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Resumen

RESUMEN

Las peroxidasas han surgido como una clase importante de enzimas que se pueden utilizar
para la eficiente degradacion de contaminantes organicos. En este trabajo se utilizaron dos
métodos enzimaticos para el tratamiento del colorante azul directo 2. Se evalué la
capacidad catalitica de dos enzimas peroxidasas: la primera, obtenida de un residuo
industrial de soya y la segunda proveniente del fruto del chayote. El objetivo de este trabajo
es evaluar la capacidad de decoloracién de dichas peroxidasas sobre el colorante azul
directo 2 preparado en una solucién artificialmente contaminada. Se evaluaron varios
parametros operacionales que afectan a la degradacion enzimatica tales como concentracion
inicial del colorante, dosis de peroxido de hidrégeno, tiempo de contacto, pH de la solucion
y cantidad de enzima peroxidasa. En las pruebas realizadas la concentracion del colorante
azul directo 2 fue de 10, 20, 30, 40, 50, y 60 mg L™. La estrategia de dosificacion de la
enzima fue una Unica adicion al inicio del tratamiento. Finalmente se debe mencionar, que
mediante el uso de técnicas quimiométricas como el disefio de experimentos fue posible
encontrar las condiciones Optimas de tratamiento para las dos enzimas selecionadas.

La metodologia para la obtencion del extracto parcialmente purificado del residuo
industrial de soya se optimizd logrando encontrar actividades enzimaticas entre 20 y 30
U/L, los resultados del disefio experimental mostraron solo un factor significativo: el pH;
sin embargo en las graficas de respuesta se muestra que si existe una relacion entre la dosis
de peroxidasa y dosis de peroxido de hidrogeno, logrando un porcentaje maximo de
decoloracion del 73% de acuerdo con los siguientes factores experimentales: dosis de
enzima 1000pL, dosis de H20. de 2000uL, pH 3.5, temperatura de 25 °C y tiempo de
contacto de 2 h.

Para la enzima del fruto del chayote se logro una actividad enzimatica de 30 a 40 U/L, los
resultados del disefio mostraron dos efectos significativos: el pH y el tiempo de contacto.
En las gréaficas de respuesta se logré un porcentaje maximo de decoloracion del 97%, con
los siguientes factores experimentales: dosis de enzima 2000uL, dosis de H.021000 pL, pH
3.5, temperatura de 50 °C y tiempo de contacto 6 h. La toxicidad del efluente fue evaluada
mediante la bacteria Vibrio fischeri. Se obtuvo un aumento en los resultados de toxicidad
en las dos fuentes de peroxidasa debido a la formacion de aminas aromaticas mas toxicas
que el colorante inicial. En este trabajo se demostr6 que resulta factible la degradacion del
colorante azul directo 2 mediante tratamientos enzimaticos, por lo que la peroxidasa del
residuo industrial de soya y del fruto del chayote pueden ser utilizadas en los pasos iniciales
del tratamiento de efluentes para la decoloracion, seguido por un tratamiento convencional
para obtener ademas de la decoloracién la eliminacion de las sustancias toxicas que se
obtienen.

Palabras clave: colorante azo, degradacion, enzima, peroxidasa.



Abstract

ABSTRACT

Peroxidases have emerged as an important class of enzymes that can be used for the
efficient degradation of organic contaminants. In this study, two enzymatic methods for the
direct treatment of direct blue 2 dye were used. The catalytic ability of two peroxidases,
one obtained from an industrial waste soybean and the other from the ‘“chayote” was
evaluated. The objective of this work was to evaluate the ability of peroxidases to
decolorize the direct blue 2 dye prepared in an artificially contaminated solution. Several
operational parameters that affect the enzymatic degradation, such as initial concentration
of the dye, hydrogen peroxide dose, contact time, pH of solution and amount of peroxidase
enzyme were evaluated. In the tests the concentration of the dye used were 10, 20, 30, 40,
50, and 60 mg L-!. The strategy of the enzyme dosage was a unique addition at the
beginning of the treatment.

Finally it should be mentioned that by using chemometric techniques such as design of
experiments, it was possible to select the best treatment for both peroxidase enzymes.

The methodology to obtain the industrial residue, partially purified was optimized to
obtain enzymatic activities between 20 and 30 U/L, the results of the experimental design
exhibited only a significant factor pH, however the response graphs shown that there is a
relationship between the dose of peroxidase and the dose of hydrogen peroxide, achieving
a maximum decoloration of 73%, according to the following experimental factors: enzyme
dosage 1000uL, 2000uL peroxide dosage, pH 3.5, a temperature of 25 °C and a contact
time of 2 h.

For the chayote enzyme an enzymatic activity of 30 to 40 U/L was achieved. Results of the
experimental design showed two significant effects: pH and contact time . in the response
graphs a maximum discoloration of 97% was achieved, with the following experimental
factors: enzyme dosage 2000uL, 1000 uL dose of H20., pH 3.5, a temperature of 50 °C and
a contact time of 6 h. Effluent toxicity was evaluated by Vibrio fischeri. An increase in
toxicity results were obtained due to the formation of a more toxic product thyan the initial
dye: aromatic amines.

This study demonstrated that it is feasible to degrade the direct blue 2 dye by enzymatic
treatments, so the peroxidase industrial waste soy bean and the chayote fruit can be used
as an initial steps or pretreatment for the treatment or highly coloured effluents to achieve a
color reduction, followed by a conventional treatment for obtaining fading plus the
elimination of toxic substances obtained.

Key words: azo dye degradation enzyme, peroxidase
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Introduccién

1 INTRODUCCION

Los colorantes y pigmentos son sustancias organicas que se utilizan en pequefias
proporciones para impartir color a diferentes materiales con propdsitos funcionales o
estéticos. Los colorantes son sustancias organicas que exhiben color debido a su capacidad
para absorber luz de la region visible del espectro desde longitudes de onda de 4000 a 8000
A (Garzén-Zuniga et al., 2011).

Los colorantes azo, representan el 70% de la totalidad de colorantes utilizados en el mundo
(Tantak y Chaudhari, 2006), son compuestos quimicos xenobidticos que se caracterizan por
la presencia en su estructura molecular del grupo croméforo azo, constituido por dos
atomos de nitrogeno unidos mediante un doble enlace (-N=N-) (Muruganandham y
Swaminathan, 2004).

En la industria textil se consumen dos tercios de la produccién de colorantes azo, la cual
fue estimada en 1,400,000 toneladas en el afio 2006 (Mahmoodi y Arami, 2006), materia
prima que es utilizada para el proceso de tefiido. Se estima que el 15% de la produccion
mundial total de colorantes se pierde durante el proceso de tefiido, el cual se desecha en los
efluentes (Maljaei et al., 2009).

Por lo tanto, una de las caracteristicas de las aguas residuales textiles es su alto contenido
de colorantes. Algunos efectos negativos observados por los vertimientos de aguas
residuales con alto contenido de estas sustancias son: 1) inhibicion de la fotosintesis de
plantas presentes en los cuerpos de agua receptores: 2) acumulacion del colorante en el
ambiente, lo cual representa un serio problema de salud debido a que muchos de ellos
generan subproductos que pueden ser carcinogénicos, mutagénicos o bien pueden ocasionar
reacciones alérgicas (Chung y Cerniglia, 1992; Chung y Stevens, 1993).

La toxicidad de los colorantes es una propiedad de gran importancia debido a que
aproximadamente 130 de 3,200 colorantes azo pueden producir aminas aromaticas
carcinogénicas (Sponza y Isik, 2005a). Estas han sido incluidas en el listado aleman que
reporta las concentraciones maximas permisibles en el lugar de trabajo de compuestos
toxicos (MAK por sus siglas en aleméan), dentro de los grupos mas téxicos: por ejemplo la
bencidina esta dentro del grupo MAK 111 aminas Al, considerado toxico para los humanos;
y la o-toluidina se clasifica dentro del grupo MAK Ill aminas A2. Por lo cual varios paises
de la comunidad europea incluido Alemania han prohibido el uso de aminas MAK en
productos textiles (Sponza y Isik, 2005b).

En la actualidad uno de los principales problemas a enfrentar en el mundo es el
abastecimiento de agua, a pesar de que el 70% de la superficie del planeta es agua y tan
solo el 30% es tierra firme. Sin embargo, del agua disponible, el 97.5% es agua salada
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proveniente de mares y océanos, el restante 2.5% es agua dulce. Del agua dulce el 69.7% es
agua congelada, 30% es subterrdnea y en los rios y lagos hay sélo 0.3% (Mercano, 2012).
El uso principal de los colorantes es el tefiido de textiles, aunque se consumen cantidades
sustanciales para colorear materiales tales como cuero, papel, plasticos, productos del
petréleo y alimentos.

En los paises en vias de desarrollo, el 70% de los desechos generados por el sector
industrial son vertidos sin tratamiento, a cuerpos receptores, los cuales se ven afectados,
debido a los altos niveles de toxicidad y a la falta de oxigeno, dafiando o destruyendo por
completo los ecosistemas acuético (Mercano, 2012). En México, las industrias del pais
utilizan del orden de 6 km®/afio de agua para sus diferentes actividades productivas y
descargan aproximadamente 5.36 km®/afio como aguas residuales (CONAGUA, 2010).

El término “colorante” engloba tanto a tintes como a pigmentos ambos se diferencian por
sus caracteristicas de solubilidad: los colorantes son compuestos solubles, que se aplican
principalmente a materiales textiles en disolucién acuosa; los pigmentos son compuestos
insolubles, que se incorporan a productos tales como pinturas, tintas de imprenta o plasticos
(Christie, 2003).

Existen varios procesos para el tratamiento de aguas residuales procedentes de la industria
textil, tales como: fisicos, quimicos y biolégicos cada uno de ellos presenta limitaciones
técnicas y econdmicas. Los procesos biologicos anaerobio o aerobio no son efectivos para
la degradacion o remocion del colorante pero debido a la alta toxicidad que estos
tratamientos presentan y a las posibles inhibiciones que puedan causar, aunado a esto los
largos periodos de aclimatacion y tiempos de residencia hidraulica son una gran limitante
debido a la complejidad de sus estructuras (Supaka et al., 2004; Buitrén, 2003).

Los procesos, tales como oxidacion quimica, ésmosis inversa y adsorcion, son altamente
eficientes, pero los limitan algunas desventajas como elevado costo, aplicabilidad limitada,
alto consumo de energia, produccién de lodos y generacion de subproductos toxicos (An et
al., 2002; Vasantha et al., 2006; De Souza et al., 2007). Debido a la complejidad que
presentan estos efluentes para su tratamiento y a las limitaciones existentes en los procesos,
se estan desarrollando métodos enzimaticos muy prometedores para el tratamiento de
contaminantes, esto mediante el uso de enzimas especificas como las peroxidasas, cuando
no pueden ser tratados por procesos convencionales (Klibanov et al., 1983; al-Kassim et
al., 1994; Bodzek et al., 1994, Wada et al., 1995; Kinsley y Nicell 2000; Masuda et al.,
2001; Singh y Singh 2002; Villalobos y Buchanan 2002; Villegas-Rosas et al., 2002).

Para contribuir con los estudios de degradacion de los colorantes este trabajo tiene como
objetivo principal la decoloracion del azul directo 2, mediante 2 tipos de enzimas
peroxidasas.



Objetivos y Alcances

1.1 Objetivo general

Evaluar la decoloracion del colorante azul directo 2 mediante peroxidasas

1.2 Objetivos especificos

+ Obtener la enzima peroxidasa a partir de dos fuentes: el residuo industrial de soya y
del fruto del chayote utilizando dos medios de soportes, aniénico y cationico

+ Determinar la actividad catalitica de la enzima peroxidasa utilizando la técnica de la
4-aminoantipirina

+ Determinar las pruebas enzimaticas a escala laboratorio, evaluando el efecto de:

pH, tiempo de reaccion, concentracion de perdxido de hidrogeno, concentracion de
enzima, sobre el colorante azul directo 2

+ Evaluar la toxicidad antes y despues del tratamiento enzimatico empleando Vibrio
fisheri

1.3 Alcancesy limitaciones
+ El trabajo experimental se llevo a cabo en reactores a escala laboratorio

+ Se utilizé agua artificialmente contaminada adicionando diferentes concentraciones
del colorante azul directo 2 como sustrato.



Justificaciéon

1.4 Justificacion

La actividad industrial desarrollada por el hombre ha provocado que se desechen grandes
cantidades de compuestos toxicos y residuos, afectando negativamente el medio ambiente.
El sector textil es uno de los principales generadores contaminantes del agua y desechos
peligrosos, mas de 2000 tipos de colorantes azo son utilizados actualmente para tefiir
materiales textiles, de piel, cosméticos y alimentos. Este tipo de colorantes son compuestos
quimicos xenobioticos que se liberan al medio ambiente por medio de dispersiones o
soluciones coloreadas en los efluentes industriales. Se estima que la cantidad de colorante
que no se fija a las fibras puede variar entre el 2 y 50%, dependiendo del tipo de colorante
que se use, los cuales son descargados en las aguas residuales de las plantas de tratamiento
o directamente al ambiente (Moeller y Garzon, 2003). Los requerimientos normativos, la
inocuidad de los efluentes, asi como la necesidad de ahorrar y/o reutilizar agua en la
industria, hace necesario gque Se investiguen nuevos procesos que permitan mejorar la
remocion de componentes dificilmente biodegradables, particulas coloidales y
microorganismos patogenos que permitan incorporar el efluente en el proceso productivo
(Prazeres et al., 2001). Por otra parte, el crecimiento de la industria textil ha experimento
un aumento proporcional en el uso de colorantes sintéticos, y esto ha sido acompafiado por
un aumento proporcional en la generacion de las aguas residuales contaminadas con
colorantes (Pandey y Singh, 2007). Por toda esta problematica se demanda buscar nuevos
sistemas de tratamiento y/o soluciones tecnoldgicas diferentes como son el uso de enzimas
peroxidasas. La soya se utiliza como alimento para el ganado y en la actualidad para el
consumo humano, en diferentes presentaciones. La industrializacion de la soya se ha
dividido en dos sectores: 1) procesamiento de semilla o grano completo y 2) procesamiento
del grano de donde se obtiene aceite y harina. De este Gltimo se genera un desecho
industrial, el cual puede ser de gran interés para utilizarlo como una fuente de enzimas
peroxidasas las cuales pueden aplicarse en el tratamiento de aguas residuales de efluentes
textiles, asimismo utilizar la peroxidasa del chayote que se ha demostrado elimina algunos
colorantes textiles y fenoles en al menos un 95% (Villegas-Rosas, 2003).
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2 ANTECEDENTES

El color destaca su presencia cotidiana en todo lo que rodea al hombre. Se prodiga tanto en
los objetos de creacion humana como en la naturaleza. Desde las etapas mas tempranas de
la cultura humana el hombre hizo uso consciente y variado del color, lo aplico sobre las
superficies rocosas de las cavernas e incluso, sobre su propia piel. Los servicios que el
color ha brindado recorren una amplia gama de funciones, desde cubrir la superficie de un
objeto, hasta representar simboélicamente una idea o un concepto. Muchos de estos secretos
de la antigliedad se han perdido, y hoy dia no se saben preparar muchos de los tintes que
fueron usados para decorar piedras, mosaicos Yy tejidos. El primer colorante sintético que se
prepard fue la Mauvine por Willian Henry Perkin en Inglaterra en 1856. El cientifico que
trabajabd en su laboratorio estudio la oxidacion de fenilamina, también conocida como
anilina con dicromato de potasio (K2Cr20y).

Cuando estos compuestos reaccionaron se obtuvé un resultado sorprendente despues de
tirar el precipitado resultante de la reaccion, y lavar el residuo de la botella con alcohol,
Perkin se maravillo con la aparicion de un colorante rojizo. Repitié la reaccion en las
mismas condiciones, y volvié a obtener el colorante, el cual lo llamé purpura de tiro y que
posteriormente llego a ser conocido por el Mauve Francés. Despues de este descubrimiento,
se produjo una avalancha de productos quimicos para lograr sintetizar otros colorantes.

A finales del siglo XIX, los fabricantes de los colorantes sintéticos se establecieron en
Alemania, Inglaterra, Francia y Suiza para satisfacer las necesidades de las industrias de esa
época como fueron las fabricas de tela, cuero y papel. En los afios de 1994 y 1995, las
grandes empresas pusieron en marcha sus propias plantas en asociacion con los fabricantes
locales en varios paises asiaticos, como China, India e Indonesia (Abiquim, 2011).

2.1 Colorantes azo

De la gran gama de colorantes azo, se distinguen cuatro familias: los mono-azoicos, con un
grupo azo; los di-azoicos, con dos grupos azo; los tri-azoicos, con tres grupos azo y los
poli-azoicos, con cuatro 0 mas grupos azo (Maljaei et al., 2009). Asi mismo, pueden
clasificarse como colorantes azo aniénicos y catidnicos (&cidos y basicos), dispersos,
directos, reactivos y con complejos metalicos segun su estructura molecular, propiedades
especificas y aplicaciones.
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Los colorantes azo son combinaciones moleculares arométicas que contienen el grupo
cromoforo azoico en combinacion con uno o dos radicales libres. Ademas tienen grupos
auxocromos que forman sales, tales como los grupos hidroxilo y amino. Estos son los
encargados a su vez de proporcionar una accion profundizante del color, asi como también
otros auxocromos que dan una profundidad del color pero en menor escala, tales como:
NO., CHjs, hal6genos, -CH=CH-, SOsH y CO2H (Kirk y Othmer, 1985). Debido a la fécil
obtencion de los colorantes azo y a la posibilidad de preparar una gran variedad de ellos, la
industria de los colorantes les ha prestado un estudio especial con respecto a otros tipos de
colorantes.

La obtencién de los colorantes azo se efectila mediante la reaccion Ilamada de copulacion,
la cual consiste en una combinacion entre compuestos diazoicos con diversos tipos de
fenoles, aminas aromaticas y aunque de manera rara también con compuestos heterociclicos
y alifaticos. Entre mas grupos azoicos tenga la molécula del colorante, més profundo sera el
color y la intensidad; sin embargo, aun mas importante son los sustituyentes, ya que ellos
determinan el caracter acido, basico o mordiente de un colorante.

