los parametros cinéticos calculados del ajuste fueron: Ky= 200 "M y K¢a = 713
min para la lacasa usando ABTS como sustrato y a 40 °C. Ver célculo de los

parametros cinéticos en el Apéndice 2.

Li et al (1998), reportan un Ky= 96 mM y ke = 440 mint para la lacasa de
Myceliophthora thermophila a 20 °C. La diferencia con los valores calculados es debido
a la temperatura, ya que la velocidad de reaccion incrementa con el aumento en la

temperatura.
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Figura 2. Ajuste al modelo de Michaelis Mentel V=Vmax[S]/(Km + [S]) para la
lacasa usando ABTS como sustrato a 40°C.

5.1.2. Efecto de disolventes sobre la actividad enzimética.

La figura 3 ilustra el efecto del etanol y acetonitrilo sobre la actividad de la lacasa,
medidos a 25 °C con ABTS como sustrato. Se observé experimentalmente que
adicionando pequefias cantidades de etanol (menos del 30 %) la actividad de la lacasa
aumento respecto a la determinada sin adicionar disolventes. Cuando se adicion6 un
10 % de etanol se observd el maximo incremento en actividad, que fue de 21% mas,
respecto a la actividad calculada sin la adicién de disolventes. Este fendmeno se
explica porque el etanol puede formar puentes de hidrégeno con el sitio activo de la

enzima, favoreciendo la reaccién con el ABTS.

Con la adicion de acetonitrilo, en todas las proporciones usadas, la actividad de la
lacasa disminuyd, ver figura 3, por ejemplo para una adicion del 10 % de acetonitrilo la
actividad enzimética calculada fue del 50 % de la actividad calculada sin la adicion de
disolventes. El acetonitrilo no formé puentes de hidrégeno que favoreciera la reaccion
entre el sitio activo y el ABTS, ademas de que pudo desnaturalizar a la lacasa, de alli la

disminucién en la actividad.
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Figura 3. Efecto de la adicion de (a) etanol (N) y (b) acetonitrilo (&) sobre la

actividad de la lacasa usando ABTS como sustrato a 25 °C.

5.2 Sistemas de inmovilizacion.

Con los dos sistemas de inmovilizacion descritos en la seccion de Materiales y
Desarrollo Experimental se logré inmovilizar la lacasa. El sistema uno, cuyo soporte fue
arena de silica gel di6 muy buena actividad, ya que en poco tiempo se obtuvo ABTS'"
el problema que se presenté fue que el ABTS'" se quedd adsorbido en la silica y fue
dificil separarlo; por lo que este soporte no se caracteriz6 mas. El mejor sistema fue el
ndmero dos, el descrito por Villasefior (2004), cuyo soporte fue de cristales de silica. En
éstos el ABTS'" no se adsorbid, por lo que al filtrarlo con papel se pudo separar de la
enzima. El ABTS"" libre de enzima que se empleo en todos los experimentos se obtuvo
con éste sistema de inmovilizacion.
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5.3 Estudio electroquimico del ABTS oxidado

Al reaccionar el ABTS con la lacasa pudo seguir una de las siguientes reacciones:

a) Lacasa + ABTS U—  ABTS"

b) Lacasa + ABTS U—  ABTS™

c) Lacasa + ABTS U— ABTS'" + ABTS ™

Para determinar qué reaccién se efectu6 entre el ABTS y la lacasa inmovilizada,
se realizo el estudio electroquimico del ABTS y de la solucion de ABTS previamente

oxidado por la lacasa inmovilizada.

5.3.1 Caracterizacion electroquimica de ABTS

En la figura 4 se muestran los voltamperogramas del ABTS 0.2 mM, sin la enzima
lacasa, a 100 mV/s. El barrido de potencial se inicié en el potencial de corriente nula

Ei-o Y en las direcciones negativa (figura 4a) y positiva (figura 4Db).

El potencial de corriente nulo (Ei-) fue 0.3 V, es decir en este potencial el ABTS
esti en su estado reducido. La figura 4a muestra el barrido de potencial en la direccién
negativa, es decir, hacia el sentido de los procesos de reduccion; como la solucion de
trabajo es el ABTS en su estado reducido, no se observo sefial alguna indicando una
reaccion electroquimica de reduccion, debido a que no hay ninguna especie que pueda

sufrir este proceso.
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Figura 4. Voltamperogramas del ABTS oxidado electroquimicamente. Iniciando el

barrido de potencial en Ei; y en las direcciones ( a) negativay ( b )positiva

Cuando el barrido de potencial llegé a —1.4 V, se invirtid, observandose ahora los
procesos correspondientes a oxidaciones electroquimicas: se observaron dos sefiales,
la primera sefial correspondié al proceso de oxidacién de ABTS ® ABTS' vy la
segunda al de ABTS'"" ® ABTS™; corroborando que el ABTS tiene los dos estados de
oxidacion que se muestran en la figura 1. Las sefiales de oxidacion del ABTS (Ipa; e
Ipaz) ocurrieron en los potenciales Epa; = 0.527 y Epa; = 0.913 V respectivamente, ver
figura 4a. Cuando el potencial se invirti6 se observaron ahora los procesos de
reduccion correspondientes a ABTS™ ® ABTS' y ABTS'" ® ABTS, ocurridas a

valores de potencial de 0.816 y 0.419 V (Ipc: e Ipci) respectivamente.

En el barrido de potencial iniciado en la direccion positiva, figura 4b se
observaron dos sefiales que corresponden a las oxidaciones del ABTS: de ABTS a
ABTS'"" vy la segunda al de ABTS'" a ABTS™, que coincidieron con los procesos de

oxidacidn descritos anteriormente.
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Cuando la direccién de potencial cambid, se observaron las correspondientes
sefiales de reduccion la primera sefial fue la reduccion de ABTS™ a ABTS' vy la

segunda sefial la reduccién de ABTS'" a ABTS coincidiendo con lo arriba descrito.

En resumen, en la figura 4 se muestra que en la interfase del electrodo
ocurrieron, en ambas direcciones, dos procesos reversibles monoelectronicos. La
diferencia entre los picos de potencial anddico y catédico de cada proceso 99 y 88 mV,
respectivamente, confirman la quasi transferencia monoeléctrénica asociada a ambos
procesos:

ABTS -1e — OABTS"
ABTS'-1e — O ABTS™.

El Ey» = 0.469 V/Ag-AgCI correspondié al sistema ABTS/ABTS' y el segundo
E1.= 0.87 V/Ag-AgCl fue asignado al sistema ABTS'""/ABTS", lo cual coincide con lo
reportado por Bourbonnais et al (1998). .Los potenciales de onda media se calcularon

como E]_/Z: (Epa +Epc)/2.

5.3.2 Caracterizacion electroquimica de la solucién obtenida al oxidar al ABTS con la

lacasa inmovilizada

Para determinar si el ABTS oxidado con la lacasa inmovilizada correspondi6 al
estado monocatiéon ABTS!'*, al dication ABTS™ o0 a una mezcla de ambos, se hizo un
estudio electroquimico a condiciones similares al descrito en la seccién anterior,
usando ahora la solucién resultante de haber oxidado previamente al ABTS en

presencia de la lacasa inmovilizada.

La figura 5 muestra los voltamperogramas de la solucion de ABTS resultante al

oxidarlo previamente con la lacasa inmovilizada.
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Figura 5. Voltamperogramas de la solucién de ABTS oxidada previamente con la
lacasa inmovilizada. Iniciando el barrido de potencial en Eio y en las direcciones ( a)

negativa y ( b ) positiva

El potencial de corriente nulo para la solucion obtenida al oxidar previamente al
ABTS con la lacasa inmovilizada,.fue Ei-p=0.495 V; mientras que para la solucion
fresca de ABTS, el Ei-0=0.3 V, lo cual indica entonces que en la solucion de ABTS
previamente oxidada por la lacasa inmovilizada habia ABTS monocation ya que el
Ei=0=0.495 V para la solucion de ABTS previamente oxidada con lacasa se encuentra
muy cercano al potencial de onda media E;;; = 0.469 V/Ag-AgCl determinado para el
sistema  ABTS/ABTS!". Con la lacasa inmovilizada sélo se obtuvo el ABTS
monocation, no se formd el ABTS dicatién, ya que si hubiera ocurrido la oxidacién
completa del ABTS con la lacasa inmovilizada, el valor de Ei- hubiera sido muy

cercano al valor Ey»= 0.87 V/Ag-AgCl determinado para el sistema ABTS""/ABTS™".

La figura 5a describe el barrido de potencial de la solucion de ABTS obtenida al
oxidarlo previamente con la lacasa inmovilizada. Iniciando en Eizo y en la direccion
negativa, se observé una sefial de reduccion a Ep1=0.414 V; esta sefial correspondio
al proceso de reduccién de ABTS'® a ABTS, confirmando que en la solucion inicial

habia ABTS'® .Las posteriores sefiales de oxidacion Ipa; e Ipay asi como las
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correspondientes a los procesos de reduccién Ipci e Ipc, concuerdan con las

explicadas en las figuras 4ay 4b.