Los colorantes usados en la industria textil son de diversos tipos y pueden ser clasificados
dependiendo de varios factores, tales como su composicion quimica, clase de aplicacion o
uso final. Cada tipo de colorante presenta caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas
diferentes, que les atribuyen propiedades recalcitrantes y efectos toxicos para el ambiente.
Su presencia en el agua residual textil en bajas concentraciones es muy visible e indeseable
(Nigam et al., 2000).

El sistema de clasificacion internacional es el Colour Index, que es una publicacion de la
sociedad de tintes y colorantes realizada en 1924 (O Neill et al., 1999). En ella se clasifican
los colorantes asignando un nombre genérico determinado por sus caracteristicas de
aplicacion, y a continuacién un nimero CI basado en su estructura quimica.

Ademas los colorantes se pueden clasificar de acuerdo a su estructura quimica o bien de
acuerdo al método de aplicacion a las fibras. Generalmente el grupo azo se une a dos
anillos aromaticos, en cuanto a sus propiedades de color, los de este tipo aportan un rango
de matices practicamente completo y una alta intensidad de color. Ademas presentan
buenas propiedades técnicas: solidez a la luz, al calor, al agua y a otros disolventes. A
escala industrial estos colorantes tienen un elevado rendimiento econdémico, debido a la
naturaleza de los procesos utilizados en su fabricacién.
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Por todas estas razones, los colorantes azo suponen 2/3 de los colorantes orgénicos citados
en el Colour Index (O'Neill et al., 1999) y un porcentaje similar de los colorantes
empleados en aplicaciones textiles (Christie, 2003). Por esta razon frecuentemente se
emplean colorantes azo como modelo en el estudio del tratamiento de efluentes coloreados.

Los colorantes azo son el grupo mas importante del conjunto de los colorantes organicos,
ya que su proceso de produccion o sintesis es relativamente sencillo, poseen una alta
capacidad para enlazarse a fibras tanto sintéticas como naturales y abarcan todo el espectro
de luz visible (Bishop et al., 1996) (Figura 2.1) se presenta la estructura de un colorante y
sus auxocromos (Dos Santos et al., 2007).

Auxocromo
COOQH
Cromoforo
NaO3S N—/N OH
Auxocromo Auxocromo

Figura 2.1. Estructura de un colorante monoazo y sus auxocromos (Dos Santos et al., 2007).
2.1.1 Clasificacion segun la estructura quimica

En base a la estructura quimica o grupo croméforo se pueden diferenciar entre 20 y 30
grupos de colorantes (Kayan et al., 2010). Los colorantes azo, antraquinonas, ftalocianinas
y triarilmetanos son cuantitativamente los grupos mas importantes (Tabla 2.1).

2.1.2 Clasificacion segun el modo de aplicacion

La industria de colorantes constituye, aproximadamente, el 6% de la produccion total del
sector Industrial. En 1974, la produccién mundial fue de 750,000 ton/afio de colorantes.
Solo unos pocos colorantes o pigmentos tienen una demanda superior a 1000 ton/afio
(Zollinguer, 2001) de la mayoria se producen 100-200 ton/afio. En términos de poblacion,
el consumo medio en el mundo de colorantes por persona al afio es de unos 200 g. En los
paises desarrollados, el consumo llega a ser de 600-700 g/persona al afio (Zollinguer, 2001;
Herbst y Hunger., 1997). EI consumo por aplicaciones es el siguiente: industrial textil 60%,
pinturas y tintas 25% y 15% el resto de aplicaciones (papel, cuero, alimentos y otras)
(Tabla 2.2).
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Tabla 2.1. Clasificacion de los colorantes de acuerdo a sus grupos cromoforos (EPA, 1996; O"Neil
et al., 1999; Robinson et al., 2001; Hunger, 2003; Husain 2006; Gupta y Suhas, 2009).

Familia

Grupo Cromoforo

Descripcion

Ejemplo

Azoicos

Antraquinonas

Indolicos

Trihalometanos

Ar-N=N-Ar

Grupo azo

Antraquinona

OO
@)

Catién trifenilmetilo

Estos colorantes se
caracterizan por tener un
grupo funcional azo,
consistente en un enlace
doble —-N=N-, wunido a
atomos de carbono. En
cuanto a sus propiedades de
color, aportan un rango de
matices practicamente
completo y alta intensidad de
color.  Presentan  buenas
propiedades técnicas: solidez
a la luz, al calor, al agua y a
otros disolventes

Los colorantes a base de
antraquinonas 'y quinonas
aromaticas policiclicas tienen
gran importancia ya que son
colorantes &cidos con solidez
a la luz, mordientes dispersos
corresponden a esta categoria

El compuesto progenitor del
grupo de colorantes
indigoides, es el indigo, es un
colorante de uso comdn desde
tiempos  prehistéricos.  El
indigo natural se obtiene de
una planta, la indigofera.
Puede reducirse por
fermentacion, asi como, por
medio de hidrosulfito de
sodio, una vez reducido
puede aplicarse a fibras
celulésicas para  después
oxidarlo y obtener tefidos
azules de gran brillantez

Estos colorantes estan
caracterizados por un grupo
croméforo altamente
estabilizado por resonancia,
son uno de los colorantes mas
intensos y brillantes que
existen, pero generalmente
exhiben poca solidez a la luz
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Tabla 2.2. Clasificacion de colorantes de acuerdo a su forma de aplicacion (Li et al., 2010;
Pricelius et al., 2007; Zaharia y Seteu, 2012)

Clase Aplicaciones Categoria quimica Grado | Pérdidaen
de aguas
fijacion | residuales
(%) (%)
Nylon, lana, seda, papel, Azo, antraquinona,
Acidos | cuero, tintas. trifenilmetano, azina, 80 — 90 5-20
Xanteno, nitro y nitroso.
Papel, poliacrilonitrilo, | Triarilmetano, cianina,
Bésicos nylon, poliéster modificado, @ tiazina, hemicianina, 95 -100 0-5

polietileno,  originalmente | oxazina y acridina.
fueron usados en lana,
Seda y algodon.
Poliéster y en cierta medida =Azo, antraquinona, estirilo,
Dispersos | de nylon, celulosa, nitro. 90 - 100 0-10
Acetato de celulosa y fibras
acrilicas.
Algodon, papel, cuero y en Estilbenos, oxaninas y
Directos | cierta medida nylon. phtalocianinas. 70- 95 5-30
Algodon y en cierta parte en Azo, antraquinona,
Reactivos | lana y nylon. triarilmetano, 50 -90 10-50
ftalocianina(fthalocyanina) y
oxidina
Plasticos, gasolina, Azo, antraquinona,
Solventes | lubricantes, aceites y ceras. triatilmetano y 90 -98 2-10
(fthalocyanina).
Algodon, rayon y en uso Estructuras intermedias y

Sulfurosos | limitado seda, cuero, papel grupos relativamente 60 - 90 10 - 40
y madera. pequefos.
Algodon, sales solubles, | Antraguinona y (indigoids).
Alatina | lanay rayén. 8095 5-20

2.1.3 Impacto ambiental de los colorantes

El efecto de los efluentes textiles puede ser dividido de manera arbitraria segin el impacto
estético y/o toxico causado sobre los cuerpos de agua. El primero de ellos, el cual resulta
mas evidente, no implica de manera general el impacto mas adverso sobre la calidad de los
cuerpos de agua. Sin embargo, es reconocido que los efectos negativos sobre los cuerpos de
agua y las plantas de tratamiento esta asociado a los subproductos del enlace azo y a los
agentes de tincién (Sponza, 2002). Las industrias relacionadas con el giro textil representa
una de las méas grandes y complicadas cadenas productivas debido a la heterogeneidad de
los productos y de las formas productivas. No obstante, pueden ser agrupadas
genéricamente como productos de materias primas y de manufactura de fibra.
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El mayor impacto ambiental se asocia a las emisiones de contaminantes tanto al agua como
al aire (Bechtold et al., 2002). Se debe destacar que méas del 90% de la carga organica
utilizada durante la preparacion y tincion de la fibra es arrojada al medio ambiente. Los
datos reportados para la Zona Metropolitana del Valle de México sefialan que las empresas
textiles representan 14% de las empresas instaladas a nivel nacional, los residuos generados
por dichas empresas corresponden a 1,600,901 (m®afio) de aguas de los cuales el 54%
(861,937 m®/afio) son arrojados sin previo tratamiento (Prato, 2009).

En 1995 la produccion total de colorantes en México ascendi6 a 16,000 ton con una
tendencia al crecimiento (Bandala et al., 2008). Este hecho representa un foco adicional
para la generacion de efluentes complejos para las plantas de tratamiento de aguas
residuales urbanas. Los procesos con lodos activados comprenden 47% de las 1833 plantas
de tratamiento de aguas residuales municipales instalados en México (CONAGUA, 2009).
Bajo las condiciones operativas encontradas en tales sistemas, los efluentes coloreados
podrian pasar inalterados o ser adsorbidos por los lodos (Shaul et al., 1991; Ekici et al.,
2001). En relacion con el efecto directo sobre ecosistemas y los seres humanos, la EEA
(European Environmental Agency) y la UNEP (United Nations Environment Programme)
mencionan que se estdn proponiendo normas mas rigurosas para el tratamiento de
colorantes debido a su potencial de contaminacion (Steinle et al., 1992; Zerbinati et al.,
1997; Hao et al., 2000; Sponza, 2006).

El primer efecto que causa el vertido de las aguas residuales con colorantes es el visual, aun
a concentraciones muy bajas, en la (Figura 2.2) se muestra la contaminacion de cuerpos
receptores a causa de efluentes industriales con alto contenido de colorantes.

Figura 2.2. Efectos ecoldgicos a cuerpos receptores (Chung et al., 1992)

El principal problema ambiental derivado del aporte de color a las aguas de los rios y lagos
se debe a la reduccion de la transparencia y la disminucion del oxigeno disuelto, debido a
que altas cargas de color dificultan la funcién fotosintética de las plantas. Adicionalmente
algunos problemas asociados a los efluentes textiles son debidos a la presencia de metales
pesados o azufre, que producen problemas ambientales debido a su naturaleza toxica.
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2.1.4 Efectos toxicos

Los riesgos toxicoldgicos de los colorantes sobre la salud humana estan relacionados con el
modo y tiempo de exposicion. Esto es debido a que los colorantes tienen una baja
solubilidad en fluidos corporales (Christie, 2003), y una alta solubilidad en agua, de manera
que estos compuestos suministrados oralmente son metabolizados en la microflora
intestinal y excretados mas rapidamente que los compuestos menos solubles (Guaratini,
2000). Estos compuestos Unicamente producen efectos de poca gravedad, tales como
dermatitis o sensibilizacion respiratoria.

La toxicidad crénica debida a exposicion continua a los colorantes es baja, se ha
comprobado que al menos 3,000 colorantes azo comerciales han sido catalogados como
cancerigenos (Guaratini, 2000). Su toxicidad radica en que pueden dar lugar a las aminas
aromaticas de las cuales derivan debido a procesos de oxidacion, hidrolisis o reduccion del
enlace azo. Algunas aminas aromaticas utilizadas en la fabricacion de los colorantes son
carcinogenos reconocidos (Wesenberg et al., 2003), aun asi, el analisis del grado de
toxicidad de los colorantes, medido a partir de 50% de la dosis letal (LDso) ha demostrado
que apenas un numero reducido de colorantes presenta toxicidad aguda (LDso<5 g/kg) y
son principalmente colorantes diazos y basicos (Shore, 1996).

2.1.5 Normatividad relativa

En México, las descargas de aguas residuales a cuerpos receptores de las industrias de
colorantes y pigmentos, tanto de la fabricacion como de la utilizacion no estan regidas por
la norma. Que establece los limites maximos permisibles de pH, DBOs, grasas y aceites,
solidos sedimentables y sélidos suspendidos totales (DOF, 2006). En cuanto a las descargas
de colorante solo indica que se estableceran condiciones particulares a la industria cuando
se considere necesario.

Comparando con las normativas de otros paises se sabe que la comisién de la Unidn
Europea emitié en el afio 2002 una directiva que prohibe a partir de junio de 2004 la
distribucién y empleo de los colorantes textiles azo, pues en el afio 2002 se demostro su
caracter cancerigeno, evidenciando también que estas sustancias son dafiinas para el medio
ambiente, en especial el agua, en la que es una amenaza para los peces y otros organismos.
En Estados Unidos algunos colorantes estan clasificados como sustancias peligrosas entre
éstos encontramos a los colorantes del tipo azo como mas peligrosos (EPA, 2003).
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El color que presentan los efluente en los proceso de tefiido han sido uno de los principales
problemas ambientales que enfrenta la industria textil ya que contienen colorantes
reactivos, en particular, los cuales son altamente resistentes a los procesos de tratamiento
convencionales (Beltrame, 2006). Han sido explorados otros tipos de tratamiento para estos
efluentes textiles como son los procesos biotecnoldgicos en los cuales se estan utilizando
microorganismos, hongos y enzimas para este tipo de efluentes textiles.

2.2 Enzimas

El nombre de enzima es de origen griego (en: dentro y zima: fermento). Basicamente una
enzima es una molécula de proteina cuya estructura le permita ligarse a una clase especifica
de compuestos denominados sustratos y modificarlos, permaneciendo ella con la misma
estructura una vez que se ha finalizado la reaccion. Durante la transformacion del material
biologico, las enzimas no se consumen y, como consecuencia de ello, al final de la reaccién
la enzima se mantiene en su forma original, ellas aumentan la velocidad con la que las
reacciones alcanzan el equilibrio, es decir, disminuyen la energia de activacion (Ea) de las
reacciones catalizadas, con lo que la ruta de acceso para la reaccion se reduce.

Otra definicion de las enzimas dice que son biocatalizadores enzimaticos, debido a su
eficiencia y excelente especificidad al sustrato, se utilizan en diversas aplicaciones
industriales, incluyendo fabricacion de productos quimicos y purificacion de los
contaminantes (Ogushi et al., 2007). Las enzimas utilizadas en la biodegradacion de
compuestos organicos han sido las peroxidasas que catalizan la oxidacion del donante de
electrones en presencia de perdxido (por lo general el per6xido de hidrogeno, H20>).

Cuando se lleva a cabo la reaccion enzimatica en un reactor discontinuo, en general, se
inicia la operacion y se completa con la adicion de H>O>, la exposicion a largo plazo a la
solucion de H20- induce la desnaturalizacion irreversible de la peroxidasa.

2.2.1 Clasificacion de las enzimas

Las enzimas se clasifican de acuerdo al tipo de reaccién y sustrato. Hay seis tipos
principales de reacciones catalizadas por enzimas:

+ Oxidorreductasas: Estas enzimas catalizan la transferencia de electrones desde una

molécula que va a ser el agente reductor hasta otra molécula receptora y esta sera el
agente oxidante.
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+ Transferasas: Transfieren grupos activos (obtenidos de la ruptura de ciertas
moléculas) a otras sustancias receptoras. Suelen actuar en procesos de
interconversion de monosacaridos, aminoacidos, etc. Ejemplos: transaminasas,
quinasas.

+ Hidrolasas: Llevan a cabo reacciones de hidrdlisis con la consiguiente obtencion de
mondmeros a partir de polimeros. Actian en la digestion de los alimentos,
previamente a otras fases de su degradacion. Ejemplos: glucosidasas, lipasas,
esterasas.

+ Isomerasas: ActUan sobre determinadas moléculas obteniendo de ellas sus
isomeros de funcion o de posicion, es decir, catalizan la racemizacion y cambios de
posicion de un grupo en determinada molécula obteniendo formas isoméricas.
Suelen actuar en procesos de interconversion. Ejemplo: epimerasas (mutasa).

+ Liasas: Catalizan reacciones en las que se eliminan moléculas (H20, CO2 y NHz3)
para formar un doble enlace o afadirse a un doble enlace, capaces de catalizar la
reduccion en un sustrato. El sustrato es una molécula, la cual, se une al sitio activo
de la enzima para la formacion del complejo enzima-sustrato. EI mismo, por accion
de la enzima, es transformado en producto y es liberado del sitio activo, quedando
libre para recibir otro sustrato. Ejemplos: descarboxilasas, liasas.

+ Ligasas: Realizan la degradacion o sintesis de los enlaces denominados "fuertes"
mediante al acoplamiento a sustancias de alto valor energético (como el ATP).

2.2.2 Peroxidasas

Dentro de la familia de las oxidoreductasas se encuentran las peroxidasas, estas enzimas se
producen de forma natural en casi todas las plantas (principalmente en las raices) y
microorganismos. La literatura indica que también estan presentes en leguminosas como:
soya, rdbano, nabo, papa, tomate, zanahoria, trigo, platanos, etc. Se conoce que la
peroxidasa de soya ha sido utilizada para la decoloracion de colorantes textiles,
principalmente los colorantes azo (Husain, 2006).

Las peroxidasas presentan mdaltiples formas isoenzimaticas que difieren tanto en la
secuencia de sus aminoacidos como en sus propiedades quimicas (Grambow, 1986). Los
resultados de numerosos estudios realizados con diferentes especies, determinaron que las
peroxidasas estan involucradas en procesos fisioldgicos relevantes de las plantas superiores
tales como lignificacion (Gaspar et al., 1982), catabolismo de auxinas (Grambow, 1986),
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resistencia a patdgenos, asi como en diversos mecanismos de respuesta que éstas presentan
a diferentes situaciones de estrés (Tarrago et al., 2003).

Las peroxidasas se emplean como biocatalizadores para la generacion de productos de
interés biotecnoldgico e industrial como resinas fenolicas, adhesivos, antioxidantes,
antiestaticos y protectores de radiacion magnética, colorantes alimentarios y componentes
bioactivos de detergentes (Rodriguez Couto et al., 2002). La peroxidasa es una enzima que
cataliza la oxidacién de un amplio nimero de sustratos organicos e inorganicos, utilizando
el poder oxidante del per6xido de hidrégeno.

Donante + H20: Donante oxidado + H.0

Estas enzimas estan siendo investigadas por su potencial degradacion de colorantes ya que
estan implicadas en las reacciones de transferencia de electrones. En el caso de reacciones
en la que el contaminante objetivo se oxida, la enzima recibe uno o mas electrones desde el
sustrato y dona estos electrones a un receptor. Por lo tanto, al final de la reaccidn, ella se
regenera y estd disponible para el préximo ciclo catalitico (Maddhinni et al., 2006). Las
enzimas que han presentado mayor utilidad en el tratamiento de compuestos recalcitrantes y
de efluentes coloreados son: peroxidasa, lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa, lacasa
y azo reductasa (Husain, 2006).

La peroxidasa extraida de la raiz del rabano picante (HRP) es la mas usada. Las peroxidasas
son utilizadas en laboratorios clinicos y en la industria. Asi, las pruebas para la
determinacion y cuantificacion de metabolitos como glucosa, acido Urico, colesterol o
triglicéridos en fluidos bioldgicos usan peroxidasas como enzima acoplada. También se
aplican en inmunoensayos para la deteccion de virus conocidos como el virus de la
imunodeficiencia humana (VIH) causante del SIDA o herpesvirus (Moschos, 2007).

La Comision Cientifica de la Union Europea ha definido a las peroxidasas como una de las
proteinas con mayor interés biotecnoldgico para el siglo XXI, por su aplicacion en la
conservacion del ambiente. En esta linea estas enzimas pueden sustituir a algunos reactivos
y catalizadores quimicos usados hoy en dia en cierto tipo de industrias, ademas facilitan la
remocién de compuestos organicos contaminantes. Las principales fuentes portadoras de
enzimas son los hongos y raices de rabano, actualmente se esta prestando atencion a la
extraccion de enzimas de plantas, vegetales y leguminosas entre las cuales destacan la del
frijol de soya y chayote (Moschos, 2007).
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Hay un creciente reconocimiento de que las enzimas se pueden utilizar en muchos procesos
para dar un tratamiento a contaminantes especificos. En este sentido, los recientes avances
biotecnoldgicos han permitido la produccion de enzimas utilizando procesos mas
econdmicos y facilmente disponibles a través de un mejor aislamiento y purificacion. Las
ventajas potenciales del tratamiento enzimatico en comparacion con tratamiento
convencionales incluyen: aplicacion a materiales recalcitrantes, el funcionamiento a altas
concentraciones de contaminantes y bajo una amplia gama de pH y temperatura, entre otros
(Duran y Esposito, 2000). En afios recientes, el uso de los sistemas vivos, tales como
microorganismo y plantas para degradar contaminantes recalcitrantes estan ganando
importancia como una alternativa viable a los métodos existentes. Los altos costos de los
tratamientos quimicos especializados para la eliminacion de contaminantes y el hecho de
que algunos de estos tratamientos crean residuos solidos adicionales han conducido al
desarrollo de métodos bioldgicos mas eficientes y simples.

Los sistemas bioldgicos son capaces de provocar la degradacion de las sustancias quimicas,
debido principalmente a sus enzimas. Por lo tanto, ambas enzimas intracelulares y
extracelulares, se estan explorando como medios bioquimicos de tratamiento de aguas
residuales. En general, las enzimas son catalizadores altamente especificos vy
extremadamente eficientes las cuales pueden degradar un contaminante sin afectar a los
otros componentes en el efluente. Por lo tanto, el tratamiento enzimatico es adecuado para
los efluentes que contienen cantidades relativamente grandes de contaminantes
denominados recalcitrantes (Mugdha y Usha, 2012).

Las principales investigaciones realizadas en este campo se encuentran en la India lideradas
por los investigadores Mahreen Matto, Anirban Bhunia y Qayyum Husain del
Departamento de Bioquimica y Facultad de Ciencias de la vida en la Universidad Aligarh
Muslim. Los estudios se centran en la aplicacion potencial de enzimas oxidorreductasas en
la decoloracion y detoxificacion de colorantes sintéticos presentes en las aguas residuales.
Las limitantes en estas investigaciones son la pérdida de enzima en los tratamientos y los
bajos rendimientos de las enzimas inmovilizadas, aunado a esto todas las pruebas realizadas
se llevan a cabo utilizando un efluente sintético Gnicamente con colorante como sustrato.

2.2.3 Fuentes de obtencion de las peroxidasas

Las peroxidasas se encuentran en animales (ratas, conejos, cerdos), plantas superiores
(rébano picante, mango, arroz, soya, pifia, pera, papa, tabaco, maiz, mani, cafia de azlcar,
tomate, remolacha, nabo), levaduras, hongos y bacterias. En los mamiferos se hallan
principalmente en leucocitos, higado, Utero, leche y tiroides; por tanto la enzima puede ser
aislada de diferentes fuentes. Las especies vegetales mas ricas en peroxidasas son las
higueras y el rdbano picante, las enzimas con actividad peroxidasica se encuentran
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principalmente en la savia y en la raiz, respectivamente (Shaffiqu et al., 2002). Las
principales fuentes portadoras de enzimas son los hongos y raices de rabano, sin embargo
actualmente se esta prestando mas atencion a la extraccion de enzimas de plantas, vegetales
y leguminosas entre las cuales destaca el frijol de soya y chayote.

2.2.4 Descripcion de la soya

La soja o soya (Glycine max) es una especie de la familia de las leguminosas (Fabaceae)
cultivada por sus semillas de medio contenido en aceite y alto de proteina. El grano de soja
y sus subproductos (aceite y harina de soja, principalmente) se utilizan en la alimentacion
humana y del ganado. Se comercializa en todo el mundo, debido a sus multiples usos. El
cultivo de soja, ademas de ser un factor muy valioso, ayuda al ser humano si se efectla en
el marco de un cultivo por rotacion estacional, ya que fija el nitrégeno en los suelos,
agotados tras haberse practicado otros cultivos intensivos. En cambio, el monocultivo de
soja, acarrea desequilibrios ecologicos y economicos si se mantiene prolongadamente y en
grandes extensiones (INTA, 2003). En México en el 2009 se produjeron 153,000 ton de
soya. El 87% de la produccion se concentro en los estados de Tamaulipas (58%), Chiapas
(16%) y San Luis Potosi (13%). En el pais hay una gran variedad de especies de soya que
se cultivan, pero es la variedad de Tapachula 86 y UFV-1 las que mas se producen
ocupando un 60% en los cultivos, debido a que poseen mayor capacidad de rendimiento y
estabilidad (SAGARPA, 2009).

2.2.5 Descripcion del chayote

El chayote (Sechium edule (Jacg.) Sw.) o también conocido como erizo, es un fruto que
presenta una impresionante variacion fenotipica. La palabra chayote deriva de la palabra
Nahualt “Chayotli” y es uno de los nombres mas frecuentes con el que se le designa. Se
considera que en México y Centro América tuvo lugar el origen de la especie segin
(Welinder, 1985). Este fruto pertenece a la familia de las Cucurbitaceas, es una planta
trepadora, con zarcillos, hojas lobuladas, flores pequefias y blanquizcas, comunmente es un
fruto ovoide con espinas o bien sin ellas. La variacion fenotipica en el producto se presenta
en el tamafio, ya que existen frutos que tienen unos cuantos centimetros y otros mas de 20
cm, existiendo una estrecha relacion con el peso. El color varia formando un continuo
desde el verde oscuro hasta el blanco amarillento, en donde los més abundantes son las
tonalidades verdes. Por lo que respecta a la forma, pueden agruparse en periforme, alargada
y redonda, misma que se presenta indistintamente en tamafio, color y nGmero de espinas
(Welinder, 1985). Ademas existe la variedad no espinosa con caracteristicas similares en
forma, tamario y color a la espinosa.
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2.2.6 Actividad enzimatica peroxidasa

La peroxidasa es una hemoproteina (presenta como grupo prostético un grupo Hemo) que
cataliza la oxidacion de compuestos danadores de hidrégeno, como o-fenilendiamina
(aminas aromaticas), guayacol y pirogalol (fenoles) por medio de perdxidos (de ahi el
nombre peroxidasa). El guayacol es el substrato oxidable mas usado para determinar la
actividad de ésta enzima (Figura 2.3), dicho substrato es oxidado a un complejo coloreado
de tetraguayacol (color rojo ladrillo) en presencia de peroxidasa, la velocidad de formacion
de coloracion, es utilizada como medida de la actividad enziméatica por lecturas
espectrofotométricas de las absorbancias en relacidn con el tiempo (Fernandez et al., 2003;
Araujo et al., 2006).

N TN
H5CO —QOCH
OCH4 <J \ / :
C\> Peroxidasa o]
4 OH + 4HO0, — o + 8 H,0
Guayacol H300<—\ OCH
/A \ 7

Tetraguayacol

Figura 2.3. Estructura en la cual se observa la reaccion entre 4 moléculas de guayacol y 4
moléculas de perdxido de hidrogeno, gracias a la catalisis de la peroxidasa se obtiene un producto
de tetraguayacol y 8 moles de agua. (Fernandez et al., 2003; Araujo et al., 2006).

2.2.7 Importancia de las peroxidasas vegetales

Las peroxidasas llevan a cabo reacciones de deshidrogenacion oxidativa. EI mecanismo de
esta reaccion comienza cuando una molécula de H.O, hace que el Fe3* pase a Fe**
generando un derivado oxo-ferril (IV) con un radical libre en la porfirina, al cual se le llama
compuesto I. La histidina y la arginina facilitan el rompimiento del H20, para que el Fe**
acepte el proton que el rompimiento le proporciona, donando un electrén. En el segundo
paso del mecanismo y gracias a la presencia de un agente reductor externo, se forma un
oxo-ferril (V) porfirina cationica o compuesto Il. La catélisis oxidativa de la peroxidasa en
solucion acuosa da un incremento en la formacién de compuestos oligoméricos, estos
tienen baja solubilidad hacia el solvente, de tal modo que se forman polimeros de alto peso
molecular que tienden a precipitarse (Akhatar et al, 2006; Buchanan y Nicell, 1997;
Ghioureliotis y Nicell, 1999; Wright y Nicell, 1999; Kobayashi, et al., 2001; Singh, et al.,
2006; Bayramoglu y Arica, 2008).

La peroxidasa del rdbano europeo puede catalizar la formacion de radicales libres por
medio de la polimerizacion de una variedad de compuestos aromaticos incluyendo al fenol
(Cheng et al., 2006; Cooper y Nicell, 1996; Tatsumi, et al., 1994), clorofenoles (Tatsumi et
al., 1994) y otros compuestos fendlicos (Zhang et al., 2007). El uso de materiales vegetales
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como el rdbano europeo (Armoracia rusticana L.) puede ser una alternativa viable para la
desodorizacion de estiércol (Govere et al., 2007).

Especificamente las peroxidasas y lacasas/polifenoloxidasas de las plantas son consideradas
como buenas candidatas para la decoloracion de colorantes textiles, por ejemplo, se ha
demostrado que la peroxidasa del rdbano europeo (horseradish peroxidase) cataliza la
formacion de radicales libres seguida de su polimerizacion espontanea de una variedad de
compuestos aromaticos incluyendo al fenol, 2 y 4- clorofenol y otros compuestos del fenol
(Dec y Bollag, 1994), en la degradacién de colorantes azo de importancia industrial (Souza
de Ulson y Forgiarini, 2007).

2.3 Meétodos de tratamiento para efluentes textiles

El desarrollo de una tecnologia adecuada para el tratamiento de efluentes textiles es objeto
de gran interés en los ultimos afios debido a un aumento de la mentalizacion y la rigidez de
la reglamentacion ambiental. Las principales técnicas disponibles para la decoloracion de
este tipo de aguas se pueden agrupar en tres grandes grupos: tratamientos quimicos, fisicos
y bioldgicos (Vandevivere et al., 1998; Robinson et al., 2001; Forgacs et al., 2004) (Figura
2.4)

l Meétodos de tratamiento para efluentes |

textiles
|
i -w i . 1
l Métodos quimicos ‘ ' Métodos fisicos ‘ ' Meétodos biologicos ‘
| 1 |
— | | I I
‘ Oxidacion | - Ozonacién ‘ Filtracion l Adsorcion ‘ iw l

Osmosis { Coagulacion/

| . |
| Electrolisis | inversa floculacion |

Microorganismo

Figura 2.4. Tecnologias para el tratamiento de colorantes azo modificado (Vandevivere et al.,
1998; Robinson et al., 2001; Forgacs et al., 2004).

2.3.1 Métodos quimicos

Segun Deshpande et al. (2011) los procesos de oxidacion avanzada son una clase
importante de los procesos de tratamiento para la eliminacion de colorantes y residuos
organicos en los efluentes que se originan en las industrias textiles. Si bien los procesos
tales como la adsorcion, y el tratamiento biolégico son aplicables para el tratamiento de
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efluentes con altas concentraciones de productos quimicos, la foto-catélisis se puede utilizar
para eliminar las trazas finales de productos quimicos peligrosos.

2.3.1.1 Oxidacion quimica

La oxidacion es un método para el tratamiento de aguas residuales mediante el uso de
agentes oxidantes, siendo el mas comunmente utilizado para los procesos de decoloracion
es el cloro, peroxido de hidrogeno, fenton, ozono y permanganato de potasio (Metcalf y
Eddy, 2004).

Estos métodos han sido ampliamente utilizados para los procesos de decoloracion parcial o
totalmente, ya que requieren bajos tiempos de reaccion. Sin embargo, una oxidacion
completa de colorante, tedricamente, puede reducirse a moléculas mas complejas. (Gupta y
Suhas, 2009). Dentro de los tratamientos de oxidacion avanzada se encuentra el tratamiento
foto-fenton, el cual utiliza peréxido de hidrogeno y sales ferrosas para la generacion de
radicales OH, donde éste tiene un alto potencial redox. En este proceso, la tasa de
degradacion se incrementa significativamente, en comparacion con el proceso Fenton
tradicional.

La electroquimica es utilizada como un tratamiento terciario para eliminar el color, la
decoloracion se puede lograr ya sea por oxidacion electroquimica con &nodos no solubles o
por electro-coagulacion. Esta técnica es eficaz en la decoloracion de colorantes solubles e
insolubles con la reduccion de DQO. Sin embargo, los principales inconvenientes son el
costo elevado de electricidad y produccion de lodos, asi como la contaminacién de
productos organicos clorados, metales pesados, debido a la oxidacion indirecta. (Gupta y
Suhas, 2009).

Al igual que los procesos de oxidacion avanzada implican el uso de mas de uno de los
procesos de oxidacién, ya que un solo sistema no es suficiente para la descomposicion total
de los colorantes. Estas reacciones, involucran la produccion acelerada de radicales
hidroxilo libre, que es muy reactivo.

Una amplia variedad de procesos de oxidacién avanzada estan disponibles como los
procesos de oxidacion quimica con ozono, ozono y peroxido, tales como UV/perdxido de
hidrogeno, UV/ozono. En un estudio, se mostr6 que cuando el proceso de UV se utiliza
solo, Unicamente se obtiene el 10-20% de eficiencia de decoloracidn, pero cuando se usa en
combinacién con peroxido, la eliminacién de color aumenta a un 90%. (Gupta y Suhas,
2009).
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Fragoso et al. (2009) estudiaron la degradacion de colorante amarillo 3, utilizando peréxido
de hidrogeno al 30%. Se dieron cuenta de que es necesario la adicion de hidroxido de sodio
para el comienzo del proceso de oxidacion y estos colorantes se optimiza para el proceso
cuando el pH se estabiliza en 8.0. En esta condicion, la degradacion alcanzé el 90% en la
(Figura 2.5), se muestra la estructura del colorante.

NaO ;S
HO

NaO ;S

Figura 2.5. Colorante amarillo 3 (Fragoso, 2009).

Daud et al. (2010) estudiaron el proceso oxidativo en la decoloracion del colorante rojo
acido 1 (RA1) utilizando 6xido de hierro (111) inmovilizado sobre montmorillonita K10 (Fe-
MKZ10) en presencia de peréxido de hidrogeno. Los resultados obtenidos fueron del 99%
del colorante en 150 min de reaccion.

Hassan et al. (2011) obtuvieron el mismo resultado del 99% en la decoloracion del
colorante rojo acido en 60 min de reaccién utilizando Fe-zeolita como catalizador, lo que
confirma que el Fe-zeolita es un catalizador prometedor para el sistema heterogéneo de
Fenton en la (Figura 2.6), se muestra la estructura del colorante (RA1).

NaO 5S

N=—/N

SO;Na

HN
O%CH:i
Figura 2.6. Estructuras del colorante rojo acido 1 (RA1) (Hassan et al., 2011).
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Idel-Aouad et al. (2011), estudid la decoloracion del colorante azoico rojo acido 14 (Figura
2.7). por el proceso Fenton a 80°C, utilizando Fe (Il) como catalizador soportado sobre
zeolita tipo Fe (1), con peroxido de hidrogeno y obtuvieron el 99.3% de decoloracién en
solo 6 min de contacto con la solucion.

SO;Na

N=——=N SO3Na

OH

Figura 2.7. Estructuras del colorante rojo acido 14 (Idel-Aouad et al., 2011)

2.3.1.2 Foto- oxidativos

Zhou et al. (2009) estudiaron la fotodegradacion del colorante azul reactivo 4. (Figura 2.8)
usando zinc (ZnQO) nanoparticulas dopadas con neodimio (Nd) de 6xido, alcanzando una
decoloracion 91.25% en 90 min cuando la concentracion del catalizador fue de 0.1 g/ L.

O H,N
SO4Na
© HN NH N cl
TY
N //N
50;Na \Cl/

Figura 2.8. Estructuras del colorante azul reactivo 4 (Zhou et al., 2009).