Cuando el barrido de potencial se inici6 en la direccién positiva se observo la
sefal asociada al proceso de oxidacion de ABTS a ABTS "*descrita en las figuras 4a y
4b, lo cual indica que en la solucion inicial habia ABTS en su estado reducido. La
posterior sefial de oxidacion Ipaz, asi como las correspondientes a los procesos de

reduccion Ipc; e Ipc, concuerdan con las explicadas en las figuras 4a 'y 4b.

La lacasa al ponerse en contacto con la solucién de ABTS lo oxid6 parcialmente,
obteniéndose una mezcla de ABTS en su estado reducido y ABTS monocation. Esto
concuerda con el valor de potencial redox reportado para la lacasa de Myceliophthora
termophila, que es de 0.3 a 0.4 V/NHE segun Xu (1996).

El ABTS reducido no reaccion6 con ninguno de los compuestos estudiados y que
se describen posteriormente a lo largo de la presente tesis, por lo que en todos los
experimentos se usoé la mezcla de ABTS/ ABTS'" obtenida con la lacasa inmovilizada

sin efectuar ningun proceso de separacion de ambas especies.

5.4 Produccion electroquimicade ABTS™ y ABTS™

Como la lacasa de Myceliophthora thermophila. no tuvo el potencial redox
necesario para oxidar al ABTS hasta el dication éste se genero electroguimicamente,
para asi conocer su espectro de absorcion electrénica y compararlo con las

propiedades reportadas para éste dication.

5.4.1 Electrolisis del ABTS

Para la electrolisis de ABTS y del ABTS" se us6 una celdilla de cuarzo de 0.1 cm
de espesor y una malla de platino como electrodo de trabajo; por lo que, a diferencia
de la voltamperometria ciclica, donde los cambios ocurridos fueron Unicamente en la
interfase del electrodo, la electrdlisis se produjo en toda la solucién contenida en la

celdilla.
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La figura 6 muestra los cambios espectrofotométricos ocurridos durante la
electrolisis de ABTS ® ABTS'" Al inicio, con el ABTS como Unica especie, se
observaron dos picos: | 1=214 nm, |2 =340 nm. Cuando empezé el proceso de
electrolisis aparecieron y fueron creciendo 4 picos al 3=394, | , =414, =646y | c=728
nm. La absorbancia a | ; fue decreciendo y la correspondiente a | 1 no sufri6 cambios,
por lo que se puede concluir que para realizar mediciones de absorbancia del ABTS en

su estado reducido se puede realizar a 340 nm.

I (mA)

200 300 400 300 600 700 800

Longitud de onda (nm)

Figura 6. Espectros espectrofotométricos obtenidos in situ durante la electrdlisis del
ABTS a ABTS' realizada de 0.65 V a 0.7 V/Ag-AgCl, con una velocidad de barrido de
potencial de 0.05 mV/s, espectros UV-Visible registrados cada 30 seg.

Como se observa en la figura 6, al irse desarrollando el proceso de electrdlisis del
ABTS, va disminuyendo la absorbancia al =340 nm e incrementando las absorbancias
al =394y | =414 nm y en una parte del proceso estas sefiales se traslapan, segun
Johannes y Majcherczyk (,b2000) esta interferencia se debe a la formacion de un
complejo entre el ABTS y el ABTS''. También se observé en la figura 6 que las

absorbancias al =646 y| =728 nm son especificas del ABTS monocation y en esta
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region no se traslapan dichas sefiales con ninguna otra. Esto indica que no es exacta
la determinacion de la concentracion del ABTS'" realizada a longitudes de onda
cercanas a 414 nm, sin embargo muchos valores reportados de coeficiente de
extincion molar y de longitud de onda de maxima absorcion del ABTS'" son valores
muy cercanos a 414 nm, por ejemplo: Kim et al (2002) indican e=35000 Mcm™ a 405
nm; mientras que D"Acunzo et al (2002) proponen e=31500 M cm™ a 414 nm; Gouka
et al (2001) asignan un e=35000 M*cm™ a 414 nm; mientras que Tiller et al (1999)
denotan e=36000 Mcm™ a 414 nm; por otro lado Bourbonnais et al (1998) proponen
un e=36000 M*cm™ a 420 nm y Mufioz et al (1997), indican e=29300 M'cm™ a 436

nm.

La mejor longitud de onda para cuantificar al ABTS monocation es | =728 nm, ya

gue en ésta longitud de onda no ocurre ninguna interferencia con el ABTS.
5.4.2 Electrolisis del ABTS'”

Una vez completada la electrolisis del ABTS a ABTS'® inmediatamente se

procedio a realizar la electrdlisis del ABTS'" a ABTS™, ver figura 7.

La figura 7 muestra que los picos del ABTS monocation a 394, 414, 646 y 728 nm
practicamente desaparecieron al desarrollarse la electrdlisis, lo cual corrobora que la

longitud de onda de 728 nm es especifica para el ABTS'".

Al término de la electrdlisis, cuando sélo se tuvo ABTS™ en toda la solucion
contenida en la celdilla, se observaron tres picos con maximos de absorcién en | =214
nm, | =256 nm y | =298 nm, es decir el ABTS™ no absorbi6 en la regién de luz visible,
sino en la regién de luz ultravioleta, contrariamente a lo reportado por Bourbonnais et
al (1998) y Barreca et al (2003) quienes asignan al ABTS dicatién un color parpura y

rojo respectivamente.
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Figura 7. Espectros espectrofotométricos obtenidos in situ durante la electrolisis del
ABTS''a ABTS™ realizada de 0.65 V a 0.7 V/Ag-AgCl con una velocidad de barrido de
potencial de 0.05 mV/s y espectros UV-Visible registrados cada 30 seg. La solucién

inicial en este caso fue la resultante de los experimentos mostrados en la figura 6.

En el caso de Bourbonnais et al (1998) su solucién de trabajo fue una solucién de
ABTS en buffer citratos 0.05 M a pH 4 y la electrdlisis se realiz6 con un electrodo de
carbon vitreo reticular inmerso en una celda de 50 mL; el problema del electrodo
reticular es que las reacciones de Oxido-reduccién ocurren solo en la interfase del
electrodo y los productos de la electrélisis estan en contacto con el resto de la
solucion, por lo que no hay un control de las reacciones ocurridas. Barreca et al (2003)
no dan datos de como obtuvieron el ABTS™ ni porque la afirmaciéon de que el i6n es de
color rojo. En el desarrollo experimental aqui realizado se parti6 de una solucién
acuosa de ABTS; la electrdlisis se realizo in situ y en todo el volumen contenido en la
celdilla de cuarzo, de 0.1 cm de espesor, ya que se us6 como electrodo una malla de
platino, por lo que los cambios medidos y registrados corresponden completamente a
la electrolisis, en el primer paso de ABTS a ABTS'" y en el segundo de ABTS'" a
ABTS™

Al finalizar la electrolisis se observé que el ABTS™ inmediatamente regresé a su
estado monocation, esto se puede explicar porque el ABTS™ es una especie inestable

muy reactiva, de alli que existen muy pocos reportes del ABTS™.
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5.5 Estabilidad del ABTS'""

La estabilidad de la solucion de ABTS/ ABTS'' obtenida con la enzima

inmovilizada se midi6 a diferentes condiciones:

a) Cambio de temperatura. La mezcla ABTS/ ABTS'" fue almacenado durante un

mes a 4, 25 y 60 °C. Las cantidades remanentes del ABTS'" después de dicho periodo
fueron: 95, 70 y 0 % de la cantidad inicial, respectivamente. La mezcla ABTS/ ABTS'""

fue estable en refrigeracion.

b) Cambios de pH. En la figura 8a se muestra el espectro de absorcion de la

mezcla ABTS/ ABTS'" obtenida con la lacasa inmovilizada, su pH fue de 6.3. Los
maximos de absorcién son| =212 y | =340 nm para el ABTS reducido y | =394, | =414,
| =646 y | =728 nm para el ABTS dication (segun lo descrito en la electrdlisis del

ABTS).

Al variar el pH a la mezcla de ABTS/ ABTS!"" se afectd la proporcion de [ABTS)/
[ABTS'" ], como se observa en la figura 8b. A pH 8.2 sélo se observa un pico a | =340
nm debido a que no hay protonacion del ABTS y éste permanecié en su estado
reducido. A pH 1.3 el pico mayor fue el del ABTS monocation (I =414, 646 y 728 nm),

ya que la oxidacion del ABTS se favorecio con la acidez.

1.5
1.0

0.5

Absorbancia

0.0
200 325 450 575 700

Longitud de onda (nm)

Figura 8a. Espectro de absorcion de la mezcla de ABTS/ABTS'" a pH 6.5, producida

con la enzima inmovilizada.
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Figura 8b. Espectro de absorcién de la mezcla de ABTS/ABTS!'" producida con la enzima

inmovilizada a diferentes valores de pH (a) pH 1.3 (@), (b) pH 8.2 (&)

c) Efecto de disolventes. La figura 9 muestra el efecto de adicionar 20 % de

diferentes disolventes sobre el ABTS'", este radical fue muy estable en presencia de

alcoholes de bajo peso molecular y con acetonitrilo.

Este resultado es muy interesante ya que, como se mostré en la figura 3, el
acetonitrilo redujo considerablemente la actividad de la lacasa, con 20 % de acetonitrilo
su actividad fue del 25 %, respecto a la actividad sin disolvente; mientras que este

disolvente no afect6 al ABTS"".

Este hallazgo permite sustentar las bases para plantear reacciones en dos etapas,
la primera con enzima inmovilizada oxidar al mediador y después usar al ABTS'" para
oxidar a los sustratos finales, esta reaccion se puede efectuar en soluciones acuosas,
con alcoholes de bajo peso molecular o con acetonitrilo, a pH &cido y temperaturas

ambiente o menores.
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Figura 9. Estabilidad de la mezcla ABTS/ABTS!'" obtenida con la enzima
inmovilizada, en presencia de 20 % en volumen de metanol, etanol, isopropanol y
acetonitrilo. Después de 1 hora (® ) y de 7 horas ( &) de haberse mezclado con el

disolvente a 25 °C.
5.6 Reaccion entre el ABTS" vy el azul indigo.

Después de caracterizar al ABTS oxidado con la lacasa inmovilizada y determinar
su estabilidad a la temperatura, variacion de pH y su mezclado con diferentes
disolventes, se estudi6é con que compuestos puede reaccionar, principalmente los
correspondientes a los colorantes, que estan ocasionando graves dafios ambientales
debido a que no son biodegradables y son potencialmente téxicos en el ambiente,

como es el caso del indigo, uno de los colorantes textiles mas usados.
5.6.1 Comprobacion de la reaccion entre el azul indigo y el ABTS'"

En la cromatografia en capa fina de la figura 10, donde la fase movil fue la mezcla
55:35:10 de agua:etanol:butanol, se observa que: La mancha "a" correspondiente a la
lacasa, no muestra componentes coloridos.en este sistema. La mancha "b"
correspondiente al indigo mostré un color azul caracteristico. La mancha "c" es la
mezcla de reaccion del ABTS'" y el indigo. Aqui ya no se observaron con este sistema
de disolventes, presencia de los componentes azules del indigo ya que el ABTS'
reacciond con el colorante y como resultado se obtuvo un producto incoloro, sélo se

observé una mancha verde de ABTS'" similar al control usado en la mancha "d".
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El ABTS'" se pudo usar para realizar decoloraciones de soluciones que

contengan indigo

.

i [ 8 r

(ay (b () (d)

Figura 10. Cromatografia en capa fina de la reaccion del indigo con el ABTS'". La
mancha "a" corresponde a la lacasa, mancha "b" al indigo, mancha "c" a la reaccion de

ABTS'" +indigoy la mancha "d" corresponde al ABTS"".

5.6.2 Relacion estequiométrica de la reaccion entre el ABTS'" vy el indigo

En la figura 11 se muestran los espectros de absorcién obtenidos de las primeras
13 adiciones de 50 nM de indigo a la celda de cuarzo conteniendo 2 mL de ABTS""
43.7 mM. Se observ6 una disminucion constante en la absorbancia a las longitudes de
onda 394, 414, 646 y 728 nm (correspondientes al ABTS"'") indicando que ocurre
reaccion con cada adicion de indigo y al mismo tiempo se observé un incremento a
| =340 nm (absorcion del ABTS reducido). Estos cambios se explicaron porque el
mecanismo de la reaccién que se siguio fue: la lacasa sustrajo un electron al ABTS
oxidandolo y formando el ABTS"'" (se demostré en el estudio electroquimico del ABTS),
el radical ABTS™ al ponerse en contacto con el indigo recuperé el electron que perdio y
regresé a su estado reducido, lo cual se confirma por la disminucion en la lectura de
absorbancia del ABTS™ y el aumento en la absorbancia del ABTS reducido. Por otro

lado, la pérdida de un electron de la molécula de indigo di6 como producto un
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compuesto incoloro, como se observa en la figura 10. Esto continué hasta que todo el

ABTS™ reacciond con el indigo.

A
b 2
s
o
r
b
a
n 1
c
i
a
0

300 450 600 750
Longitud de onda (nm)
Figura 11. Barridos espectrofotométricos de las primeras 13 adiciones de 50 niM
de indigo a 43.7 mM de ABTS™

. En las posteriores adiciones del colorante se observé un incremento de
absorbancia a 610 nm debido a la acumulacién del indigo, ver figura 12, que al no

haber mas ABTS™ ya no pudo reaccionar.

Para calcular la estequiometria de la reaccion se graficaron las absorbancia a 414
y 610 nm contra la cantidad de indigo adicionada y se calcul6 el punto de titulacion, que
fue después de realizar 14.5 adiciones de 50 mM de indigo, por lo tanto, la cantidad
consumida de ambos reactivos fue:

[ABTS"]=2 mL x 43.7 "M = 87.4

[indigo]= 0.03 mL x 14.5 x 50 mvl = 21.75

[ABTS™] / [indigo] = 4.01
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Figura 12. Barridos espectrofotométricos de las ultimas 8 adiciones de 50 nM de
indigo a 43.7 mM de ABTS™

La relacion estequiométrica fue de 4 moles de ABTS™ por mol de indigo. Segln
el mecanismo de reaccion explicado por Campos y Cavaco (2001) que se muestra en la
figura 13, el ABTS™ en ausencia de lacasa es capaz de oxidar completamente al

indigo, hasta isatin. El mecanismo de oxidacién de indigo segun Campos y Cavaco

(2001) se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Mecanismo de oxidacién del indigo hasta isatin, segun Campos y
Cavaco (2001).
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El indigo por sustraccion de 2 electrones se oxida a dihidroindigo y por sustraccion
de 4 electrones se oxida completamente a isatin, que posteriormente con una hidrolisis
se convierte en acido antranilico, hay reportes que indican que este &acido tiene

toxicidad moderada sobre todo para ambientes acuaticos.
5.6.3 Cinética

Se calculd la cinética de oxidacion del indigo con 0.05 mM de ABTS™ y variando
el indigo en 0.02, 0.013, 0.01, 0.008, 0.0075 y 0.005 mM para aproximar a un modelo

de reaccion de pseudo-primer orden.

La figura 14 muestra la velocidad inicial de consumo de 0.05 mM de ABTS™ con
las diferentes cantidades de indigo a 25 °C, las velocidades iniciales se calcularon
segun el ejemplo del apéndice 1. La tendencia que siguio la velocidad de consumo fue
una linea recta, esto indic6 que la velocidad de consumo del ABTS™ fue proporcional a

la cantidad de indigo adicionada.

0.07
0.06 | [
0.05 + P
-
0.04 7 @
0.03 | o
0.02 ® o
0.01 - 'S

O T T T T T 1
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03

Indigo (mM)

V consumo ABTSe+
\

Figura 14. Velocidad de consumo de 0.05 mM de ABTS™ con diferentes
cantidades de indigo
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Posteriormente se ajustaron a un modelo de primer orden, los datos de
absorbancia a 414 nm medidos contra tiempo, para cada una de las concentraciones
de indigo, mezclados con los 0.05 mM de ABTS™ , como se ilustra en el apéndice 3, y
se determind la constante cinética de primer orden:

Ln(S) = In(So)-kt

El valor ajustado fue de k= 5.69 nM/s

5.6.4 Reaccion de oxidacion de indigo con ABTS™ cony sin lacasa

Se comparo la velocidad inicial de consumo de indigo con el ABTS™ en presencia
y ausencia de lacasa, para observar el efecto de la enzima. Las determinaciones se
realizaron en los siguientes sistemas:

a) Indigo + 2 nmoles de ABTS™

b) Indigo + 4 U de lacasa

c) Indigo + 2 nmoles de ABTS™ + 4 U de lacasa.

Los resultados se resumen en la tabla 7 y se muestran en la figura 15.

Tabla 7. Velocidades de oxidacion del indigo con ABTS™ en presencia y

ausencia de lacasa

Sistema de reaccion Velocidad de reaccion
Indigo + 2 nmoles de ABTS™ k= 4x10° + 1x10”" mol/min)
Indigo + 4 U de lacasa k= 8x10" + 5x10° mol/min

Indigo + 2 nmoles de ABTS™ + 4 U lacasa k= 6x10™ + 3x10™ mol/min

Se observé que el indigo mezclado con ABTS™ 6 lacasa por separado se oxido,
pero en el medio de reaccion donde estuvieron ambos, ABTS y lacasa, la velocidad de
reaccion aumentd considerablemente, en un orden de magnitud respecto el sistema
con Unicamente lacasa y de dos ordenes de magnitud respecto a usar Unicamente

ABTS™, como se muestra en la figura 14. Este aumento en la velocidad de reaccién se
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explico completando el mecanismo propuesto anteriormente: la lacasa sustrae un
electron al ABTS oxidandolo y formando el ABTS™. El radical ABTS™. al ponerse en
contacto con el indigo recuperoé el electrén que perdio y regresé a su estado reducido,
por lo que al haber lacasa en el medio de reaccion el ABTS reducido se vuelve a oxidar,
el ABTS™ oxida mas moléculas de indigo y regresa nuevamente a su estado reducido;
el ciclo se vuelve a repetir una y otra vez por lo que se observé una velocidad de
reaccion considerablemente mayor que al usar Gnicamente lacasa 6 ABTS™ para oxidar

al indigo.