Haji et al. (2011) estudid la degradacion del colorante anaranjado de metilo (Figura 2.9) en
solucion acuosa por oxidacion avanzada (POA) utilizando el proceso de asociacion
H2>02/UV. Se encontré que la solucion de colorante expuesto a la luz UV alcanza la
degradacion sélo el 26% en 4 h, mientras que la solucién de colorante se afiadié H.O; y se
expone a la luz UV su degradacion completa se obtuvo en s6lo 3 min. Llegaron a la
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conclusion de que el H20./UV proceso se presenta como una alternativa viable para la
degradacion de dicho colorante.

CH,
NaO5S N=—N N
CH;

Figura 2.9. Estructuras del colorante anaranjado de metilo (Haji et al., 2011).

2.3.1.3 Ozonacidén

Las técnicas de ozonizacion consisten en la destruccion de compuestos en base a la elevada
capacidad oxidativa del ozono. La reaccion de oxidacion es rapida, se pueden tratar altos
caudales, no se generan residuos ni lodos y se obtiene un efluente incoloro y con baja DQO,
de manera que es apto para su vertido al medio ambiente (Soares et al., 2001; Wu et al.,
2008b). Reportaron en sus investigaciones que la aplicacién de ozono para la remocion de
colorantes reactivos amarillo y azul brillante remazol se puede lograr en 5 min de tiempo de
reaccion y el consumo de ozono es de 37.5 y 36 mg/L respectivamente. La decoloracion del
azul reactivo 15 fue estudiado por Wu et al.,, 2008b en un reactor semicontinuo,
encontrando que las reacciones llevadas a cabo fueron de primer orden. Los autores
observaron que la ozonizacion es efectiva para remover DQO. Algunos autores sugieren
que este proceso puede ser utilizado para el retso del agua ya que puede llegar a remover el
color en su totalidad y la DQO hasta cierto punto, incluso en condiciones criticas como el
teflido con tonos claros. Sin embargo debe comprobarse la toxicidad de cada efluente
concreto, pues en algunos casos los compuestos generados tienen mayor caracter toxico que
los colorantes de partida (Gutiérrez, 1999). Otra gran desventaja de la ozonizacion es su
corto tiempo de vida media, aproximadamente de 20 min, lo cual repercute fuertemente en
el costo del proceso (Robinson et al., 2001).

2.3.2 Métodos fisicos

2.3.2.1 Adsorcion

El proceso de adsorcion ha sido ampliamente utilizado para la eliminacion de color. Este
que ademas de ser ampliamente utilizado para la eliminacion de colorantes también tiene
una amplia aplicabilidad en el tratamiento de aguas residuales (Gupta y Suhas, 2009). Se ha
encontrado que el uso de carb6n activado es eficaz como adsorbente, pero sélo tiene éxito
en algunas clases de colorantes y se sabe que es un material costoso (Gupta y Suhas, 2009;
Azbar et al., 2004). Por tal motivo se hicieron investigaciones para la busqueda de otros
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adsorbentes a menor costo como la turba, la bentonita, escorias de acero, plantas, cenizas,
mazorca de maiz, virutas de madera, caolin, y silice, sin embargo, estos adsorbentes de bajo
costo tienen capacidades de adsorcion generalmente bajos y requieren grandes cantidades
de ellos. La adsorcién del colorante dependera del tipo y estructura molecular del colorante
(Srinivasan y Viraraghavan, 2010). No obstante, esta técnica no es destructiva, ya que solo
transfiere en contaminante del agua a la matriz sélida. Por consiguiente, las operaciones
costosas tales como la regeneracién de los materiales adsorbentes y post-tratamiento de
desechos s6lidos son necesarias (Azbar et al., 2004).

2.3.2.2 Coagulacion — floculacién

Este proceso se basa en la adicion de polielectrolitos o floculantes inorganicos (sales de
hierro o aluminio), que forman floculos con las moléculas de colorante facilitando su
eliminacion por sedimentacion (Mishra, 2006). Es un proceso eficiente al tener altos
porcentajes de remocion de color sin embargo se generan lodos que deben ser eliminados.
Ademas los mejores rendimientos se logran al aplicar un exceso de coagulante, que
aumenta la concentracion de contaminante en el efluente. El proceso en si es efectivo, sin
embargo el principal inconveniente es que al final del tratamiento hay una alta generacion
de lodos concentrados (Lee et al., 2006), sin embrago no es eficiente para colorantes
altamente solubles y el resultado con colorantes azoicos, acidos, reactivos generalmente no
son muy eficientes (Hai et al., 2013).

2.3.2.3 Filtracion por membrana

La tecnologia de filtracidn es un componente integral de agua potable y aplicaciones de
tratamiento de agua residuales que incluye microfiltracion, ultrafiltracion, nanofiltracion y
6smosis inversa. Esto ha sido investigado para la eliminacidn de color; cada proceso de la
membrana serd mas adecuado de acuerdo a la funcion en particular del tratamiento de
aguas. Entre ellos, la microfiltracion no es de mucho uso para el tratamiento de aguas
residuales debido al tamafio de poro, sin embargo la ultrafiltracion y nanofiltracion son
técnicas usadas para el retiro de color en las aguas teniendo como desventaja que las
moléculas de los colorantes crean frecuentes obstrucciones en el poro de la membrana. Los
principales inconvenientes de estos tratamientos son altas presiones de trabajo, el consumo
de energia significativo, el elevado costo de membrana y su uso de vida relativamente
corto, que hace que su uso sea limitado para el tratamiento de aguas residuales textiles.
(Gupta y Suhas, 2009).
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2.3.3 Métodos bioldgicos

El tratamiento bioldgico es la técnica mas comun para el tratamiento de aguas residuales
con contenido de colorantes. Existen varios tratamientos de este tipo que se han utilizado
para la decoloracion y mineralizacion de estos compuestos. Los tratamientos bioldgicos
ofrecen ventajas por ser relativamente baratos (Gupta y Suhas, 2009). Un proceso bioldgico
puede ser aerobio (con oxigeno), anaerobio (sin oxigeno) y facultativo (aerobio -
anaerobio) y por métodos enzimaticos combinados con perdxido de hidrogeno,
enzima/H20,.

2.3.3.1 Sistemas aerobios

Los hongos y las bacterias son los dos grupos de microorganismos que se han estudiado lo
mas extensamente posible en relacidn al tratamiento de aguas residuales con colorantes. No
obstante cabe sefialar que en el caso de colorantes sintéticos no son uniformemente
susceptibles a su degradacion por procesos aerobios convencionales (Gupta y Suhas, 2009),
y los productos de biodegradacion pueden ser de naturaleza toxica (Azbar et al., 2004).

Gonzalez-Martinez et al. (2010) emplearon agua residual municipal como cosustrato para
el tratamiento del colorante azul directo 2 (AD2 — 50 mg/L) en un biofiltro aireado usando
tezontle como soporte para la biomasa. Estos autores sugieren que con estrategias de
operacion tales como aireacion alternada (12 h anaerobio, 12 h aerobio) y aireacion
combinada (parte inferior del filtro anaerobia y parte superior aerobia), el agua residual
municipal actu6 como un buen donador de electrones en la reduccion del colorante. La
mejor remocion de color se obtuvo bajo condiciones anaerobias/aerobias a diferentes
profundidades 61% que bajo aireacion intermitente 45%.

2.3.3.2 Sistemas anaerobios

Los tratamientos anaerobios son utilizados como pre-tratamiento para la degradacion de
colorantes sintéticos ya que son una alternativa econdémica comparada con los sistemas
aerobios ya que utilizan aireacion y generan una gran cantidad de lodos de desecho (Gupta
y Suhas, 2009). Los colorantes azo pueden reducirse facilmente bajo condiciones
anaerobias, sin embargo generan pequefias moléculas tales como las aminas aromaticas que
son altamente toxicas (Mohan et al., 2007). Bajo condiciones anaerobias, Isik y Sponza
(2007) observaron la degradabilidad de los metabolitos producto de la reduccion de los
colorantes negro reactivo 5, rojo directo 20, negro directo 38, marron directo 2 y amarillo
directo 12, en concentraciones que variaron entre 200 y 1800 mg/L con un tiempo de
incubacion de 72 dias. Estos autores encontraron que bajo largos tiempos de retencién se
puede lograr la mineralizacién de metabolitos de algunos colorantes, tales como el negro
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reactivo 5 y el amarillo directo 12. Para el colorante rojo directo 20 (1800 mg/L) se
recuperaron 247.5 mg bencidina/L al inicio, mientras esta concentracion disminuyé a 142.6
mg bencidina/L al finalizar los 72 dias. Los porcentajes de recuperacion de aminas
(medidas como aminas totales) para los colorantes rojo directo 20, negro directo 38, marrdn
directo 2 y el amarillo directo 12, fueron 57.6, 69.4, 66.5 y 77.1%, respectivamente. Estos
autores atribuyen los bajos porcentajes de recuperacion de aminas, procedentes de la
reduccion de los colorantes azo, a la minima transformacion anaerobia resultante del
rompimiento del anillo aroméatico de la estructura de los colorantes y sugieren que los
metabolitos de los colorantes azo analizados son persistentes bajo condiciones anaerobias.
Investigaciones realizadas acerca de la degradacion de aminas sugieren que estos
metabolitos son degradados bajo condiciones aerobias; sin embargo, alguno no lo son;
especialmente los metabolitos generados en la transformacion de colorantes reactivos tales
como el negro reactivo 5 y el violeta reactivo 5, que a menudo se reporta que no fueron
degradados bajo condiciones aerobias (Libra et al., 2004; Supaka et al., 2004).

2.3.3.3 Sistemas anoéxicos

El sistema anoxico es una combinacién de un tratamiento aerobio y un anaerobio. La
ventaja que presenta este sistema es una mineralizacion completa de los contaminantes que
es a menudo alcanzada por la accion sinérgica de diversos organismos. La reduccion de los
colorantes azo se puede lograr bajo condiciones reductoras en biorreactores anaerobios y
las aminas aromaticas resultantes de este proceso pueden ser mineralizadas bajo
condiciones aerobias. EI pH inicial, la concentracién del colorante y la temperatura del
efluente son factores que influyen en el proceso de decoloracién. A pesar de que este
sistema es competitivo, tiene inconvenientes ya que presenta baja biodegradabilidad en
colorantes solubles y los tiempos de reaccion suelen ser muy lagos (5 a 30 dias) (Gupta y
Suhas, 2009). Debido a la naturaleza recalcitrante e inhibitoria de los colorantes, un
tratamiento biolégico convencional no es eficiente para su tratamiento, debido a esta
problematica en la actualidad se estdn empleando procesos enzimaticos para su tratamiento.

2.3.3.4 Sistemas enzimaticos

En los dltimos afios se han realizado estudios de métodos enzimaticos para la remocion de
compuestos recalcitrantes, cuando no pueden ser eliminados por tratamientos biolgicos o
fisicos, (Villalobos y Buchanan 2002; Villegas et al., 1993), ya que presentan ventajas por
ser altamente selectivas (Aitken, 1993), son menos probables a que se inhiban por
sustancias que pueden ser toxicas para los organismos vivos y su costo podria llegar a ser
inferior al de otros métodos. Ademas, se requieren bajos tiempos de retencién con respecto
a otros tratamientos (Siddique et al., 1993).
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Venkata et al. (2005) utilizaron la peroxidasa del rabano picante libre e inmovilizada en gel
de acrilamida en la degradacion del colorante acido negro 10 observado que la mejor
condicion de reaccion para la enzima libre fue de (concentracion de colorante de 20 mg/L™,
pH 2.0 temperatura 25 ° C; tiempo de contacto de 45 min; concentracion de H2O> de 0.6
ul/L? y la cantidad de 2205 enzima/mL) y con la enzima inmovilizada se obtuvo 79% de
decoloracion.

Maddhinni et al. (2006) estudi6 la degradacion del colorante amarillo directo 12 utilizando
la peroxidasa extraida de rdbano picante y perdxido de hidrégeno, y observd que la
capacidad de decoloracion aumento con el incremento de las concentraciones de H20, y
enzima HRP, alcanzando el 78% a pH 4.0.

Pirillo et al. (2010) estudio la degradacion del colorante alizarina utilizando HRP/H20.,
logrando un 88% de decoloracion de la solucion con una concentracion de 50 mg/L en 2 h
de reaccion. También observo que la temperatura tiene un efecto importante en la actividad
de la enzima cuando se elevo la temperatura de 25 a 45 ° C, sin embargo no se observo
ningln cambio significativo cuando se incremento la temperatura de 45 a 65°C. El
intervalo de pH fue de 7 a 8.

Segun Terrés, (2009) estudio la biodegradacion de afil catalizada por la peroxidasa de
rabano picante, la desaparicion del color en la solucién se present6 entre 30 y 60 min y el
rango de pH acido entre 4 y 5, la temperaturas de 40 a 60°C, con la concentracion de
perdxido de hidrégeno entre 0.3y 0.03% y con 2 mg de enzima.

Patil et al. (2009) estudi6 la decoloracion del colorante rojo reactivo 198, encontré el 99%
de decoloracion en 10 dias de reaccion. Observo que los tipos de enzimas oxidasas como
son lignina peroxidasa, lacasa, manganeso peroxidasa y tirosinasa y reductasas estan
presentes en las raices de tagetes durante la biodegradacion. Estas raices fueron capaz de
eliminar concentraciones de colorante de hasta 110 mg/L.

Shaffiqu et al. (2002) estudio la degradacién de ocho colorantes ampliamente usados en la
industria textil utilizando la enzima peroxidasa extraidas de la planta Iponema palmata y
Saccharum spontaneum. Los intervalos de concentracion estudiada fueron de 25 a 200
mg/L, obteniendo porcentajes de decoloracion del 50 al 90%.

Algunas de las enzimas que se utilizan en el tratamiento de residuos organicos de
colorantes son lacasas, peroxidasas, monooxigenasas y dioxigenasas entre otras. Las
enzimas extracelulares como las lacasas y peroxidasas generalmente se producen por
hongos cuya funcion natural es degradar la lignina. La habilidad de los hongos de
pudredumbre blanca para degradar colorantes y otros compuestos xenobioticos se debe a la
naturaleza no especifica de su sistema enzimatico.
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El uso de lacasas y peroxidasas para la degradacién de compuestos xenobidticos resulta
muy prometedor (Harvey y Thurston, 2001). En la (Tabla 2.3) se presenta un listado de
varias enzimas y su principal aplicacion en el tratamiento de sustancias organicas,
reportados por diferentes autores.

Tabla 2.3. Diferentes clases de enzimas y su aplicacion en sustancias organicas

Enzimas Fuente Aplicacién Referencias
Azo Pseudomonas sp. Degradacion de colorantes Husain, 2006.
reductasa
Cloro Caldariomyces Oxidacion de Aitken, 1993.
peroxidasa @ fumago compuestos fendlicos
Alcaligenes Descomposicion de la Basheer et al., 1992.
Cyanidasa | denitrificans cyanida
Trametes Fenoles, aminas Duran y Eposito 2000;
Lacasa | versicolor, Soya | aromaticas, colorantes  Duran et al, 2002;Christian
azo et al, 2005; Husain y Husain
2008.
Phanerochaete Fenoles, aminas Christian et al, 2005; Husain
Lignina | chrysosporium aromaticas, colorantes  2006; Yu et al, 2006; Park et
peroxidasa azo al, 2006 y 2007; Kalme et al
2007.
Bacterias Oxidacion de Duran et al, 2002; Christian
Manganeso = Phanerochaete compuestos aromaticos y et al, 2005; Eibes et al, 2005;
peroxidasa | chrysosporium, fenoles, colorantes azo  Husain 2006; Baborova et al,
basidiomycetes 2006.
Raices de rdbano, = Oxidacion de Shaffiqu et al, 2002; Gudelj
Peroxidasa  tomate, hongos compuestos aromaticosy et al, 2002; Mohan, 2005;

blancos,  soya,
Pleurotus
ostreatus

fenoles, colorantes azo

Akhtar et al, 2005; Husain
2006 y 2008; Matto y
Husain, 2007.

27



Metodologia

3 METODOLOGIA

3.1 Planteamiento metodoldgico

A diferencia de los tratamientos biol6gicos las enzimas son aplicables a una extensa gama
de compuestos actan en presencia de sustancias tdxicas para los microorganismos poseen
un amplio rango de accién de pH y temperatura no necesitan aclimatacion y no generan
biomasa Yy, necesitan procesos de control mas simples (Wagner y Nicell, 2002) en
comparacion con los tratamientos fisicos y quimicos, su funcionamiento no es corrosivo y
reduce el consumo de compuestos oxidantes. El planteamiento metodoldgico de este trabajo
se dividio en cuatro fases como se describen en la Figura 3.1.

Fase 1. Pruebas preliminares del colorante azul directo 2

Fase 2. Obtencion y purificacion parcial de las peroxidasas de
chayote (Sechium edule (Jacg.) Sw.) y, pruebas con el colorante
azul directo 2.

Fase 4. Andlisis estadistico factorial de cribado 2/6-1

Figura 3.1. Planteamiento metodoldgico para la decoloracion del colorante azul directo 2
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En la fase 1, se llevaron acabo las pruebas preliminares del colorante azul directo 2, en
donde se realizd la caracterizacion fisicoquimica, la determinacion de sus propiedades
quimicas, curvas de calibracion del colorante, se identificaron los rangos de operacion para
el tratamiento del colorante y se determiné el calculo para el porcentaje de decoloracion.

3.2 Pruebas preliminares del colorante azul directo 2
3.2.1 Caracterizacion fisicoquimica del colorante azul directo 2

Se evalu6 la degradacion del colorante azul directo 2. Este colorante es clasificado como un
colorante diazo debido a la presencia de sus dobles enlaces nitrogenados (-N=N-). (Figura
3.2). Es ampliamente utilizado en la industria textil. Fue suministrado por la empresa
Yucolor ubicada en CIVAC Morelos. Este compuesto se ha seleccionado ya que es uno de
los colorantes mas usados en la industria textil mexicana para el tefiido de la mezclilla. Sus
caracteristicas fisicas y quimicas se presentan en la (Tabla 3.1).