2 (@
e,
215 (b)
o
(@]
5 14
=
(©)
0.5
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (min)
—aA — (a) Con ABTS —oO— (b) Con lacasa

—X*—(c) Con ABTS Yy lacasa

Figura 15.Velocidad de oxidacion del indigo con (a) 2 nmoles ABTS™,( b) 4 U de

lacasay (c) 2 nmoles de ABTS™ y 4 U de lacasa
5.6.5 Reciclado del ABTS entre la lacasay el indigo
Para corroborar que el ABTS se pudo reciclar entre la lacasa y el indigo, se

adicionaron 10 alicuotas de 200 nmoles de indigo al ABTS contenido en la celda del

espectrofotometro y en presencia de 4 U de lacasa.
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El maximo de absorcién de indigo fue a 610 nm (segun los espectros de las
figuras 12 y 13), mientras que el ABTS™ tiene uno de sus maximos de absorcion en 646
nm, esto indica la existencia de un traslape de las curvas de absorcién de ambos
reactivos, por esta razon se uso el sistema de ecuaciones (descrito en materiales y
desarrollo experimental) para calcular la cantidad de indigo y de ABTS™ después de
cada adicion de indigo:

Ass=€44Ca+€414C1 v, (1)
Ac10= €%610Ca+ €610 C vvvvvnnn.. (2)
Donde Ca es [ABTS™], C; es [Indigo] y el coeficiente de extincion molar € (J = A para

ABTS™ e | para azul indigo).

La figura 16 muestra las 10 adiciones sucesivas de 200 nmoles de indigo,
realizadas directamente en la celda del espectrofotometro conteniendo 2.5 nmoles de
ABTS y 4 U de lacasa. Se observaron las oscilaciones periddicas del ABTS e indigo: a
cada adicién del colorante la cantidad de ABTS™ disminuy6 rapidamente, hasta oxidar
a todo el indigo adicionado, posteriormente se observé una acumulacion del ABTS™ por
accion de la lacasa presente en el medio de reaccion. Este ciclo se repitié con cada una

de las 10 adiciones del colorante.

- 0.0020
- 0.0018
- 0.0016
- 0.0014
- 0.0012
- 0.0010
0.0008

Indigo mM

ABTS oxidado (mM)

30

Tiempo (min)

—OS— ABTS oxidado —#l—Indigo

Figura 16. Ciclos periddicos del consumo y re-oxidacién de 2.5 nmoles de ABTSal

hacer adiciones de 200 nmoles de indigo en presencia de 4 U de lacasa.
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En total se adicionaron 10 x 200 = 2 000 nmoles de indigo y se oxidaron con 2.5
nmoles de ABTS en presencia de 4 U de lacasa. Entonces 2000/2.5=800 nmoles de
indigo se oxidaron por cada nmol de ABTS teniendo en el medio de reaccién 4 U de
lacasa (la relacion estequiométrica en ausencia de lacasa fue de 4 moles de ABTS™ por
mol de indigo). Esto comprob6 que el ABTS se recicl6 entre el indigo y la lacasa, de tal
forma que con cantidades muy pequeias del mediador fue posible oxidar cantidades
importantes del sustrato. Esto es interesante ya que de esta forma se pueden emplear

industrialmente mediadores de precio elevado, como es el caso del ABTS.

5.7 Decoloracién de mezclilla usando lacasay ABTS

5.7.1 Decoloracién de mezclilla

El indigo, colorante de la mezclilla, es uno de los colorantes mas empleados en la
industria textil, debido a su importancia se consider6 para estudiar su reaccion con el
sistema lacasa-ABTS pero ahora experimentando la decoloracion del indigo presente

en la tela.

La figura 17 es una fotografia de tres series de trozos de tela de mezclilla,
después de 48 horas de haberse sometido a uno de los siguientes sistemas de

reaccién a 25 °C:

- Serie 1 con 40 mmoles de ABTS™ en 200 mL de agua
- Serie 2 con 40 U de lacasa en 200 mL de agua

- Serie 3 con 40 mmoles de ABTS y 40 U de lacasa en 200 mL de agua
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Figura 17. Decoloracion de la mezclilla usando ABTS y lacasa

La mezclilla sometida al tratamiento con ambos ABTS y lacasa fue la Unica que
se decolord, esto se explico porque el ABTS también se reciclo entre el indigo de la
tela y la lacasa, con el mismo mecanismo que ya se explico anteriormente: el ABTS se
oxida en presencia de la lacasa, éste recupera su electron del indigo regresando a su
estado reducido quedando asi susceptible de oxidarse nuevamente en presencia de la
lacasa. Este proceso es lento comparado con la reaccién teniendo al indigo en
solucion, debido al paso de difusion del ABTS entre las fibras para poder oxidar al

indigo.

5.7.2 Anélisis colorimétrico

Las figuras 18, 19 y 20 muestra el analisis colorimétrico realizado a las tres series

de mezclilla sometida a tratamientos con ABTS™, lacasa y la mezcla de ambos.

La figura 18 muestra la lectura en el parametro "L" de las tres series de trozos de
tela (este parametro indica qué tan blanca es una muestra, su escala varia de 0-negro
a 100- blanco). Sélo ocurrié variacion en la serie de trozos de tela sometidos a
decoloracion con ambos ABTS y lacasa, para este caso el parametro "L" increment6
en un 40 % respecto a su valor inicial, este incremento se explicé porque la serie de
trozos de tela tratada con ABTS y lacasa se decolord y di6 por lo tanto un valor mayor
en "L" acercandose al valor de 100 correspondiente al blanco. No se observé ningin

cambio en el mismo paradmetro para las telas tratadas con lacasa 6 ABTS solos.
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Figura 18. Variacién en el parametro Ligthness de los tres tratamientos aplicados para

decolorar la mezclilla

El pardmetro Hue es una escala de colores que ubica el color de la muestra en un
circulo dividido en 100 partes, ver figura 19, el color esta definido por el angulo en la
escala.

OO

180° 90°

Figura 19. Escala de colores para determinar el parametro Hue

La figura 20 muestra la variacion en el pardmetro Hue de las tres series de trozos
de mezclilla. Los trozos de tela que se trataron con ABTS™ o lacasa no mostraron
variacion en el Hue, ya que su color no cambié, pero los trozos de tela decolorados
con la mezcla de ABTS™ y lacasa mostraron un incremento en el Hue, variaron de
260° correspondiente a un color azul intenso hasta 268° a una region azul-verde més

clara.
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Figura 20. Variacion en el pardmetro Hue de los tres tratamientos para decolorar

la mezclilla

La figura 21 muestra las gréficas de los valores de Chroma leidos para las tres
series de trozos de mezclilla. El chroma indica la brillantez u opacidad de una muestra.
En este caso ninguna de las series de tela mostraron cambios importante en el
pardmetro Chroma. Esto indica que aunque el sistema ABTS-lacasa puede decolorar

la mezclilla, ésta no se opaca con el tratamiento.

Chroma

12 Y v T v J
0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)

—=— (a) ABTS y lacasa —©— (b) ABTS —&—(c) Lacasa

Figura 21. Variacion en el pardmetro Chroma de los trozos de tela sometidos a

los tres tratamientos para decolorar la mezclilla
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La mayoria de las lavanderias textiles que trabajan con mezclilla, utilizan en su
proceso de blanqueo al hipoclorito de sodio, este compuesto es de uso delicado ya
que puede formar compuestos clorados toxicos; ademas, el indigo residual no se
biodegrada y al ser tirado en los efluentes puede formar aminas cancerigenas. El uso
del sistema ABTS-Lacasa abre un campo de oportunidad en la industria textil, ya
permite realizar decoloraciones directamente sobre la tela evitando de esta forma los
problemas ambientales que se producen con los procesos tradicionales. Para
completar este estudio se determiné si los productos resultantes de la decoloracion de
la mezclila con ABTS-lacasa fueron susceptibles de biodegradarse en un sistema

bioldgico.

5.7.3 Biodegradabilidad del agua residual

Para determinar si el agua residual de la decoloracion de la mezclilla es
biodegradable, se someti6 a un proceso usando lodos activados en condiciones

aerobias y biomasa floculada en condiciones anaerobias.

En el proceso aerobio, se incubaron por 5 dias: a) una muestra de agua residual
de la decoloracion de la mezclilla, b) una muestra de indigo en solucién y c) una
muestra de la mezcla de ABTS con lacasa, todas a la misma DQO inicial (1000 mg/L).
A los tres sistemas se les midi6 diariamente la DBO, la cual se calcul6 con la relacion:

DBO muestra = [DBO medido — (0.1 x DBO blanco)] /0.9

. En la figura 22, se graficaron los resultados obtenidos en los 5 dias que duré el
experimento. Se observé que en el primer dia, con la muestra de agua residual de
decoloracion de la mezclilla, se obtuvo un valor de DBO = 696 mg/L. Para el 2° al 5°
dia la variacion en la DBO fue pequenfia, llegando al quinto dia a un valor de DBO=764
mg/L. La relacion DBO/DQO = 0.764, esto indica que el agua residual de decoloracion
de la mezclilla si es biodegradable con un sistema de lodos activados. Para el indigo
en el primer dia no ocurri6 ningin cambio y en el dia 5 se calcul6 una relacién
DBO/DQO = 0.67 (este valor se alcanzo con el agua de desecho de la decoloracion de
la mezclilla en un dia), sin embargo la solucion de indigo al final del experimento se

siguié observando de un color azul intenso.
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El indigo se biodegrad6é més lentamente que el agua residual de decoloracion de
la mezclilla. Para la mezcla de ABTS con lacasa se observd un incremento casi
constante en la DBO durante los 5 dias de analisis y al finalizar el experimento se
midi6 una DBO/DQO = 0.31, indicando que esta mezcla se biodegraddé mas

lentamente que la muestra de agua residual de decoloracion de la mezclilla.

1000 =

(@)
(b)

800

DBO

(mglL) 600

400 ©

200

Dias
- - ' (a) Agua de desecho ={}— (b) Solucién de indigo
—g— (C) ABTS Yy lacasa

Figura 22. Medicion de DBO en el sistema de tratamiento con lodos aerobios para (a) el
agua de desecho de la decoloracion de la mezclilla, (b) mezcla de ABTS + lacasa y (c)

solucién de indigo

5.7.4 Metanogénesis

Una muestra del agua de desecho de la decoloracién de la mezclilla (a), se
sometio también a un proceso de biodegradacion pero ahora en un sistema anaerobio.
En este caso los controles usados fueron: (b) una solucion de indigo y (c) una solucion
de acetato de sodio, (d) una solucion de lacasa y (e) una solucién de ABTS. Se midi6
la produccion de metano durante 72 horas, por desplazamiento de una solucién de

NaOH, este gas es producto del metabolismo microbiano en ausencia de oxigeno.
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La figura 23 muestra la produccion de metano de: (a) agua de desecho, (b) de la
solucion de indigo y (c) de la solucion de acetato de sodio. Con el agua de desecho se
calculo que la produccién de metano fue del 75% del valor tedrico, mientras que no se
observé produccion de metano en la solucion de indigo a lo largo de las 72 horas que

duré el experimento, en el apéndice 4 se muestran los célculos realizados.

Metano tedrico

14 (©
3 12
— (@
10
% 8
3
@ 6
5 4
2
0 —A— Ah—Ah—hA—A— (©

0 12 24 36 48 60 72 84
tiempo (h)
—8— (c)Acetato —T— (a)Agua decoloracién
—A— (b) Indigo

Figura 23. Produccién de metano (mL) en un sistema de biomasa floculada para el

tratamiento de (a) acetato, (b) agua de decoloracion de la mezclilla y (c) una solucion de indigo

Posteriormente se determind la DQO después de 72 horas para las muestras
analizadas: (a) agua de desecho, (b) de la solucién de indigo, (c) de la solucion de
acetato de sodio (d) soluciéon de lacasa y (e) solucién de ABTS. Los resultados se
indican en la tabla 8. Donde se observa que usando biomasa floculada se oxid6 un
70% de la materia organica contenida en el agua de desecho de la decoloracion de la

mezclilla.
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Tabla 8. % de materia organica oxidada anaerébicamente

Muestra DQO inicial DQO final % materia oxidada
(mg/L) (mg/L)

Agua de desecho de de-

coloracion de mezclilla 1000 298 70.2 %
Solucién de indigo 1000 1000 0.0 %
Solucién de acetato 1000 78 922 %
Solucién de lacasa 1000 517 48.3 %
Solucién de ABTS 1000 785 21.5%

El agua de desecho de la decoloracion de la mezclilla se pudo biodegradar en
ambos tipos de proceso, aerobio y anaerobio. Esto indica que el sistema ABTS-lacasa
se puede usar para decolorar directamente la mezclilla y para decolorar efluentes
textiles contaminados con indigo; ya que al reaccionar el indigo con el ABTS y la
lacasa se transformé en productos biodegradables en sistemas bioldégicos de manera

aerobia o anaerobia.

5.8Reaccidn de oxidacion con el ABTS™

Se probd la reactividad del ABTS™ con otros compuestos: Sudan I, p-cresol, p-
cloroanilina, acido galico, acido tanico, aminoazo tolueno, aminoazo benceno, rojo
congo, azul remazol, azul brillante G, naranja 7, fenilazo anilina. Se prepararon mezclas
de los compuestos y se incubaron equimolarmente con ABTS™ por 2 horas a 25 °C. Se
leyeron periédicamente los cambios de absorbancia para calcular la velocidad inicial de
consumo de ABTS™; ademas se obtuvieron los espectros de absorcién UV-Visible de
los compuestos puros, de la solucion de ABTS™ y la mezcla de ambos, dichos

espectros se muestran en la figura 24.
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Figura 24. Oxidacion de diferentes compuestos usando la mezcla de ABTS/ABTS™
producida por la lacasa inmovilizada (—),con diferentes compuestos,

(©) Compuesto a oxidarse y (&) Mezcla de cada compuesto con ABTS/ABTS™
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En las figuras 24 a) hasta f) se anexan algunos de los espectros de absorcion de
los diversos compuestos usados para determinar la reactividad del ABTS™. En las
figuras 24a, 24b, 24d y 24e se muestran los espectros espectrofotométricos UV-Visible
de algunos de los compuestos que si se oxidaron con el ABTS™. Las figuras 24c y 24f
corresponden a dos de los tres compuestos que no reaccionaron con el ABTS™, el
azobenceno y la p-cloroanilina, el tercer compuesto de los 13 estudiado que no

reacciono con el ABTS™ fue la fenilazo anilina.

En la figura 24 (a) se muestra el espectro de absorcion del &cido gélico (O), de la
mezcla de ABTS/ABTS™ producida con la lacasa inmovilizada (-) y la mezcla de ambos
(#). El &cido gélico presentd maximos de absorcion en 242 y 265 nm y el ABTS los
caracteristicos descritos anteriormente (340 para el estado reducido y 394, 414, 646 y
728 nm para el monocation). En la mezcla de reaccion se observé que los picos
correspondientes al ABTS™ disminuyeron y aumenté el pico del ABTS reducido; el
producto de oxidacion debié absorber en alguna longitud de onda similar al ABTS de

alli que no se aprecie un nuevo pico.

En la figura 24 (b) se muestra el espectro de absorcion del naranja 7 (O), de la
mezcla de ABTS/ABTS™ producida con la lacasa inmovilizada (-) y la mezcla de ambos
(#4). El naranja 7 presentd maximos de absorcion en 232 y 490 nm, en la mezcla de
reaccion se observé que el pico a 490 nm disminuy6. Asimismo ocurren los mismos

cambios en los espectros del ABTS indicados en el inciso anterior.

La figura 24 (c) son los espectros de absorcion de p-cloro anilina (O), de la mezcla
de ABTS/ABTS™ producida con la lacasa inmovilizada (-) y la mezcla de ambos (&). La
p-cloro anilina presentd un maximo de absorcion en 235. La mezcla de reaccion no
presentd cambios significativos comparados con el espectro de la mezcla de
ABTS/ABTS™, por lo que se que se concluye que la p-cloroanilina no reaccion6 con

este sistema.
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En la figura 24 (d) estan los espectros de absorcion del azul brillante G (O), de la
mezcla de ABTS/ABTS™ producida con la lacasa inmovilizada (-) y la mezcla de ambos
(#). El azul brillante G muestré un maximo en 600 nm, el cual cambié al reaccionar con
el ABTS™, de tal forma que el producto tuvo un maximo en 662 nm, visualmente se
observé que la mezcla inicialmente de color azul cambié a verde, de alli el cambio en

los maximos de absorcion. Los cambios en el ABTS son similares a los ya descritos.

La figura 24 (e) son los espectros de absorcion del p-cresol (O), de la mezcla de
ABTS/ABTS™ producida con la lacasa inmovilizada (-) y la mezcla de ambos (&). El p-
cresol puro es incoloro, lo cual se corrobora con el Gnico pico en su espectro a 242 nm,
en la mezcla de reaccién se observo la aparicién de un nuevo pico a 556 nm, indicando
que el p-cresol oxidado es colorido, lo cual se confirm6 con la apreciacion visual, el

producto de oxidacién del p-cresol da como producto un compuesto rosa intenso.

En la figura 24 (f) aparecen los espectro de absorcion del azobenceno (O), de la
mezcla de ABTS/ABTS™ producida con la lacasa inmovilizada (-) y la mezcla de ambos
(&). El azo benceno tampoco reaccioné con el ABTS™, de tal forma que los espectros
del ABTS y de la mezcla son practicamente los mismos, la pequefia variacion que se

observ6 a 312 nm se debié a la suma de absorbancias de los compuestos puros.

Se observé también en los compuestos donde si hubo reaccion quimica, que el
pico a 340 nm (correspondiente al ABTS reducido) aument6. Esto se debe a que en
todos estos compuestos el mecanismo de oxidacion fue similar al del indigo: el ABTS™
tiene una deficiencia en un electrén, el cual capt6é del sustrato y regresé a su estado

reducido.