OH NH,

HN
g ‘ -~ g ‘
NaOS SO,Na

SO,Na

Figura 3.2. Estructura quimica del colorante azul directo 2
(Golka et al., 2004; Morgan et al., 1994)

Tabla 3.1. Propiedades quimicas del colorante azul directo 2

Propiedades Valor
Nombre comercial Chlorazol Black BH, Azul Directo 2
Férmula molecular C32H21NsNa3011S3
Peso molecular 830.71 g/mol
Solubilidad en agua 45 g/L (25°C)

Colour Index 22590
No. cas 2429-73-4

Los colorantes directos son moléculas relativamente grandes que tienen una alta afinidad
especialmente con las fibras celulésicas. Este tipo de colorantes son aplicados directamente
a las fibras, de ahi su nombre, sin la necesidad de un proceso de fijado. Son compuestos
anidnicos y solubles en agua que generalmente contienen grupos acido-sulfonados
representados como sales de sodio (Van der Zee, 2002).
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En la Tabla 3.2 se presentan los pardmetros del colorante azul directo 2 determinadas a una
solucion de 100 mg/L y en la (Figura 3.3) se presenta la longitud de onda de méaxima
absorcion.

Tabla 3.2. Caracteristicas de una solucion de colorante azul directo 2 a 100 mg/L.

Parametro Valor
pH 7.95
DQO 51 mg/l
DBO <5 mg/l
N-NH4* 0.22 mg/l
Nitrogeno Total Kjeldahl (NTK) 5.86 mg/I
1.2
11 AD2
@05 | | s76nm
2 0.8
0.7
0.6
0.5
0.4 |
0.3 |
0.2 |
0.1
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1

200 250 SOE 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Figura 3.3. Espectro de absorcién ultravioleta visible del colorante azul directo 2, en el intervalo de
longitudes de onda de 200 a 800 nm.

Debido a la naturaleza toxica de los compuestos quimicos con los que éste colorante es
fabricado, el colorante azul directo 2 no es empleado a nivel mundial y por ello, se
encuentra poca informacién acerca de su degradacion. El Unico trabajo que reporta
resultados sobre la degradacion bioldgica en biopeliculas de este colorante es Gonzélez-
Martinez et al. (2010) adicionalmente se encontraron trabajos tales como Miranda (2009) y
Hernandez (2009) en donde se reporta la degradacion del colorante en sistemas biologicos
pero no se reporta el destino de los productos de reduccion del enlace azo.
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3.2.2 Curvas de calibracion del colorante azul directo 2

En la Figura 3.4 se muestra el colorante en su forma comercial (polvo), del cual se
realizaron los célculos necesarios para pesar y aforar a concentraciones de 10 hasta 100
mg/L para realizar la curva de calibracion. En la curva se obtuvo un factor de correlacion
del 99.9% (Figura 3.5) el cual se determind a la longitud de onda de 576 nm, en la (Tabla
3.3) se muestran las concentraciones en mg/L del colorante a las cuales fueron
determinadas y las absorbancias. Para determinar la concentracion del colorante en los
tratamientos de decoloracion se utilizé un espectrofotdémetro UV-vis Hach 2500 DR-5000.
La ecuacion para la determinacién de la concentracion del colorante fue:

Concentracion del colorante (mg/L)= (ABSs7snm + 0.0.358)/(0.0175)

bobbbesds

Figura 3.4. Colorante azul directo 2 en forma comercial y
solucion a las diferentes concentraciones.

2 R? = 0.9999
E 15
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(W]
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2
a
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Concentracidn (mg/L)

Figura 3.5. Curva de calibracion del colorante azul directo 2
(Factor de correlacion absorbancia vs concentracion)
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Tabla 3.3. Valores de las concentraciones y sus absorbancias para obtener la curva de calibracion
del colorante azul directo 2 en el intervalo de concentraciones de 10 a 100 mg/L.

Concentracion Absorbancia
(mg/L) (A nm)
100 1.717
90 1.547
80 1.356
70 1.183
60 1.006
50 0.844
40 0.657
30 0.49
20 0.315
10 0.144

3.2.3 Factores de operacion para el tratamiento del colorante azul
directo 2.

En cuanto a la adicién de enzima y peroxido de hidrogeno se estudiaron en una forma, la
cual consistié en una Unica adicion al inicio de cada tratamiento.

3.2.4 Célculo para el porcentaje de decoloracion (D%)

La eliminacion del color se monitoreo mediante espectroscopia UV-vis por analisis de
absorbancia del agua a tratar utilizando un espectrofotometro de barrido (UV / visible),
contra una linea de base definida por la absorbancia. La absorbancia de cada sobrenadante
clarificado se midié a la longitud 576 nm. La concentracion de colorante residual en las
muestras se determind a partir de los valores de absorbancia y utilizando la curva de
calibracion del mismo. El porcentaje de decoloracion (D%) se calculd usando la siguiente
ecuacion:

Ec. 3.1
Ci—Ct

D% =

X100

Donde Ci es la concentracion inicial de la muestra y Ct es la concentracion de la muestra a
un determinado tiempo de reaccion.
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En la fase 2, se realiz6 la obtencidn del concentrado de peroxidasas del chayote (Sechium
edule (Jacq.) Sw.), obtencion del zumo, diélisis del zumo, cada punto se describe a detalle a
continuacion.

3.3 Obtencion de un concentrado de peroxidasas de chayote (Sechium edule
(Jacq.) Sw.).

La obtencion del concentrado de peroxidasas de chayote se realizé tomando como base lo
reportado por Villegas-Rosas (2003) y se describe brevemente a continuacion.

3.3.1 Obtencién del zumo de chayote

Un 1 kg de chayote fue lavado con agua destilada y cortado en mitades para remover la
semilla. A continuacion se obtuvo el zumo mediante un extractor de jugos (Turnix) y
posteriormente fue centrifugado a 10,000 rpm durante 20 min a 5°C (centrifuga Sorvall
RC-5). Concluido el tiempo de centrifugacion el sobrenadante fue separado del sélido
obtenido, el cual fue descartado. Se determind el pH del zumo antes y después de
centrifugado.

3.3.2 Dialisis del zumo del chayote

El zumo de chayote centrifugado fue dializado contra el amortiguador de acetato de sodio/
acido acetico 10 mM (AcNa/HAc) a pH 5.0 y utilizando membranas de diélisis con un
tamario de corte de 12,000 daltones. Las bolsas de dialisis fueron llenadas con 200 mL del
zumo y colocadas en el amortiguador en una relacion de 1:50, durante 15 h, a una
temperatura de 5°C y con agitacion constante. Concluido el tiempo, el dializado fue
centrifugado a 10,000 rpm durante 20 min a 5°C y posteriormente el sobrenadante fue
separado del sélido obtenido el cual fue desechado.

3.3.3 Obtencidn de un concentrado de peroxidasas de chayote (Sechium
edule (Jacq.) Sw.).

Se prepar6 una columna cromatografica (2.5 x 20 cm) con el intercambiador
carboximetilcelulosa 52 (CM-52) previamente equilibrado con el amortiguador de
AcNa/HAc 10 mM a pH 4.5 y con un volumen de lecho cromatografico de 80 mL. A través
de éste se hicieron pasar 900 mL del zumo de chayote dializado y centrifugado a una
velocidad de flujo de 200 mL/h. Una vez concluida la entrada de la muestra, las proteinas
retenidas fueron eluidas mediante un régimen isocratico de concentracién con el
amortiguador de AcNa/HAc 1 M a pH 4.5 y un volumen de 100 mL. Se tomaron alicuotas
de 10 mL vy se les realiz6 el ensayo de actividad para peroxidasas, aquellas que fueron
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positivas a éste fueron unidas para constituir una sola fraccion denominandosele
concentrado de peroxidasas de chayote.

En la fase 3, se llevd acabo la obtencion y purificacion parcial de las enzimas peroxidasas
del del residuo industrial de soya, obtencion del zumo, diélisis del zumo, y la purificacion
parcial del extracto del chayote, cada punto se describe a detalle a continuacion.

3.4 Obtencion de un concentrado de peroxidasas del residuo industrial de soya.

Para la obtencién de un concentrado de peroxidasas de un residuo de soya de origen
industrial se procedi6 segun lo reportado por Becerra-Cano (2012) y que se describe a
continuacion de manera resumida.

3.4.1 Obtencidn de un extracto acuoso del residuo industrial de soya

Se pesaron 200 g de residuo de soya del proceso de elaboracion de jugo ADES vy fue
homogenizado en 2000 mL de agua destilada con agitacion lenta y durante 20 h a 5 °C.
Transcurrido el tiempo la mezcla fue centrifugada a 10,000 rpm durante 20 min a la misma
temperatura y el sobrenadante obtenido fue separado del sélido obtenido el cual fue
descartado.

3.4.2 Dialisis del extracto acuoso del residuo industrial de soya

El sobrenadante centrifugado fue dializado en el amortiguador AcNa/HAc 10 mM, pH 4.5
(en una relacion de 1:66), durante 15 h a 5 °C y con agitacion lenta. Las membranas de
dialisis utilizadas presentaron un tamafio de corte de 12,000 daltones (Sigma-Aldrich).
Concluido el tiempo, el dializado fue centrifugado en las mismas condiciones como se
indico en el parrafo anterior.

3.4.3 Obtencidn de un concentrado de peroxidasas del residuo industrial
de soya

Se preparé una columna cromatografica (2.5 x 30 cm) con el intercambiador aniénico
dietilaminoetil-celulosa 53 (DE-53) previamente equilibrado con amortiguador de fosfatos
10 mM, pH 7.4 y con un volumen de lecho cromatogréafico de 80 mL, a través de del cual
se hizo pasar el dializado centrifugado.

Las proteinas retenidas fueron eluidas con un régimen isocratico de concentracion 1M de
NaCl en amortiguador de fosfatos de sodio 10 mM, pH 7.4. La velocidad de entrada de la
muestra fue de 100 mL/h.
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Se obtuvieron fracciones de 10 mL y posteriormente se les realiz6 el ensayo de actividad
peroxidasa y aquellas fracciones que resultaron positivas a éste fueron unidas para
constituir una nueva fraccién la cual fue denominada concentrado de peroxidasas del
residuo industrial de soya.

3.5 Determinacién de la actividad enziméatica

Para la determinacion de la actividad enzimatica se utiliz6 el mismo método para las dos
fuentes de peroxidasa, en donde una unidad de actividad enzimética (AE) se define como la
cantidad de enzima que produce 1 mmol en 1 min, referido a 1 mL de preparado enzimatico
0 1 mg de proteina (actividad especifica) (Marquéz y Vazquez, 1999). La AE también se
define como la cantidad de enzima que convierte 1 mol de peroxido de hidrogeno por
minuto a pH 7.4 y 25°C (Pramparo, 2008). Para la determinacion de la actividad enzimatica
se utilizo el método de la 4-aminoantipirina, la cual consiste en una valoracion
colorimétrica, utilizando fenol 0.2 M y H,O, 2x102 M como substratos y 4-
aminoantipirina 4.8 x 102 M como cromdgeno y una solucion de buffer de fosfatos a pH
7.4. La determinacion se realizé mediante un espectrofotometro UV-vis a una longitud de
onda de 510 nm. Para determinar la actividad enzimatica por volumen o total se utilizo la
siguiente ecuacion.

Actividad volumetrica: (A2 — Ar)/(t2 - t1)*Vel(e)(d)(Vm) Ec. 3.2

Donde:

Az: Absorbancia final

Au1: Absorbancia inicial.

t2: Tiempo final

t1: Tiempo inicial

Ve: Volumen de ensayo

e: Constante molar de desaparicion de la 4-aminoantipirina.
D: Distancia que atraviesa el haz de luz por la celda.

Vm: Volumen de la muestra
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En la Tabla 3.4 se resumen las cantidades de los reactivos utilizados para la determinacion
de la actividad enzimética de la peroxidasa. EI cambio de absorbancia debido a la reaccion
se mide a una longitud de onda de 510 nm durante 1 min.

Tabla 3.4. Cantidades de los reactivos utilizados para la determinacion de la actividad peroxidasa
mediante el método de 4-aminoantipirina a una A de 510 nm

Reactivo Concentracion de ensayo | Cantidad
(M) (mL)
Amortiguador de fosfato 0.1 M, pH 7.0 0.1M 2.100
Fenol 0.2M 0.150
4-Aminoantipirina 4.8x102 M 0.150
Solucion de enzima - 0.200
H-»0- 2x10° 0.300
Volumen Total 2.900

3.6 Disefio de experimentos

El disefio de experimentos es la aplicacion del método cientifico para generar conocimiento
acerca de un sistema o proceso. Esta herramienta es un conjunto de técnicas estadisticas y
de ingenieria, que permiten lograr la méaxima eficiencia en los procesos con el minimo
costo. El disefio de experimentos consiste en planear un conjunto de pruebas
experimentales, de tal manera que los datos generados puedan analizarse estadisticamente
para obtener conclusiones validas y objetivas acerca del sistema o proceso en estudio
(Gutiérrez y Salazar, 2004).

En la fase 4, se llevé a cabo un analisis estadistico factorial de cribado 276, mediante el
programa Statgraphics para optimizar el proceso. Se realizaron 70 pruebas experimentales
incluyendo 6 puntos centrales, con 6 factores experimentales temperatura, pH, tiempo de
contacto, dosis de enzima, dosis de peroxido de hidrogeno, y concentracion del colorante.
Las pruebas fueron totalmente aleatorias. En la Tabla 3.5 se muestran los factores que
intervienen en el andlisis factorial como son la temperatura, pH, tiempo de contacto, dosis
de la enzima, dosis de perdxido y la concentracién del colorante fueran las mismas
condiciones para las dos fuentes de peroxidasa del residuo industrial de soya y para la
peroxidasa del chayote.
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Tabla 3.5. Factores de operacion para el tratamiento del colorante azul directo 2 para las dos
fuentes de peroxidasa

Factores Bajo Alto Unidades Continuo
Temperatura 25.0 50.0 °C Si
pH 3.5 7.5 Unidades Si
Tiempo de 2.0 6.0 Horas Si
contacto
Dosis de enzima 1000.0 2000.0 microlitros Si
Dosis de peroxido | 1000.0 2000.0 microlitros Si
Colorante 10.0 60.0 mg/L Si

3.7 Pruebas de toxicidad Microtox®

Las prueba de toxicidad se llevé a cabo empleando Microtox® Azure Ambiental. El
reactivo es una preparacion liofilizada de un cepa especialmente seleccionada de la bacteria
marina Vibrio fischeri (antes conocido como Photobacterium phosphoreum, NRRL nimero
B-11177). En la prueba se utiliz6 Fenol como compuesto de referencia (Fenol 100 mg/L;
UT=3; ECso= 23 mg/L). La prueba de toxicidad se llevo a cabo de las muestras al inicio y
final de la cinética para obtener la ECso. La toxicidad se expresa en unidades de toxicidad
(UT), en donde UT= 100/ECso. (Blaise y Férard, 2005; Lapertot, 2008).
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4 RESULTADOSY DISCUSION

4.1 Obtencion de las enzimas peroxidasas de las fuentes a estudiar

4.1.1 Obtencién de un concentrado de peroxidasas de chayote (Sechium
edule (Jacq.) Sw.).

La variedad no espinosa del chayote (Sechium edule (Jacg.) Sw.) fue la utilizada para la
obtencion de las peroxidasas. EI tamafio promedio de los frutos fue entre los 10 y 20 cm de
longitud, cuidando que no presentaran manchas de color café o dafio en los mismos. En la
(Figura 4.1) se presentan ejemplares de dicho fruto.

Figura 4.1. Fruto de chayote (Sechium edule (Jacq.) Sw.) variedad no espinosa.

4.1.2 Obtencion del zumo de chayote

Para la obtencion del zumo de chayote a los frutos se les removio la semilla (Figura 4.2) y
una vez obtenido éste fue licuado y centrifugado, presentd un color verde y después de
centrifugado se torno verde claro transparente. EI pH determinado fue de 6.8.

Figura 4.2. Cortes del fruto del chayote para la remocion de la semilla para la obtencion del zumo
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4.1.3 Didlisis del zumo del chayote

Después de centrifugado el dializado present6 un color amarillo-verdoso y se estabilizo el
pH a4.5.

4.1.4 Obtencién de un concentrado de peroxidasas del chayote

Una vez concluida la entrada de los 900 mL del extracto de chayote dializado y
centrifugado al intercambiador, se obtuvieron tres bandas cromatograficas, dos de ellas de
color café localizadas en la parte superior del intercambiador (a) CM-52 y otra de color
rojiza en la parte inferior (b) (Figura 4.3). Durante el desarrollo de la elucion isocratica con
el amortiguador de AcNa/HAc 1M las bandas se fueron desplazando hasta unirse. A las
fracciones colectadas una vez realizado el ensayo de actividad enzimatica para
peroxidasas se descartados los 50 mL iniciales y las que fueron positivas a éste se unieron
para asi obtener el concentrado de peroxidasas de chayote. Dicho concentrado present6 un
color amarillo-rojizo (Figura 4.4), un volumen de 60 mL y una actividad enzimatica entre
los 20 a 30 U/L.

Figura 4.3. Cromatografia de intercambi0 cationico en CM-52 del zumo de chayote dializado y
centrifugado durante el proceso de elucion con el amortiguador AcNa/HAc 1M, pH 5.0.

39



Resultados y Discusién

Figura 4.4. Concentrado de peroxidasas de chayote obtenido de la cromatografia de intercambi6
cationico en CM-52, eluida con el amortiguador 1M de AcNa/HAc pH 5.0 y con una actividad entre
20y 30 U/L

4.2 Obtencion de un concentrado del residuo industrial de soya
4.2.1 Descripcion del residuo industrial de soya

Se realiz6 una investigacion de qué industrias utilizan soya en sus procesos de produccion,
con el objetivo de utilizar sus residuos como fuente de peroxidasa. La industria que se
selecciond fue UNILEVER ya que cuenta con una planta para la produccion del jugo
ADES el cual es elaborado con jugo de soya. En este proceso se genera un residuo con
aspecto de masa y alto contenido fibroso el cual se estima que ain tiene un alto contenido
de proteinas (Figura 4.5).