El ABTS™ ademéas de ser un radical bastante estable es muy reactivo, puede
oxidar a una gama de compuestos fendlicos y no fendlicos sin requerir que la lacasa

esté presente en el medio de reaccion.
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Se realiz6 un estudio mas extenso de la reaccion de oxidacion del ABTS™ con dos
compuestos: El Sudan Il debido a que este compuesto es no polar y para determinar el
efecto del ABTS-lacasa pero en sistemas de dos fases y el p-cresol como modelo de
compuestos fendlicos que son otro de los grupos quimicos toxicos que se desechan

como residuos industriales.

5.9 Reaccidén entre el ABTS™ y el Sudan Il

El Sudan Il es un colorante empleado para hacer tinciones biolédgicas. Es insoluble
en agua y soluble en compuestos organicos. Este compuesto es interesante para
estudiar si el ABTS™ puede efectuar oxidaciones de compuestos en sistemas de dos

fases: el ABTS™ en la fase acuosa y el compuesto a oxidar en la organica.

5.9.1 Variacién de coeficientes de particion

Para incrementar la cantidad de Sudan Il que se disolvié en la fase acuosa, se
variaron los coeficientes de particion del sistema agua-hexano mediante la adicién de

diversos disolventes.

Al adicionar etanol, metanol, acetonitrilo y butanol al sistema agua- Sudan Il
disuelto en hexano. Se observé que con metanol se requirié adicionar mas del 62.5 %
VIV para que el Sudan Il empezara a disolverse en la fase acuosa, con etanol se
requirié adicionar mas del 50 % V/V. Mientras que con acetonitrilo con tan solo con el
25 % V/V adicionado se observé Sudan Il en la fase acuosa, incluso con adicion del
87.5 % VIV de acetonitrilo es mayor la cantidad de Sudén Il disuelta en la fase polar
que en la no polar. En el caso del butanol, este solvente en todas las proporciones
usadas se adicioné a la fase no polar, incrementando el volumen de ésta, pero no
ocurri6 que se variara la cantidad del colorante disuelta en la fase organica. El
acetonitrilo resultdé ser el mejor co-solvente ya que permiti6 que el Sudan Il se
distribuyera entre las fases acuosa y organica, de tal forma que se pudiera hacer la

reaccion de oxidacion con el ABTS y la lacasa (que son hidrosolubles).
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En la seccion 5.1.2 se describié que la actividad de la lacasa disminuy6 con la
adicién de acetonitrilo, por lo que a pesar de ser éste un excelente co-solvente no se
pudo usar debido a que afecta negativamente y en gran medida a la actividad de la
enzima. Por ejemplo, con la adicién del 25 % de acetonitrilo la actividad remanente de
la lacasa fue del 15 % respecto a su actividad sin adicionar disolventes; por lo tanto se
eligié al etanol como co-solvente, ademas de que este disolvente adicionado en menos

del 30 % V/V aumenta la actividad catalitica de la enzima.

Se midieron las absorbancias de la serie de tubos con Sudén Il disuelto en
hexano a los que se les adicionaron diferentes cantidades de etanol, para observar la

distribucion del colorante en ambas fases polar y no polar, ver figura 25.

En figura 25 se observa cédmo cambi6 la distribucion de Sudan Il en cada fase al
hacer las adiciones de etanol. De las figuras 3 y 25 se concluyd que se puede
adicionar hasta un 35 % de etanol para que se disuelva parte del Sudén Il en la fase

acuosa y si disminuir la actividad de la enzima.

Abs 557 nm

0[_| T T T T T T ]

0 10 20 30 40 50 60 70
% Disolvente
—@— Hexano —E1— Etanol

Figura 25. Distribucién del Sudan Il en hexano y agua al ir adicionando etanol
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5.9.2 Cinética

Para determinar el efecto de la lacasa y de trabajar en un sistema en una y dos
fases, se prepararon las siguientes mezclas de reaccion: a) Sistema de una sola fase:
ABTS™ y Sudan Il previamente disuelto en una solucién acuosa con 35 % V/V de
etanol, pero sin enzima en el medio de reaccion, b) Las mismas condiciones que a)
pero con lacasa en el medio de reaccién y ¢) En un sistema de dos fases: el Sudan Il

disuelto en hexano y la lacasa y ABTS reducido en la fase acuosa.

La reaccion de oxidacion del Sudan Il ocurrié en los tres esquemas, dando un
producto polar de color rosa. En los esquemas a) y b) se observé que la reaccion
ocurrié en segundos. En el caso b) se vio una coloracion mucho mas intensa debido a
una mayor formacion de producto que en a), porque el ABTS™ se recicl6 también entre
la lacasa y el Sudan, con un mecanismo similar al descrito anteriormente. En c) la
reaccion ocurrid en la interfase, por lo que es mas lenta, no se observa cambio de
coloracién en la fase organica, pero si en la acuosa, ya que el producto de oxidacion es
polar. Inicialmente se observo el color verde caracteristico del ABTS™ y posteriormente,

al irse formando el producto cambio a rosa y se fue intensificando esta tonalidad.

Se intent6 medir la velocidad de formacion de producto o de consumo de
reactivos, pero los resultados obtenidos de las mediciones de absorbancia no muestran
tendencia alguna, hay oscilaciones irregulares, como si ocurrieran varias reacciones a
la vez, de formacion y consumo de sustancias, por lo que no se pudo determinar
ninguna velocidad de reaccion. Posteriormente se encontrd que el Sudan Il es una

mezcla de varias sustancias no es un compuesto puro.

5.9.3 Analisis de pureza del Sudan Il

La figura 26 es una cromatografia en capa fina del Sudan Il, del ABTS™ y la lacasa
usando como fase movil la mezcla 55 agua:35 etanol:10 butanol. La mancha (a)
muestra que la lacasa no tiene componentes coloridos que se pudieran separar con el

sistema de disolventes usado, las manchas (b) y (c) indicaron que con este sistema no
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se identificd la formacién de producto colorido entre la lacasa y el Sudan Il ni entre el
ABTS y el Sudan Il. Mientras que la mancha (d) indic6 que el ABTS™ formé productos
con el Sudan Il que se pudieron separar con la fase mévil usada. Las manchas (e), (f) y
(9) son los controles de los reactivos de Sudan Il, ABTS™ y ABTS reducido
respectivamente. Al comparar la mancha (d) con las demés, se concluyé que en la
reaccion entre el ABTS™ y el Sudan Il se formaron varios productos coloridos habiendo
dos que se forman en mayor cantidad (correspondientes a las dos manchas coloridas

mas intensas).

@ () (¢ @ () (H (9

Figura 26. Cromatografia en capa fina de reaccion del Sudan Il con el ABTS™
mancha (a) lacasa, mancha (b) Sudan Il + lacasa, mancha (c) ABTS reducido + Sudan
Il, mancha (d) ABTS™+ Sudan Il, mancha (e) Sudan Il, mancha (f) ABTS™ y (g)ABTS

Se realizaron varias cromatografias en capa fina similares a ésta pero con
diferentes disolventes: etanol, butanol, metanol, agua, benceno, tolueno, usando los
disolventes puros y mezclas de ellos binarias y terciarias en diferentes proporciones,
con el objetivo de separar los componentes del Sudan Il y/o mejorar la separacion de

las manchas correspondientes a los productos de reaccién, pero sin éxito.
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En la cromatografia en capa fina usando benceno como eluyente, se detecté que
el Sudan Il no es un compuesto puro, ver figura 27, ya que aparecieron multiples
manchas, dos de ellas principales, véase la figura 27 mancha (a). La mancha (b)
corresponde a la reaccion entre el ABTS™y el Sudan I, mostrando que sélo dos de los
componentes del Sudan Il (de la parte superior de la placa) se decoloraron al
reaccionar con el ABTS™. La mancha (c) corresponde a la fraccion del Sudan Il que se
decolord con el ABTS™ y se observd, usando benceno, que esta formada por varios
componentes coloridos, finalmente la mancha (d) es la reaccion de (c) con el ABTS™,
indicando que varios de los compuestos coloridos reaccionan con el mediador oxidado.
Estas observaciones explican porque no se pudo determinar cinética de reaccion entre

el ABTS "y el Sudan I, ya que no se estaba leyendo sélo una reaccion a la vez.

o9 -
e

(a) (b) {c) (d)

Figura 27. Cromatografia del Sudan Il y del componente que Reaccioné con el
ABTS'" mancha (a) Sudan Il, mancha (b) Sudan Il + ABTS'" mancha (c) Componente

de (a) que reacciono con el ABTS, mancha (d) la mancha (c) + ABTS'"

Se intento purificar por varios métodos la fraccién del Sudan Il que reaccion6 con
el ABTS™ pero no hubo resultados positivos, por lo que fue imposible identificar dichos

componentes del colorante.
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Se corroboré que las multiples manchas del Sudan Il reveladas con benceno como
fase movil, no correspondieron a descomposicion del compuesto debido al tiempo de
almacenamiento ni a la exposicién a la luz, ya que se realizaron otras cromatografias
en capa fina con un lote de Sudéan Il recién adquirido, con una muestra de Sudéan Il
expuesta a luz ultravioleta por 4 horas y con muestras de Sudan lll y Sudan IV; en

todas ellas se observaron también mdltiples manchas.