Figura 4.5. Residuo industrial de soya
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Los resultados obtenidos para la obtencion del concentrado de peroxidasas del residuo
industrial de soya tomando como base lo reportado por Becerra-Cano (2012) se presentan a
continuacion.

4.2.2 Obtencidn del extracto enzimatico del residuo industrial de soya

Transcurrido el tiempo de agitacién del residuo acuoso la muestra fue ligeramente densa de
facil manipulacion, color amarillento. Después de centrifugado el sobrenadante presentd
un color lechoso y una actividad de 0.11 U/mL, mientras que el solido obtenido fue
descartado.

4.2.3 Didlisis del zumo del residuo industrial de soya

El extracto acuoso del residuo de soya despues de dializado present6 un sedimento de color
blanquizco en el fondo de la bolsa de la membrana de diélisis (Figura 4.6) y una vez
centrifugado el sélido obtenido presentdé una consistencia viscosa que fue separado del
sobrenadante y descartado

| 1 I

£

Figura 4.6. Extracto acuoso del residuo de soya industrial dializado en
amortiguador de AcNa/HAc 10 mM, pH 4.5 durante 20 ha 4 °C.

4.2.4 Obtencion de un concentrado de peroxidasas del residuo industrial
de soya

Después de haber entrado 200 mL del extracto acuoso dializado a través del intercambiador
DE-53, se observo la formacion de una banda cromatogréfica, y concluidos los 500 mL,
finalmente se obtuvieron 4 bandas cromatogréaficas (Figura 4.7). En la parte superior de la
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cama del intercambiador se obtuvo una de color café intenso (a), otra muy cercana a ésta de
tonalidad rosa claro (b), una tercera banda en color salmoén rojizo (c), y en la parte inferior
de la columna una de color amarillo muy tenue (d).

Figura 4.7. Bandas cromatogréaficas obtenidas del extracto acuoso del residuo de soya
industrial dializado y centrifugado: (2) café intenso (b) rosa claro (c) salmén rojiza (d) amarillo
muy tenue

Durante la elucidn isocrética las bandas se fueron desplazando hasta unirse en una sola y de
las fracciones obtenidas aquellas que resultaron positivas al ensayo de actividad peroxidasa
y con mayor valor fueron unidas para constituir el concentrado de peroxidasas del residuo
industrial de soya. Este present6 un color amarillo claro, la actividad determinada fue entre
20y 30 U/L.
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4.2.5 Actividades enzimdticas para las dos peroxidasas

Una unidad de actividad enzimética (simbolo U) es la cantidad de enzima que en una
reaccion enzimaética cataliza la conversion de 1 pmol de sustrato por minuto. Se utiliza
también en combinacion con otras unidades (U/mg de proteina o U/mL) para sefalar,
respectivamente, la actividad enzimética especifica o la concentracion de actividades, se
obtuvieron actividades enziméticas de 20 a 30 U/L. Se realizaron 27 cromatografias hasta
encontrar la actividad enzimatica deseada de 20 a 30 U/L en promedio ya que los primeros
lotes de soya tenian actividad enzimatica relativamente bajas entre 8 a 12 U/L para poder
realizar la parte del tratamiento con el colorante como se describe en la (Figura 4.8).

ACTIVIDAD PEROXIDASA

it il ||T|| .|

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Cromatograflas para las dos fuentes de peroxidasa

45
=40

Actividad enzimatica A.E (U/L)
= = N N w w
o wn o wn o (]

wn

H A.E (U/L) Residuo industrial de soya H A.E (U/L) Chayote

Figura 4.8. Actividad enzimatica para las dos fuentes de peroxidasa

En la Figura 4.9 se presenta el vire de la actividad enzimatica para la peroxidasa de la soya
teniendo entre 8 a 12 U/L de actividad peroxidasa y en la (Figura 4.10) el vire de la
actividad enzimaética del chayote de 20 a 30 U/L de actividad enzimatica.

Figura 4.9. Actividad enzimética entre 8 a 12 Figura 4.10. Actividad enzimética de 20 a 30
U/L para la peroxidasa de soya U/L para la peroxidasa del chayote
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4.3 Resultados del disefio estadistico

4.3.1 Disefio experimental para la decoloracién del colorante azul
directo 2 con tratamiento enzimatico.

El disefio estadistico analizado por el programa Statgraphics es una herramienta que nos
muestra las diferentes formas de evaluar el analisis. Mediante este disefio de experimentos
se pueden contrastar todas las posibles combinaciones de los factores que se van a evaluar,
para asi reducir el tiempo de experimentacion. La metodologia de este disefio experimental
es un conjunto de técnicas matematicas y estadisticas para modelar y analizar problemas en
los que una variable de interés es influenciada por otras. El disefio arroja el siguiente
andlisis de trabajo (Anexo 1). En donde se tienen 70 blogues con distintas combinaciones
en donde el programa estadistico evalla todos los factores como son: temperatura, pH,
tiempo de contacto, dosis de enzima, dosis de peroxido y concentracion del colorante azul
directo 2. Las pruebas se realizaron en matraces erlenmeyer de 50 mL con un volumen atil
de 30 mL de agua artificialmente preparada con el colorante azul directo 2 en
concentraciones de 10 a 60 mg/L. En la (Figura 4.11), se presenta el colorante antes del
tratamiento anzimatico y en la (Figura 4.12), se presenta despues del tratamiento enzimatico,
en la mezcla de la reaccion se realizo utilizando un agitador magnético a 150 rpm. De
acuerdo al tiempo de reaccion cada 10 min fueron tomadas las muestras para realizar un
monitoreo con un espectrofotdmetro de absorcion UV-vis.

Figura 4.11. Colorante azul directo 2 antes del ~ Figura 4.12. Colorante azul directo 2 después
tratamiento enzimatico. del tratamiento enzimatico.

44



Resultados y Discusién

Después de las pruebas realizadas se obtuvieron los siguientes resultados con las posibles combinaciones de los factores evaluados,
siendo cinco los tratamientos experimentales, en resumen del disefio experimental con la enzima peroxidasa del residuo industrial de
soya en la Tabla 4.1 se obtuvo un 78.8% de decoloracién para el colorante azul directo 2, a una temperatura de 25°C, con un pH de
7.5, con un tiempo de contacto de 6 h, con 2000 y 2000 pL de enzima y de perdxido de hidrégeno al 12 mM, a una concentracion de
colorante de 60 mg/L. Con la enzima peroxidasa del chayote se obtuvo un 85.4% de decoloracién para el colorante azul directo 2, a
una temperatura de 25°C, con un pH de 3.5, con un tiempo de contacto de 6 h, con 1000 y 1000 uL de enzima y de peréxido de
hidrégeno al 12 mM, a una concentracion de colorante de 10 mg/L.

Tabla 4.1. Primera posible solucion de tratamiento a 25°C con 6 h de tiempo de contacto enzima- perdxido

Bloques Temperatura pH Tiempo de | Dosis de Dosis de Colorante Decoloracion Decoloracion
contacto enzima perdxido enzima (soya) enzima
(chayote)

°C unidades horas pL pL mg/L % %

1 25 7.5 6 1000 2000 60 41.9 61.3

3 25 7.5 6 2000 1000 60 50.6 67

9 25 3.5 6 2000 1000 10 42.8 46.3

14 25 7.5 6 2000 2000 60 78.8 81.5

17 25 3.5 6 1000 2000 10 46.9 52.9

18 25 7.5 6 2000 1000 10 51.9 82.6

19 25 3.5 6 2000 2000 10 46 80.5

24 25 7.5 6 1000 2000 10 40.8 52.4

28 25 3.5 6 1000 2000 60 40.8 67.5

31 25 7.5 6 2000 2000 10 43.7 44

40 25 3.5 6 2000 2000 60 47.4 81.8

43 25 3.5 6 1000 1000 10 56.2 85.4

46 25 7.5 6 1000 1000 10 41.6 84.7

54 25 7.5 6 1000 1000 60 54.3 70.6

69 25 3.5 6 1000 1000 60 35.7 56.2

70 25 3.5 6 2000 1000 60 62.7 56.2
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Con la enzima peroxidasa del residuo industrial de soya se obtuvo un 50.4% de decoloracion para el colorante azul directo 2, a una
temperatura de 25°C, con un pH de 7.5, con un tiempo de contacto de 2 h, con 2000 y 2000 pL de enzima y de perdxido de hidrogeno
al 12 mM, a una concentracién de colorante de 60 mg/L. Con la enzima peroxidasa del chayote se obtuvo un 86.1% de decoloracion
para el colorante azul directo 2, a una temperatura de 25°C, con un pH de 3.5, con un tiempo de contacto de 2 h, con 1000 y 2000 pL
de enzima y de peroxido de hidrogeno al 12 mM, a una concentracion de colorante de 60 mg/L. Se resumen en la (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Segunda posible solucion de tratamiento a 25°C con 2 h de tiempo de contacto enzima- perdxido

Bloques Temperatura pH Tiempo de | Dosis de Dosis de Colorante Decoloracion Decoloracion
contacto enzima peréxido enzima enzima
(soya) (chayote)

°C unidades horas pL pL mg/L % %

6 25 3.5 2 2000 2000 10 38.5 76.6

8 25 3.5 2 1000 1000 60 36.7 83.2

13 25 7.5 2 2000 2000 10 35.2 77.3

15 25 7.5 2 1000 2000 10 46.2 15

21 25 3.5 2 1000 2000 60 33.2 86.1

22 25 3.5 2 1000 1000 10 43.4 82.2

23 25 7.5 2 2000 1000 10 11.2 31.4

29 25 7.5 2 1000 1000 10 46 40.5

32 25 3.5 2 2000 1000 10 47 45

42 25 3.5 2 1000 2000 10 44.3 33.4

48 25 7.5 2 1000 1000 60 39.7 33

49 25 7.5 2 1000 2000 60 41.4 28.7

55 25 3.5 2 2000 2000 60 31.9 62.1

66 25 7.5 2 2000 2000 60 50.4 17.6

68 25 3.5 2 2000 1000 60 29.7 62.3
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Con la enzima peroxidasa del residuo industrial de soya se obtuvo un 55.0% de decoloracion para el colorante azul directo 2, a una
temperatura de 50°C, con un pH de 3.5, con un tiempo de contacto de 2 h, con 2000 y 1000 pL de enzima y de perdxido de hidrogeno
al 12 mM, a una concentracion de colorante de 60 mg/L, estas mismas condiciones fueron también para la enzima del chayote con la
cual se obtuvo un mayor porcentaje 85.9%. (Tabla 4.3).

Tabla 4.3. Tercera posible solucion de tratamiento a 50°C con 2 h de tiempo de contacto enzima- perdéxido

Bloques Temperatura pH Tiempo de | Dosis de Dosis de Colorante Decoloracion Decoloracion
contacto enzima perdxido enzima (soya) enzima
(chayote)
°C unidades horas pL pL mg/L % %

7 50 35 2 2000 2000 10 47.7 36.4
20 50 3.5 2 2000 1000 60 55 85.9
25 50 35 2 1000 1000 10 45.7 76.6
30 50 3.5 2 1000 2000 60 51.7 59.0
38 50 7.5 2 2000 1000 10 54.4 318
41 50 3.5 2 1000 1000 60 48.5 70.4
47 50 7.5 2 1000 2000 10 51.4 64.8
52 50 3.5 2 2000 2000 60 51.6 84.2
57 50 7.5 2 2000 2000 10 48.8 43.5
58 50 3.5 2 2000 1000 10 53.3 50.3
59 50 3.5 2 1000 2000 10 39.4 50.7
61 50 7.5 2 2000 1000 60 45.3 57.4
62 50 7.5 2 2000 2000 60 43.9 69.1
63 50 7.5 2 1000 1000 60 42.6 81
64 50 7.5 2 1000 2000 60 44.9 56.9
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Con la enzima peroxidasa del residuo industrial de soya se obtuvo un 67.4% de decoloracion para el colorante azul directo 2, a una
temperatura de 50°C, con un pH de 7.5, con un tiempo de contacto de 6 h, con 1000 y 2000 pL de enzima y de perdxido de hidrogeno
al 12 mM, a una concentracién de colorante de 10 mg/L. Con la enzima peroxidasa del chayote se obtuvo un 89.6% de decoloracion
para el colorante azul directo 2, a una temperatura de 50°C, con un pH de 3.5, con un tiempo de contacto de 6 h, con 1000 y 2000 pL
de enzima y de perdxido de hidrogeno 12 mM, a una concentracion de colorante de 10 mg/L. Si bien se puede observar que es muy
importante para las dos enzimas el ajuste del pH ya que se aplicaron los mismos factores solo el cambio de pH fue modificado dando
mayores porcentajes de remocion la peroxidasa del chayote que trabajo con pH de 3.5. Los diferentes factores que intervienen se
resumen en la (Tabla 4.4).

Tabla 4.4. Cuarta posible solucion de tratamiento a 50°C con 6 h de tiempo de contacto enzima- peroxido

Bloques Temperatura pH Tiempo de | Dosis de Dosis de Colorante Decoloracién Decoloracion
contacto enzima perdxido enzima (soya) enzima
(chayote)

°C unidades horas pL pL mg/L % %

2 50 3.5 6 1000 2000 10 48.1 89.6

4 50 7.5 6 2000 2000 10 49.6 60.7

5 50 3.5 6 2000 1000 10 50 87

16 50 3.5 6 1000 1000 10 44.3 87.7

26 50 7.5 6 1000 2000 60 43.6 53.6

27 50 7.5 6 2000 1000 60 51.1 51.1

33 50 3.5 6 2000 2000 10 56.2 89.2

35 25 7.5 2 2000 1000 60 50.8 73.9

39 50 3.5 6 2000 2000 60 55.5 55.5

45 50 7.5 6 1000 1000 10 58.5 72.2

50 50 7.5 6 1000 2000 10 67.4 70.9

51 50 3.5 6 1000 2000 60 55.4 80.6

53 50 3.5 6 2000 1000 60 55.3 82.2

56 50 3.5 6 1000 1000 60 50.3 84.2

60 50 7.5 6 2000 2000 60 66.5 85.8
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Con la enzima peroxidasa del residuo industrial de soya se obtuvo un 38.9% de decoloracion para el colorante azul directo 2, a una
temperatura de 37.5°C, con un pH de 5.5, con un tiempo de contacto de 4 h, con 1500 y 1500 pL de enzima y de perdxido de
hidrégeno al 12 mM, a una concentracién de colorante de 35 mg/L, estas mismas condiciones fueron también para la enzima del
chayote con la cual se obtuvo un mayor porcentaje 87.4%. (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Quinta posible solucién de tratamiento a 37.5°C con 4 h de tiempo de contacto enzima- perdxido

Bloques Temperatura pH Tiempo de | Dosis de Dosis de Colorante Decoloracion Decoloracion
contacto enzima peroxido enzima (soya) enzima
(chayote)
°C unidades horas pL puL mg/L % %
11 37.5 55 4 1500 1500 35 36.1 78.4
12 37.5 55 4 1500 1500 35 38.9 70.5
34 37.5 55 4 1500 1500 35 37.1 73.5
36 375 55 4 1500 1500 35 36 80.6
37 375 55 4 1500 1500 35 34 87.4
65 375 55 4 1500 1500 35 32.6 80.2
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Una vez concluidas las lecturas de las pruebas experimentales para las dos fuentes de
peroxidasa se calculé el porcentaje de decoloracion que es la variable de interés
obteniendose los siguientes resultados:

4.3.2 Diagrama de Pareto estandarizado para las dos fuentes de
peroxidasa.

De acuerdo a la gréfica de Pareto estandarizado, la longitud de cada barra es proporcional al
valor del estadistico-t calculado para el efecto correspondiente. Cualquier barra mas alla de
la linea vertical es estadisticamente significativa en el nivel de significancia, establecido en
5%. De acuerdo al analisis, solo uno fue el factor que causo efecto significativo en el
tratamiento, el pH (Figura 4.13). Los factores y sus interacciones se encuentran graficados
en orden descendente con relacion al impacto con que estos afectan al porcentaje de
decoloracion. El diagrama de Pareto muestra, que el pH tiene efecto significativo para la
enzima del residuo industrial de soya. En la (Figura 4.14) se presenta el diagrama de Pareto
estandarizado para la peroxidasa del chayote el cual resultdé que son dos los factores
significativos el efecto del pH, y el tiempo de contacto son los factores que afectan el
porcentaje de decoloracion del colorante azul directo 2.

B:pH

A:Temperatura
D:Dosis de enzima
F:Colorante
C:Tiempo de contacto

E:Dosis de peroxido

Efecto estandarizado

Figura 4.13. Diagrama de Pareto estandarizado para la decoloracién del azul directo 2 con la
enzima del residuo industrial de soya.
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B:pH

:Tiempo de contacto
E:Dosis de peroxido
A:Temperatura
D:Dosis de enzima

F:Colorante

0 2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 4.14. Diagrama de Pareto estandarizado para la decoloracion del azul directo 2 mediante la
enzima del chayote.

4.3.3 Optimizacion del tiempo de reaccion

La eficiencia de decoloracion del azul directo 2 esta en funcién del tiempo de contacto con
la enzima, como se observa en la (Figura 4.15). De acuerdo al disefio estadistico el tiempo
optimo para alcanzar la mayor eficiencia de decoloracion para la peroxidasa del residuo
industrial de soya es de 2 h alcanzando una eficiencia de 48.6%. (Marchis et al., 2011)
reportaron que utilizando la peroxidasa de soya en la degradacion del colorante azul
reactivo 21 (reactive blue 21), en un tiempo de reaccion de 4 h obtuvieron porcentajes de
remocion del 95-96%.