5.10 Reaccién entre el ABTS™ y el p-cresol

5.10.1 Cromatografia en capa fina

La figura 28 es la cromatografia en capa fina usando la mezcla 55 agua:35
etanol:10 de butanol, donde se observaron productos coloridos entre el ABTS™ y el p-
cresol. Con este mismo sistema no hubo evidencia de formacion de productos coloridos

entre el ABTS en su estado reducido y el p-cresol, como se observa en la mancha (d).

Posteriormente se mezclé en forma equimolar el p-cresol con el ABTS™, y se
adicionaron 4 U de lacasa, en este caso se observd también la formacion de un
producto con la misma coloracién morada que al hacer reaccionar el ABTS™ con el p-
cresol, con la diferencia que en el sistema conteniendo lacasa se observo la formacion

de un precipitado del mismo color.
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@ d) (o) @@

Figura 28. Cromatografia en capa fina del p-cresol con el ABTS™, (a) corresponde
a la lacasa, la mancha (b) corresponde a la mezcla de p-cresol + ABTS™!, la mancha (c)
es la mezcal de ABTS reducido + Sudan Il'y la mancha (d) es solucion de ABTS/
ABTS™.

5.10.2. Identificacion del p-cresol oxidado

El producto de reaccion se separé de la placa de cromatografia y se inyecté en el
cromatografo de gases acoplado al espectrofotometro de masas; se logré obtener un
pico que se identificé en la biblioteca del equipo como: 3(4H)-dibenzofuranona, 4a, 9b-

dihidro-8,9b dimetil. Este producto de reaccion es el reportado también por Raven et al

(2001):
o] : ¥
tm i
CHs
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5.10.3 Estequiometria

El p-cresol y ABTS™ se mezclaron en diferentes proporciones molares y se dejaron
reaccionar toda la noche. Posteriormente se analizaron en el espectrofotébmetro uv-
visible y en el HPLC para determinar cual fue la relacion molar donde se consumieron
ambos reactivos. Se encontré por ambos métodos que la estequiometria fue de 2 moles
de ABTS™ por mol de p-cresol, ya que en esta proporcién se encontré6 que se
consumieron completamente los dos reactivos. Este resultado coincidio con la reaccion
propuesta por Raven et al (2001) para la oxidacion del p-cresol y que se ilustra en el
esquema anterior. Para la formacién de la 3(4H)-dibenzofuranona, 4a, 9b-dihidro-8,9b
dimetil se requiere que a cada molécula de p-cresol le sean sustraidos dos electrones,
uno del anillo bencénico y el otro del grupo hidroxilo, es decir, se requieren de 2 moles
de ABTS oxidado monocatién por cada mol de p-cresol para formar el producto

identificado por espectrofotometria de masas.

5.10.4 Cinética

Los datos obtenidos de la velocidad de consumo de ABTS™ al hacerse reaccionar
con diferentes cantidades de p-cresol en ausencia de lacasa, se ajustaron a los
modelos cinéticos de orden cero, de primero y segundo orden. El mejor ajuste

correspondié al modelo de cinética de segundo orden: V= Ao-kt

Se ajustaron los datos con el programa de solver y se obtuvo una k = 0.99 nM/s

La figura 29 muestra el cambio de absorbancia con el tiempo al hacer reaccionar
el p-cresol con ABTS™ en diferentes cantidades, en presencia y ausencia de la enzima.
En el caso de los sistemas reactivos conteniendo lacasa, se observé una velocidad de
oxidacién mayor, en un orden de magnitud que en los casos donde no hubo enzima
presente. Este resultado se explico también por el reciclamiento del ABTS que ocurrio

entre el sustrato y la lacasa.
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Figura 29. Reaccién de p-cresol con ABTS ™" en presencia y ausencia de lacasa (a)
ABTS 3 mM con enzima, (b) ABTS 1.5 mM con enzima, (C)ABTS 0.6 mM con enzima,
(d)ABTS 3 mM sin enzima, (e) ABTS 1.5 mM sin enzima, (f) ABTS 0.6 mM

sin enzima
5.10.5 Reciclado del ABTS entre la lacasa y diferentes sustratos

Para determinar si el ABTS™ se reciclé entre la lacasa y otros sustratos, se midio
la velocidad de oxidacion de algunos de los compuestos estudiados, en tres sistemas:

- Con 200 nmoles del compuesto y dos nmoles de ABTS™ (V; (h™))

- Con 200 nmoles del compuesto, dos nmoles de ABTS y 4 U lacasa (V2 (h™))

- Con 200 nmoles del compuesto y cuatro U de lacasa (Vz (h™)

Los resultados se resumen en la tabla 9.

Tabla 9. Velocidades de oxidacion de algunos compuestos con ABTS™,V; (h™)
con 200 nmoles del compuesto y dos nmoles de ABTS™, V, (h'") con 200 nmoles del
compuesto, dos nmoles de ABTS y 4 U lacasa V3 (h™ )con 200 nmoles del compuesto

y 4 U de lacasa

Compuesto Vi (hr't) Vs, (hr't) Vs (hr)

Indigo 0.067 + 0.01( 6.280 + 0.061 0.206 + 0.08:

Azul Brilliante G 0.072 + 0.02: 1.224 + 0.13( 0.052 + 0.03!

Naranja 7 0.010+ 0.005 0.342 + 0.018 0.016 + 0.0L(

Aminoazotoluenc 0.168 + 0.10¢ 0.244 + 0.09C 0.222 + 0.09¢

p-cresol 0.016 + 0.00¢ 0.054 + 0.016 0.026 + 0.01:
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Excepto para el indigo, las velocidades de reaccion del compuesto con lacasa 6
con ABTS™ fueron similares, del mismo orden de magnitud. Se observé también que
para todos los compuestos, excepto el caso del aminoazo tolueno, la adicién de lacasa
y ABTS increment6 la velocidad de oxidacion comparada con la velocidad obtenida al
usar solamente ABTS 06 lacasa. Para el indigo, la adiciébn de lacasa incrementé la
velocidad de reaccion 93 veces respecto a emplear Gnicamente ABTS™, para el azul
brillante G el aumento en la velocidad fue de 17 veces, 34 para el naranja 7 y en 3

veces para el p-cresol.

El ABTS en todos los casos descritos siguié un mecanismo similar, por acciéon de
la lacasa perrdi6 un electréon formando el monocation, éste tuvo la capacidad de oxidar
por si solo a diversos sustratos, al realizar esta reaccion recuperé el electron perdido

retornando asi a su estado reducido para volver a ser oxidado por la lacasa.

-89-

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

CONCLUSIONES

1. Laenzima lacasa puede oxidar al ABTS, formando el ABTS™ (monocatién)

2. El monocation presenta bandas de absorcion caracteristica a las longitudes
de onda | =394 nm [ =414 nm, | =646 nm y | =728 nm; en cambio el dication es

incoloro, absorbe en la region ultravioleta del espectro.

3. El monocation es capaz por si solo y separado de la enzima, de oxidar una
gran variedad de compuestos incluyendo al: &cido tanico, naranja 7, acido galico, azul

remazol R, aminoazotolueno, azul brillante G, p-cresol y azul indigo.

4. La combinacion de la enzima y el ABTS produce reacciones oxidativas mas
rapidas que la enzima o el ABTS solos. Esto se explica por un rdpido mecanismo
catalitico tipo ciclico entre la enzima y el sustrato. Este mecanismo se demostrd con
detalle en la oxidacion del indigo, donde el ABTS se recicld aproximadamente 800

Vveces.

5. Este proceso oxidativo con lacasa y ABTS puede ser util para decolorar telas
teflidas con el azul indigo, como la mezclilla, produciéndose compuestos oxidados de
facil mineralizacion por medio de procesos microbianos aerobios o anaerobios. Este

proceso esté en vias de patentarse a beneficio de la UAM

6. Experimentos adicionales mostraron que el ABTS™ fue capaz de oxidar
compuestos liposolubles como el Sudan Il, usando ya sea mezclas de alcoholes 6
sistemas de dos fases (hexano-agua) Condiciones que son desnaturalizantes para la

enzima.
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Los resultados encontrados a lo largo de la presente experimentacion indican que
se pueden desarrollar sistemas de reaccion en dos etapas, una involucrando la enzima
que oxide al mediador y la segunda etapa una reaccion quimica para la oxidacion del
sustrato final. Los reactores se pueden disefar para funcionar en sistemas de una o de
dos fases; en éste Ultimo caso se podria separar los productos de reaccién de los
reactivos distribuyéndolos en las dos fases mediante la variacién de los coeficientes de

particion por la adicién de co-solventes.

Las reacciones enzimaticas, usando lacasa se pueden usar también para el
tratamiento de efluentes contaminados con colorantes, como es el caso de la industria

textil.
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ABTS

(EC 1.10.3.1)

EPR

NMR

Kwm

NOMENCLATURA

Acido 2,2"-(3-etil benzotiazolin-6-sulfénico

La nomenclatura de enzimas sistematizada por la
Internacional Enzyme Comision indica que: el nombre se
forma anotando las siglas EC seguida de 4 numeros
separados por puntos. El primer nimero indica a cual
de las seis clases pertenece el enzima (6xido-reductasa,
transferasa, isomerasa, liasa, hidrolasa ¢ ligasa), el
segundo se refiere a las distintas subclases dentro de
cada grupo, el tercero y el cuarto se refieren a los grupos

quimicos especificos que intervienen en la reaccion

Resonancia Electronica Paramagnética. Es el nombre
dado al proceso de absorciéon resonante de radiaciones
microondas por moléculas 6 iones paramagnéticos con
al menos un spin electronico desapareado y en

presencia de un campo magnético estatico.