Sin embargo De Souza et al. (2007) reportaron que utilizando la peroxidasa del rabano
picante (HRP) en el colorante (reactive blue 21), se obtienen porcentajes de remocion del
59% en solo 50 min del tiempo de reaccién. Sin embargo para la peroxidasa del chayote de
acuerdo al disefio estadistico el tiempo de contacto es de 6 h logrando porcentajes de
decoloracion hasta en un 64%. (Figura 4.16) (Villegas Rosas et al., 1993) reporta que para
los colorantes azul cibanon, azul cibracon, solofenil, azul erionyl y azul mariposa se
lograron porcentajes de decoloracion entre el 91 y 98.3% en un tiempo de contacto de 45 a
60 min. Ademas, se estudiaron muestras de aguas residuales provenientes de diferentes
etapas del tefiido de mezclilla, en las cuales se logré remover el colorante negro directo en
porcentajes entre el 83.32 y el 92.83% durante un tiempo de contacto de 60 min,
porcentajes muy similares en los encontrados en este trabajo para el colorante azul directo
2.

51



Resultados y Discusién

Superficie de Respuesta Estimada
Temperatura=37.5,pH=5.5,Dosis de peroxido=1500.0,Colorante=35.0

Remocion de color
Il 43.0
Il 438
m 44.6
45.4
46.2
47.0
47.8
(X 1g00.0) 48.6
1.82 49.4
0 ] 1.4%6 50.2
3 4 5 = 12 _ 510

Tiempo de contacto 6 Dosis de enzima gy 578

60

40

20

Figura 4.15. Optimizacion del tiempo de reaccion para la decoloracion del azul directo 2 con la
enzima del residuo industrial de soya.

Superficie de Respuesta Estimada
Temperatura=37.5,pH=5.5,Dosis de per6xido=1500.0,Colorante=35.0

% de decoloraciéon

Il 52.0

C Il 56.0

100 s : B 60.0
80 - = 64.0
2 5 68.0

60 i : 72.0
40 L - (X11000.0) ;g:g
20 3 1.8° 84.0
0 ] 1416 88.0
2 3 P 5 =, 12 920
Tiempo de contacto 6 Dosis de enzima gl 96.0

Figura 4.16. Optimizacion del tiempo de reaccion para la decoloracion del azul directo 2 con la
enzima del chayote.
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4.3.4 Optimizacion de pH y temperatura 6ptima

La eficiencia de decoloracion del azul directo 2 para la enzima peroxidasa del residuo
industrial de soya esta en funcion del pH y la temperatura, el disefio estadistico mostrd que
el proceso de decoloracion es estrictamente dependiente del pH de la solucién acuosa del
colorante. El pH para obtener la mayor decoloracién del colorante azul directo 2 fue de 3.5
logrando un porcentaje de decoloracion del 73%. (Kalsoom et al., 2013) reporta el pH
Optimo para obtener la mayor decoloracion es de 4 unidades y (Marchis et al., 2011) 3.9
unidades lo cual pone de relieve la utilidad de esta enzima para degradar efluentes
industriales que pueden ser muy &cidos de acuerdo a sus procesos de produccion. Con
respecto a la temperatura existen pocas investigaciones que estudien la temperatura 6ptima
de una enzima especifica, sin embargo es bien sabido que las proteinas y enzimas son
sensibles a altas temperaturas ya que pueden desnaturalizarse y desactivarse, (Kalsoom et
al., 2013).

De acuerdo al disefio estadistico la temperatura Optima para alcanzar porcentajes de
decoloracion del 51 al 51.8% fue de 25°C, como se muestra en la (Figura 4.17). Estos
resultados coinciden con (Kalsoom et al., 2013), en donde logré decolorar en un 60% al
colorante azul tripano a una temperatura de 25°C. Para la peroxidasa del chayote de
acuerdo al disefio estadistico la temperatura de 50°C causa un aumento en la decoloracion
del 84%, con un pH de 3.5 como se muestra en la (Figura 4.18). Similares resultados fueron
reportados por Kalsoom et al. (2013) y Marchis et al. (2011). En estudios anteriores han
reportado que la enzima peroxidasa de soya es térmicamente estable a 90.5°C y 8 unidades
de pH. (Villegas Rosas, 1993) reporta que para los colorantes azul cibanon, azul cibracon,
solofenil, azul erionyl y azul mariposa se lograron porcentajes de decoloracion entre el 91 y
el 98.3% sin control del pH y a temperatura ambiente.

Ademas, se estudiaron muestras de aguas residuales provenientes de diferentes etapas del
tefiido de mezclilla, en las cuales se logré remover el colorante negro directo en porcentajes
entre el 83.32 y el 92.83% sin control del pH ni temperatura. (Shi, 2007) reportan que el pH
es un factor importante para la actividad de cualquier enzima y, en particular, para la
peroxidasa del rdbano picante logrando altos porcentajes de decoloracion a pH de 6.6. La
accion catalitica de las enzimas tiene lugar generalmente dentro de limites de pH
relativamente estrechos. Cada reaccion enzimatica posee un pH 6ptimo, el cual depende de:
los sustratos involucrados y de las condiciones de reaccién. Un pH muy alto o muy bajo
causara por lo general, una desnaturalizacion irreversible de la enzima. La actividad de las
enzimas se ve afectada por la temperatura como cualquier reaccion quimica. A
temperaturas bajas, la velocidad de reaccién es baja, y esta aumenta conforme aumenta la
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temperatura, hasta el punto en que la enzima pueda ser desnaturalizada; entonces la
velocidad baja considerablemente.

Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo de contacto=4.0,Dosis de enzima=1500.0,Dosis de peroxido=1500.0,Colorante

Remocion de color
Il 43.0
Il 43.8
m 44.6

45.4
46.2
47.0
47.8
48.6
49.4
50.2
s 51.0

Temperatura N S1.8

Figura 4.17. Optimizacion de temperatura y pH para la decoloracién del colorante azul directo 2
con la enzima del residuo industrial de soya.

Superficie de Respuesta Estimada
Tiempo de contacto=4.0,Dosis de enzima=1500.0,Dosis de peréxido=1500.0,Colorante

% de decoloraciéon
Il 52.0
Il 56.0
s 60.0

64.0
68.0
72.0
76.0
80.0
84.0
88.0
| 92.0

Temperatura N 96.0

Figura 4.18. Optimizacion de temperatura y pH para la decoloracién del colorante azul directo 2
con la enzima del chayote.
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4.3.5 Concentracion optima de H20-

Habitualmente, las reacciones de oxidacion con el per6xido de hidrdgeno, se producen
rapidamente en medio basico y de forma muy lenta si el pH es &cido. Pero debemos hacer
notar que, en presencia de peroxidasas, el peréxido de hidrégeno actua como oxidante de
diferentes sustratos independientemente del pH del medio. El peréxido de hidrégeno actla
como un co-sustrato para activar la accion enzimatica de la peroxidasa. Esto contribuye en
el ciclo catalitico de las peroxidasas, donde inicialmente se oxida la enzima nativa para
formar un intermediario enzimatico el cual acepta los compuestos aromaticos para llevar a
cabo su oxidacion llegando a la formacién de un radical libre. Por tal situacion la dosis de
peréxido juega un papel muy importante en las reacciones enzimaticas ya que al tener un
exceso de este reactivo en la reaccion puede llegar a causar inhibicion en la actividad
enzimatica y cuando estd presente en cantidades pequefias puede ser un limitante en la
velocidad de reaccion muy probablemente debido a dafios en la propia enzima. Esto
muestra la importancia critica de la optimizacion de las concentraciones de H>O; en estos
enfoques de degradacion de colorante a base de enzimas (Mohan et al., 2005 y Silva et al.,
2012). En la (Figura 4.19) se observa que 2000 pL es la dosis de H20, en donde se obtiene
la mayor actividad enzimatica logrando decolorar un 50.2%. Concentraciones menores de
1000 pL presentan una disminucion en la velocidad de reaccidon. Por los resultados
obtenidos, la concentracion de H.O2 no presenta un efecto significativo sobre la reaccion
catalizada por la enzima. Silva et al. (2012) reportan resultados similares obteniendo 100
mol/L, logrando porcentajes de decoloracion del 57% utilizando peroxidasa del rabano
picante en la (Figura 4.20) se observa que 1000 pL es la dosis de H202 en donde se obtiene
la mayor actividad enzimaética logrando decolorar al 88%. Concentraciones menores de
1000 pL presentan una disminucion en la velocidad de reaccion.
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Superficie de Respuesta Estimada
Temperatura=37.5,pH=5.5,Tiempo de contacto=4.0,Colorante=35.0

Remocion de color

Il 43.0
I 43.8
80 m 44.6
45.4
e0 46.2
40 47.0
47.8
20 000.0) PR
1.82 49.4
° 1 21.41'6 50.2
* 12 : : mE 510
LA 1.6 18 2 Dosis de peroxidogey =1'g

Dosis de enzima (X 1000.0) .

Figura 4.19. Optimizacion de la dosis de enzima y peroxido para la decoloracion del azul directo 2
para la enzima del residuo industrial de soya.

Superficie de Respuesta Estimada
Temperatura=37.5,pH=3.5,Tiempo de contacto=4.0,Colorante=35.0

% de decoloracién

E 52.0
B 56.0

100 B 60.0
80 64.0
: 68.0

60 : 72.0
40 : (X 1000.0) ;g'g
20 3 1.82 84.0
0 ] 121.41-6 88.0
1 1.2 1.4 16 18 S, 1 w920

Dosis de enzima (X 1000.0) Dosis de peréxido Hlll 96.0

Figura 4.20. Optimizacion de la dosis de enzima y peréxido para la decoloracion del azul directo 2
mediante la enzima del chayote.

4.3.6 Concentracion optima de colorante

La concentracion del sustrato presente en la fase acuosa es un factor clave el cual afecta la
velocidad de oxidacion catalizada por una enzima. (Silva et al., 2012), los resultados se
muestran en la (Figura 4.21) donde se observa que el mayor porcentaje de decoloracion se
obtiene a concentraciones mayores de 40 mg/L, logrando decolorar un 48.6% para la
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peroxidasa del residuo industrial de soya resultados muy similares reporta (Marchis et al.,
2011) encontrando una decoloracion del 85.7% del colorante reactivo azul remazol brillante
(RBBR) a una concentracion de 40 mg/L.

Mientras que para la peroxidasa del chayote (Figura 4.22) donde se observa que a
concentraciones de colorante mayores de 50 mg/L se pueden logra una eficiencia del 88%
de decoloracion, ya que a concentraciones menores de 50 mg/L disminuye el porcentaje de
decoloracion. Silva et al. (2012) y Mohan et al. (2005) reportaron resultados similares en
estudios de decoloracion enzimatica empleando peroxidasa del rabano picante concluyendo
que a concentraciones menores de 30 mg/L la eficiencia de decoloracién resulta baja. Esto
es debido a la existencia de una relacion éptima entre la concentracion de enzima y sustrato
para lograr la maxima actividad. Si la cantidad de enzima es mantenida constante y la
concentracion de sustrato es gradualmente incrementada la velocidad de reaccion puede
incrementar hasta alcanzar su maxima actividad.

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
Temperatura=37.5,pH=5.5,Tiempo de contacto=4.0,Dosis de enzima=1500.0
60 [ : : : : T Remocion de color
E 7 N 430
50 - - W 438
F 1 W 446
o YF 7 w454
§ 30 E_ _E [ 46.2
3 - 1 mm 470
O Lk 1 w478
C ] 48.6
10 F B 49.4
E ] 50.2
oL! : . : . ] W 510
1 1.2 1.4 16 1.8 o 518
Dosis de peroxido (X 1000.0)

Figura 4.21. Optimizacion dosis de enzima y perdxido para la decoloracién del azul directo 2
mediante el residuo industrial de soya.
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Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
Temperatura=37.5,pH=3.5,Tiempo de contacto=4.0,Dosis de enzima=1500.0
60 4 I I I : % de decoloracién
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Il 56.0
60.0
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80.0
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88.0
Bl 92,0
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Figura 4.22. Optimizacion dosis de enzima y peroxido para la decoloracion del azul directo 2
mediante la enzima del chayote.

4.3.7 Optimizacion del proceso de decoloracion

De acuerdo a los resultados obtenidos del disefio experimental, para lograr un porcentaje
méaximo de decoloracion del colorante azul directo 2 del 73%, los valores Optimos
encontrados para cada uno de los factores que influyen en el tratamiento se presentan en la
(Tabla 4.6) para la peroxidasa del residuo industrial. Para optimizar la variable de respuesta
de la peroxidasa del chayote, en la (Tabla 4.7) se muestra la combinacion de los niveles y
de los factores, la cual maximiza el porcentaje de decoloracion para alcanzar porcentajes de
remocion del 97%.

Tabla 4.6. Disefio 6ptimo del proceso de decoloracion del azul directo 2 para la enzima del residuo
industrial de soya.

Factores Bajo Alto Sugerido por el disefio estadistico
Temperatura 25.0 50.0 25.0
pH 3.5 7.5 3.5
Tiempo de contacto 2.0 6.0 2.0
Dosis de enzima 1000.0 2000.0 1000.0
Dosis de peroxido 1000.0 2000.0 2000.0
Colorante 10.0 60.0 60.0
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Tabla 4.7. Disefio 6ptimo del proceso de decoloracion del azul directo 2 mediante la enzima del

chayote.
Factores Bajo Alto Sugerido por el disefio estadistico
Temperatura 25.0 50.0 50.0
pH 3.5 7.5 3.5
Tiempo de contacto 2.0 6.0 6.0
Dosis de enzima 1000.0 2000.0 2000.0
Dosis de peroxido 1000.0 2000.0 1000.0
Colorante 10.0 60.0 10.0

4.3.8 Pruebas de toxicidad para las dos fuentes de peroxidasa

El estudio de toxicidad del antes y después del tratamiento enzimatico del colorante azul
directo 2 se realizé con el propésito de evaluar los productos generados de la reaccion, los
cuales de acuerdo al tipo de colorante, podrian resultar toxicos. La prueba de toxicidad se
realiz6 con el método microtox que consiste en poner en contacto a los organismos de
prueba (bacterias Photobacterium phosphoreum, que emiten luz como parte de su
metabolismo) con la muestra ambiental a diferentes concentraciones. La respuesta que se
obtiene es que a mayor toxicidad de la muestra, la luz emitida por las bacterias disminuye.
En la (Tabla 4.8) se presentan los resultados obtenidos de la prueba de toxicidad utilizando
Vibrio fischeri. Se observa que el colorante sin tratamiento presenta una toxicidad de 4.4
UT. Sin embargo después del tratamiento a concentraciones de 30, 40, 50, 60 mg/L las
unidades de toxicidad que presentaron un aumento 4 veces mayor que el colorante original.
Este efecto puede ser atribuido a la formacion de metabolitos que son mas toxicos que el
propio colorante. Se conoce que los productos tipicos de la degradacion de los colorantes
directos son bencidina y 4-aminobifenil, Sponza. (2005) que puede ocurrir en el tratamiento
enzimatico en las cuales son aminas aromaticas altamente tdxicas que pueden contribuir
con el incremento de toxicidad. En la (Figura 4.23) se presentan los resultados de la
toxicidad para la enzima peroxidasa del chayote y, en la (Figura 4.24) se presentan los
resultados para la peroxidasa del residuo industrial de soya.

Tabla 4.8. Resultados de toxicidad utilizando (Vibrio fischeri)

CE 50 (%) Unidades de toxicidad (UT)
Colorante (AD2) 22.294 4.485
Efluente a 30 mg/L 5.297 16.758
Efluente a 40 mg/L 6.242 16.02
Efluente a 50 mg/L 5.461 18.311
Efluente a 60 mg/L 5.601 17.853
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r Toxicidad de efluente del residuo industrial de soya
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Figura 4.23. Toxicidad efluente del las muestras después del tratamiento enzimatico con la enzima

peroxidasa del chayote
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Figura 4.24. Toxicidad efluente del las muestras después del tratamiento enzimatico con el residuo
industrial de soya.
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4.3.9 Caracterizacion mediante espectroscopia UV-vis y seguimiento
visual para las dos fuentes de peroxidasa

Se prepard una solucion con el colorante azul directo 2 a concentraciones desde 10 hasta 60
mg/L. Posteriormente, se adiciond la cantidad de la solucion de enzima y peréxido de
hidrégeno necesario para lograr la maxima remocion del colorante, afiadiendo alicuotas en
un solo pulso al inicio del tratamiento. EI monitoreo de los experimentos se realiz6
mediante la obtencion de su espectro de absorcion electronica en el mismo intervalo de
longitud de onda y cada 10 min fueron monitoreadas las pruebas experimentales durante 2,
4,y 6 h de tiempo de contacto. Una alicuota de 3.5 mL del colorante con cada uno de las
concentraciones fue colocada en una celda de cuarzo y se le realiz6 su espectro absorcion
UV-vis en la region de 350 a 700 nm. Asi mismo se realiz6 el seguimiento visual del antes
y después del tratamiento enzimatico. El disefio estadistico nos muestra 5 posibles
soluciones para optimizar la decoloracion del colorante azul directo 2. La primera fue de 6
h a 25°C, con concentracion de colorante de 10 a 60 mg/L, con pH entre 3.5 a 7.5, con
dosis de perdxido de hidrogeno y de enzima peroxidasa de 1000 a 2000 L. En la (Figura
4.25) se muestra el espectro de absorcion UV-vis del colorante azul directo 2 con todos los
blogues en la primera opcion de tratamiento. Se puede observar que las bandas de
absorcion del colorante después del tratamiento enzimatico ya no se observan, sin embargo,
se presenta una banda muy ancha entre 500 y 650 nm lo que sugiere, que el colorante se ha
transformado ya que el colorante inicialmente de color azul después del tratamiento
enzimatico se torno a un color morado se toma para el seguimiento visual el bloque 43 para
las dos enzimas peroxidasas (Figura 4.26) y cuenta con la presencia de particulas sélidas
suspendidas, independientemente de que concentracion se estaba estudiando (Figura 4.27)
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Figura 4.25. Espectros de absorcion UV-vis del tratamiento del colorante azul directo 2, al minuto
0y al final del tratamiento enzimético de 360 min.
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Figura 4.26. Seguimiento visual tomadas a diferentes intervalos de tiempos durante 360 min,
(Blogue 43) para la decoloracion del colorante azul directo 2 con la enzima peroxidasa del residuo
industrial de soya en donde se obtuvo un 56.2% de decoloracién en 6 h, con 25 °C, con una
concentracion de enzima y de peréxido de 2000 uL, a pH de 3.5 con una concentracion inicial de 10
mg/L de colorante.
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Figura 4.27. Seguimiento visual tomadas a diferentes intervalos de tiempos durante 360 min
(Blogue 43) para la decoloracion del colorante azul directo 2 con la enzima peroxidasa del chayote
en donde se obtuvo un 85.4% de decoloracién en 6 h, con 25 °C, con una concentracién de enzima
y de peroxido de 2000 pL, a pH de 3.5 con una concentracion inicial de 10 mg/L de colorante.
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Las (Figura 4.28, Figura 4.29, Figura 4.30, Figura 4.31) muestran los espectros de absorcién
UV-vis del tratamiento enzimatico del colorante azul directo 2, para los bloques 14, 19, 40,
43, los cuales se obtuvieron los mayores porcentajes de remocion para la enzima del
residuo de soya entre 40 al 78% mientras que para la enzima del chayote los porcentajes de

remocion se encontraron entre 80 al 81%.
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Figura 4.28. Colorante azul directo 2: a) sin tratamiento enzimatico, y b) al término del tratamiento

con un 78.8% de remocion, con la enzima de soya.