Resonancia Magnética Nuclear (NMR) Técnica basada
en la medicion de la resonancia del spin nuclear por un
ndcleo en un campo magnético fuerte, ya que la
absorcién de la radiacion hace que el spin nuclear se
alinie o gire en direccibn de mayor energia; ayuda a

determinar la estructura de una molécula,

Constante de Michaelis Menten que indica la
concentracién de sustrato para la cual la velocidad de
reaccion es la mitad de la velocidad maxima. El valor de
Kuv da idea de la afinidad del enzima por el sustrato: a

menor Ky, mayor afinidad del enzima por el sustrato,
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Keat

Ei=0

Ipa, Ipc

DBO

DQO

Pardmetro cinético importante que indica la velocidad de

la reaccion enzimética por mol de enzima.

Potencial de corriente nula o potencial de circuito abierto.
Es el valor del potencial per se de una sustancia sin
aplicarle ningan voltaje. Indica el tipo de especies
quimicas con propiedades redox que se encuentran en

solucioén.

Velocidad de transformacion electroquimica de una
especie quimica es maxima al someter la muestra a un
barrido de potencial. El subindice a indica que el proceso
es de oxidacion y el subindice c indica que la

transformacion es una reduccion de la especie quimica

Unidad internacional (U) de actividad enzimatica, se
define como la cantidad de la misma que cataliza la
transformacion de un mol de sustrato por minuto, bajo
condiciones definidas: pH, temperatura, concentracion

de sustrato, etc.

Demanda Bioquimica de Oxigeno. Cantidad de oxigeno
requerida para oxidar bioldgicamente la materia organica

contenida en solucién en una muestra.
Demanda Quimica de Oxigeno. Cantidad de oxigeno

necesaria para oxidar quimicamente la materia organica

disuelta en una muestra.
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APENDICE 1

Célculo de la actividad de la lacasa

1. Se coloc6 en un tubo de ensaye 0.1 mL de ABTS 5 mM y se le adicion6 0.1
mL de dilucién de lacasa 1:100 en buffer acetatos y 8 mL de buffer acetatos.

2. Se preparé un blanco con 0.1 mL de lacasa 1:100 en buffer acetatos, 0.1 mL
de agua y 0.8 mL de buffer acetatos.

3. Se ajust6 a cero el espectrofotometro a 414 nm con ayuda del blanco

4. Se midié el cambio de absorbancia a 414 nm de la solucién preparada en el
punto 1, cada 15 segundos.

5. Usando la ecuacion de Lambert y Beer se calcul6 la actividad de la enzima

A = €Cl.

Donde A es la absorbancia, € es el coeficiente de extincibn molar, C es la

concentracion y | la longitud de la celda (paso 6ptico)

5. La pendiente de la recta es la velocidad inicial de reaccion

6. Se calcul6 la actividad de la enzima considerando la definicion de U, cantidad
de enzima necesaria para oxidar un mol de sustrato por minuto. Considerando
que el coeficiente de extincion molar del ABTS es de 36 mM/min y las

diluciones realizadas al preparar la mezcla y la dilucién de la enzima.

El ajuste de la recta al graficar la absorbancia contra el tiempo fue:
Y=0.384 mM/min (X) + 0.021

U= 1 U (0.384 mM/min) = 0.0107 U
36 mM/min

Considerando que en la mezcla de reaccion la enzima se diluyé 1:10 y que la

solucién inicial de enzima fue de una dilucién 1:100, se obtuvo una actividad de:

10.7 U lacasa/mL
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A continuacién se muestra la serie de valores medidos de absorbancia en el tiempo

Tiempo (s)  Absorbancia a 414 nm

0 0.0177
15 0.1138
30 0.2110
45 0.3086
60 0.4060
75 0.5030
90 0.5996

105 0.6950

120 0.7907

135 0.8857

150 0.9797

165 1.0740

180 1.1672
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APENDICE 2

Célculo de los parametros cinéticos del modelo de Michaelis Menten

1. Para cada concentracion de ABTS se midi6 la velocidad inicial de consumo,

siguiendo los pasos 1 a 6 descritos en el apéndice 1.

2. Se calculé la velocidad inicial con el modelo de Michaelis Menten, ajustando

las variables Vmax y Km para obtener el mejor ajuste que minimice el error (V

experimental — V calculada)

3. A continuacion se muestra la hoja de calculo obtenida con el programa Solver

de Microsoft Excel

Vmax
Km
suma errores

ABTS mM

0.0025
0.05
0.075
0.25
0.5
0.75

Modelo
Ecuacion

0.0304
0.2

0.00066533

Velocidad
experimental

0.0138
0.0194
0.0234
0.0247
0.0258
0.0253

V = Vmax(S/(S+Km))
V=Vmax (ABTS)/(ABTS+Km)

1/min
mM

v calculada

0.000375309
0.00608
0.008290909
0.016888889
0.021714286
0.024

error

0.00018022
0.00017742
0.00022828
6.1013E-05
1.6693E-05
0.00000169

El mejor ajuste dio como resultado una Km = 200 mM y Vmax = 0.03 min™*
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APENDICE 3

Célculo de la constante cinética de primero orden para

la oxidacién del indigo

1. Se mezcl6 el ABTS con cada una de las concentraciones de indigo probadas
y para cada mezcla se midi6 el cambio de absorbancia a 414 nm con el
tiempo.

2. Los valores de absorbancia contra tiempo se ajustaron con ayuda del
programa solver, a un modelo de primer orden:

Ln(S) = In(So) — kt
De tal forma que se obtuviera el mejor valor de So y de k que ajustd a los
valores obtenidos, de tal forma que la diferencia In(S)experimental — In(S)

calculada fuera minima.

A continuacion se muestra la hoja de calculo obtenida con el programa Solver

de Microsoft Excel

Ajuste de modelo ler orden
In(abs)=In(abso)-kt

Ao -3.3177959
K 5.69E-03
suma error 8.9876E-06
coef correl 0.99990522
tiempo (s) In(abs)exper In(abs)calc error
0 -3.3174692 -3.32E+00 1.0673E-07
1 -3.3230796 -3.32E+00 1.6773E-07
2 -3.3292644 -3.33E+00 6.7152E-09
3 -3.3347856 -3.33E+00 8.1225E-09
4 -3.3407296 -3.34E+00 2.5792E-08
5 -3.3467092 -3.35E+00 1.9969E-07
6 -3.3509797 -3.35E+00 9.525E-07
7 -3.35734 -3.36E+00 9.5434E-08
8 -3.3625377 -3.36E+00 6.4721E-07
9 -3.369295 -3.37E+00 6.7359E-08
10 -3.3743932 -3.37E+00 1.1265E-07

El valor ajustado de k fue 5.69 nM/s
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APENDICE 4

Célculo de la produccién de metano

La medicion de la produccién de metano se realizdé por desplazamiento de una
solucion de NaOH al 3%, durante 72 horas. En seguida se muestra la hoja de célculo
para obtener el acumulado de metano durante las 72 horas para la muestra de agua

residual de decoloracion de la mezclilla.

FECHA HORA dt (h) T mL de CH,
acumulado metano acumulado

25-Feb-04 18:00 25/02/2004 18:00 0 0 0.00 0.00
26-Feb-04 10:15 26/02/2004 10:15 16.25 16.25 2.20 2.20
26-Feb-04 19:10 26/02/2004 19:10 8.92 25.17 2.20 4.40
27-Feb-04 09:50 27/02/2004 09:50 14.67 39.83 2.27 6.67
27-Feb-04 20:15 27/02/2004 20:15 10.42 50.25 1.91 8.58
28-Feb-04 11:25 28/02/2004 11:25 15.17 65.42 1.35 9.93
28-Feb-04 19:00 28/02/2004 19:00 7.58 73.00 0.28 10.21

Posteriormente con los cambios de absorbancia de las soluciones problema se

calculo la DQO usando la siguiente curva de calibracién

Calibracion para calcular DQO
0.5 4
0.4 4
y=0.000383x- 0.006800
£ 0.3 R?=0.997579
<
S
N 0.2+
3
< 0.1
O T T T T T T 1
. D 200 400 600 800 1000 1200 1400
DQO (mg/L)
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Finalmente se calcul6 por diferencia entre la DQO final y DQO inicial la remocién

de DQO que hubo en cada uno de los sistemas

DQO

Sistema Dilucién absorbancia DQO inicial DQO final remocion
agua de

decoloracion 1 0.105 1000 298.00 702.00
acetatos 1 0.021 1000 77.81 922.19
indigo 1 0.414 1000 1098.69 0.00
ABTS 2 0.139 1000 517.02 482.98
Lacasa 2 0.175 1000 785.00 215.00
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