Figura 4.29. Colorante azul directo 2: a) sin tratamiento enzimatico, y b) al término del tratamiento

con un 81.5% de remocion, con la enzima del chayote.
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Figura 4.30. Colorante azul directo 2: a) sin tratamiento enzimatico, y b) al término del tratamiento
con un 46.0% de remocion, con la enzima de soya.
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Figura 4.31. Colorante azul directo 2: a) sin tratamiento enzimatico, y b) al término del tratamiento
con un 81.8% de remocion, con la enzima del chayote.
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La segunda posible de solucion de tratamiento fue de 2 h a 25°C, con concentracion de
colorante de 10 a 60 mg/L, con pH entre 3.5 a 7.5, con dosis de perdxido de hidrdégeno y de
enzima peroxidasa de 1000 a 2000 pL. En (Figura 4.32) se muestra el espectro de absorcion
UV-vis del colorante azul directo 2 con todos los bloques de la segunda opcion de
tratamiento. Del cual se tomd el bloque 47 para realizar el seguimiento visual (Figura 4.33,
Figura 4.34).

0 min.
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Figura 4.32. Espectros de absorcion UV-vis del tratamiento del colorante azul directo 2, al min 0y
al final del tratamiento enzimatico de 120 min.

Figura 4.33. Seguimiento visual tomadas a diferentes intervalos de tiempos durante 120 min
(Blogue 47) para la decoloracion del colorante azul directo 2 con la enzima peroxidasa del residuo
industrial de soya en donde se obtuvo un 51.4% de decoloracion en 2 h, con 50°C, con una
concentracion de enzima de 1000 pL y de peroxido de 2000 L, a pH de 7.5 con una concentracion
inicial de 10 mg/L de colorante.
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Figura 4.34. Seguimiento visual tomadas a diferentes intervalos de tiempos durante 120 min
(Blogue 47) para la decoloracion del colorante azul directo 2 con la enzima peroxidasa del chayote
en donde se obtuvo un 64.8% de decoloracion en 2 h, con 50°C, con una concentracion de enzima
de 1000 uL y de peroxido de 2000 pL, a pH de 7.5 con una concentracion inicial de 10 mg/L de
colorante.

Las (Figura 4.35, Figura 4.36) muestran los espectros de absorcién UV-vis del tratamiento
enzimatico del colorante azul directo 2, para los bloques 6, 14 los cuales se obtuvieron los
mayores porcentajes de remocion para la enzima del residuo de soya entre 30 al 46%
mientras que para el bloque 15 solo se adicion6 peroxido de hidrdgeno sin la enzima
peroxidasa en el cual se obtuvo solo un 15% (Figura 4.37), para el blogue 23 se adiciond
solo la enzima peroxidasa sin la adicion del H202 en el cual se observo un porcentaje de
decoloracion del 11.2% (Figura 4.38).
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Figura 4.35. Colorante azul directo 2: a) sin tratamiento enzimatico, y b) al término del tratamiento
con un 38.5% de remocion, con la enzima del residuo industrial de soya para el blogue 6.
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Figura 4.36. Colorante azul directo 2: a) sin tratamiento enzimatico, y b) al término del tratamiento
con un 81.5% de remocion, con la enzima del chayote bloque 14.
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Figura 4.37. Colorante azul directo 2 solo con la adicion del peréxido de hidrégeno sin la enzima
del residuo industrial de soya sin peréxido de hidrégeno para el blogque 15.
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Figura 4.38. Colorante azul directo 2 solo con la adicion de la enzima del residuo industrial de soya

sin perdxido de hidrogeno para el bloque 23.

La tercera posible solucién de tratamiento fue de 2 h a 50°C, con concentracion de
colorante de 10 a 60 mg/L, con pH entre 3.5 a 7.5, con dosis de peroxido de hidrogeno y de
enzima peroxidasa de 1000 a 2000 pL. En la Figura 4.39 se muestra el espectro de absorcion
UV-vis del colorante con todos los bloques de la segunda opcion de tratamiento. Se tomo el
blogue 30 para el seguimiento visual (Figura 4.40) para la enzima del residuo industrial y la
(Figura 4.41) para la enzima del chayote.
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Figura 4.39. Espectros de absorcion UV-vis del tratamiento del colorante azul directo 2, almin 0y

al final del tratamiento enzimatico de 120 min.
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Figura 4.40. Seguimiento visual tomadas a diferentes intervalos de tiempos durante 120 min
(Blogue 30) para la decoloracion del colorante azul directo 2 con la enzima peroxidasa del residuo
industrial de soya en donde se obtuvo un 51.7% de decoloracion en 2 h, con 50°C, con una
concentracion de enzima de 1000 pL y de perdxido de 2000 pL, a pH de 3.5 con una concentracion
inicial de 60 mg/L de colorante.

Figura 4.41. Seguimiento visual tomadas a diferentes intervalos de tiempos durante 120 min
(Blogue 30) para la decoloracién del colorante azul directo 2 con la enzima peroxidasa del chayote
en donde se obtuvo un 59% de decoloracién en 2 h, con 50°C, con una concentracion de enzima de
1000 pL y de perdxido de 2000 pL, a pH de 3.5 con una concentracion inicial de 60 mg/L de
colorante.
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Las (Figura 4.42, Figura 4.43) muestran los espectros de absorcion UV-vis del tratamiento
enzimatico del colorante azul directo 2 los cuales se obtuvieron los mayores porcentajes de
remocion para la enzima del residuo de soya entre 55%. Mientras que para la enzima del
chayote se obtuvo un porcentaje de decoloracion del 85.9%.
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Figura 4.42. Colorante azul directo 2: a) sin tratamiento enzimatico, y b) al término del tratamiento
con un 55% de remocion, con la enzima del residuo industrial de soya bloque 20.

Figura 4.43. Colorante azul directo 2: a) sin tratamiento enzimatico, y b) al término del tratamiento
con un 85.9 % de remocidn, con la enzima del chayote blogue 20.
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La cuarta posible solucion de tratamiento fue de 4 h a 37.5°C, con concentracion de
colorante de 10 a 60 mg/L, con pH entre 5.5, con dosis de perdxido de hidrégeno y de
enzima peroxidasa de 1500 pL. En la (Figura 4.44) se muestra el espectro de absorcién UV-
vis del colorante azul directo 2 con todos los bloques de la cuarta opcidn de tratamiento.
Para el seguimiento visual se tomo el bloque 12 (Figura 4.45) para la peroxidasa de soya con
un porcentaje de decoloracion del 38.9% y el bloque 37 para la enzima del chayote con un
porcentaje de 87.4% (Figura 4.46)

1.2+ L 0 min.

37.5°Ca4h

Figura 4.44. Espectros de absorcion UV-vis del colorante azul directo 2, al minuto 0 y al final del
tratamiento enzimatico de 240 min.

Figura 4.45. Seguimiento visual tomadas a diferentes intervalos de tiempos durante 240 min
(Blogue 12) para la decoloracion del colorante azul directo 2 con la enzima peroxidasa del residuo
industrial de soya se obtuvo un 38.9% de decoloracién en 4 h, con 37.5°C, con una concentracion
de enzima de 1500 pL y de peroxido de 1500 pL, a pH de 5.5 con una concentracion inicial de 35
mg/L de colorante.
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minutos

Figura 4.46. Seguimiento visual tomadas a diferentes intervalos de tiempos durante 240 min
(Bloque 37) para la decoloracion del colorante azul directo 2 con la enzima peroxidasa del residuo
industrial de soya se obtuvo un 70.5% de decoloracion en 4 h, con 37.5°C, con una concentracion
de enzima de 1500 L y de peroxido de 1500 uL, a pH de 5.5 con una concentracién inicial de 35
mg/L de colorante.

Las (Figura 4.47, Figura 4.48) muestran los espectros de absorcion UV-vis del tratamiento
enzimatico del colorante azul directo 2 los cuales se obtuvieron los mayores porcentajes de
remocion para la enzima del residuo de soya entre 38.9%. Mientras que para la enzima del
chayote se obtuvo un porcentaje de decoloracion del 87.4%.
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Figura 4.47. Colorante azul directo 2: a) sin tratamiento enzimatico, y b) al término del tratamiento
con un 38.9 % de remocidn, con la enzima del residuo indsutrial de soya bloque 12.
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Figura 4.48. Colorante azul directo 2: a) sin tratamiento enzimatico, y b) al término del tratamiento
con un 87.4% de remocion, con la enzima del chayote bloque 37.

La ultima posible solucion de tratamiento fue de 6 h a 50°C, con concentracion de
colorante de 10 a 60 mg/L, con pH entre 3.5 a 7.5, con dosis de peroxido de hidrogeno y de
enzima peroxidasa de 1000 a 2000 pL. En la (Figura 4.49) se muestra el espectro de
absorcion UV-vis del colorante azul directo 2 con todos los bloques de la segunda opcion
de tratamiento. Para el seguimiento visual se tomo el bloque 2 (Figura 4.50) para la
peroxidasa del residuo industrial de soya, para la peroxidasa del chayote se tomo el bloque
33 (Figura 4.51).
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Figura 4.49. Espectros de absorcion UV-vis del tratamiento del colorante azul directo 2, al min 0y
al final del tratamiento enzimatico de 360 min.
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Figura 4.50. Seguimiento visual tomadas a diferentes intervalos de tiempos durante 360 min
(Blogue 2) para la decoloracién del colorante azul directo 2 con la enzima peroxidasa del residuo
industrial de soya se obtuvo un 51.1% de decoloracion en 6 h, con 50°C, con una concentracién de
enzima de 2000 pL y de peroxido de 1000 uL, a pH de 7.5 con una concentracién inicial de 60
mg/L del colorante.
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Figura 4.51. Seguimiento visual tomadas a diferentes intervalos de tiempos durante 360 min
(Bloque 33) para la decoloracion del colorante azul directo 2 con la enzima peroxidasa del residuo
industrial del chayote se obtuvo un 89.6% de decoloracién en 6 h, con 50°C, con una concentracion
de enzima de 2000 uL y de perdxido de 2000 uL, a pH de 3.5 con una concentracién inicial de 10
mg/L del colorante.
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Las (Figura 4.52, Figura 4.53) muestran los espectros de absorcion UV-vis del tratamiento
enzimatico del colorante (AD2) los cuales se obtuvieron los mayores porcentajes de
remocion para la enzima del residuo de soya entre 48.1% (Bloque 2). Mientras que para la
enzima del chayote se obtuvo un porcentaje de decoloracion del 89.6% (Bloque 33).

1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
400 450 SD0 S50 600 650 700 Wawelength (nm

Figura 4.52. Colorante (AD2) a) sin tratamiento enzimatico b) al término del tratamiento con un
48.1% de remocidn, con la enzima de la soya (Blogue 2).

40 afp 7 "sbo T 7 Tefp’ T 7 Tebo T 7 "efn 7 780 7 'wawlengthmd

Figura 4.53. Colorante (AD2) a) sin tratamiento enzimatico b) al término del tratamiento con un
89.6% de remocidn, con la enzima del chayote (Blogue 33).
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La muestra se dejo en reposo 48 horas y fue centrifugada a 12000 rpm durante 5 min y se
obtuvo nuevamente su espectro de absorcion (Figura 4.54). Para determinar el porcentaje de
remocion del colorante azul directo 2 antes y después de su tratamiento enzimatico, se
monitoreo en un intervalo de tiempo de 60 min, se elimind en un 99.9% la decoloracién del
colorante como se observa en el seguimiento visual no muestra color ni sedimento (Figura
4.55, Figura 4.56).
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Figura 4.54. Espectros de absorcion UV-vis del tratamiento del (AD2), al min 0y al final del
tratamiento enzimatico 48 horas de reposo.

Figura 4.55. Seguimiento visual (Bloque 2) para la decoloracién (AD2) para el residuo industrial
de soya, con una concentracion inicial de 10 mg/L.

Figura 4.56. Segmmlento visual (Bloque 33) para la decoloracion (AD2) para el chayote con una
concentracion inicial de 60 mg/L.
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5 CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se concluye que:

+ Inicialmente se obtuvo la enzima peroxidasa a partir de dos fuentes: el residuo
industrial de soya y del fruto del chayote utilizando dos medios de soporte, anionico
y catiénico obteniendo sus bandas colorimétricas mas pronunciadas con la enzima
peroxidasa obtenida del fruto del chayote.

+ Posteriormente se determind la actividad enzimatica de la enzima peroxidasa
utilizando la técnica de la 4 amino- antipirina en donde se hallaron actividades
enzimaticas mas altas que las que presenta la literatura en los Gltimos 10 afios.

+ Asimismo se determinaron las pruebas enzimaticas evaluando el efecto del pH,
tiempo de reaccion, concentracion de peroxido de hidrogeno, concentracion de
enzima sobre el colorante azul directo 2, resultando 5 factores influyentes en el
tratamiento: temperatura, pH, tiempo de contacto, dosis de enzima y concentracion
del colorante.

+ En otro orden de ideas se evalud la toxicidad antes y después del tratamiento
enzimatico empleando Vibrio fisheri los resultados mostraron que después del
tratamiento la toxicidad incrementa para las dos enzimas peroxidasas, esto se puede
atribuir a la formacién de subproductos que pueden ser mas toxicos que el propio
colorante.

+ Finalmente se evalu6 la decoloracion del colorante azul directo 2 mediante
peroxidasas y se encnotraron altos porcentajes de remocion principalmente de la
peroxidasa proveniente del fruto del chayote.

Por lo anterior se concluye que las peroxidasas de las dos fuentes son una alternativa de
remocidn para el colorante azul directo 2.
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6 RECOMENDACIONES

+ Realizar la caracterizacion de los subproductos obtenidos en el proceso de remocion
del colorante.

+ De acuerdo a los resultados encontrados se recomienda el tratamiento enzimatico
como un tratamiento inicial para la decoloracién seguido por un tratamiento
convencional para obtener ademas de la degradacién y la eliminacion total de la
toxicidad.
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7 PRODUCTOS GENERADOS EN ESTA INVESTIGACION

> Trabajo aceptado como cartel con el tema “Decoloracion del colorante azul
directo 2 mediante dos enzimas peroxidasa”, en el IV Foro Ambiental en
la tematica Desarrollo Sustentable del Instituto Politécnico Nacional,
Meéxico, 2014 en el cual se obtuvd el primer lugar.

» Trabajo aceptado como cartel con el tema “ Decoloracion del colorante
azul directo 2 mediante enzimas peroxidasas” en el 4th International
Symposium on Enviromental Biotechnology and Engineering, México,
2014.
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Anexos

9 ANEXOS
ANEXO 1 MODELO ESTADISTICO QUE SE UTILIZO PARA LAS
DOS FUENTES DE PEROXIDASA

Tlempo de  Dosls de

Z5°C Z5°C Z50°C Z 57.5°C 50°C

Temperatura H contado enzlma
e " o an | PRUE E unl :acles horas ] u
1 1 25 7.5 ) 1000 2000 60 41.9 613
1 2 50 35 & 1000 2000 10 481 B3.E
2 3 25 7.5 & 2000 1000 60 50.6 67
z a 50 7.5 -] 2000 2000 10 43.6 60.7
3 5 50 35 6 2000 1000 10 50 87
1 1 25 3.5 2 2000 2000 10 38.5 76.6
1 7 50 35 2 2000 2000 10 47.7 364
2 2 25 35 2 1000 1000 B0 36.7 B3Z2
3 9 25 35 6 2000 1000 10 a2 8 463
a3 10 50 7.5 1) 2000 1000 10 48.8 731
11 37.5 5.5 a 1500 1500 35 36.1 784
r3 12 37.5 5.5 a4 1500 1500 35 38.9 TO0.5
3 13 25 7.5 2 2000 2000 10 35.2 77.3
L 14 25 7.5 -] 2000 2000 &0 TE.E BlS
a 15 25 75 2 1000 2000 10 46.2 15 H202
5 16 50 35 6 1000 1000 10 443 B77
5 17 25 3.5 6 1000 2000 10 45.3 529
6 18 25 7.5 ) 2000 1000 10 513 B26
7 15 25 35 & 2000 2000 10 48 B80S
z 20 50 35 2 2000 1000 60 55 B5.9
5 21 25 35 2 1000 2000 60 33.2 BE6.1
6 22 25 35 2 1000 1000 10 43.49 812
7 23 25 7.5 2 2000 1000 10 11.2 Enzlma 314
B 24 25 7.5 6 1000 2000 10 40.8 524
3 25 50 35 2 1000 1000 10 45.7 76.6
& 26 50 7.5 ) 1000 2000 60 43.6 53.6
7 27 50 7.5 & 2000 1000 60 51.1 511
9 238 25 35 -] 1000 2000 60 408 675
B 29 25 7.5 2 1000 1000 10 48 40.5
a 30 50 35 2 1000 2000 60 51.7 53
10 31 25 7.5 ) 2000 2000 10 43.7 a4
9 32 25 3.5 2 2000 1000 10 47 45
B 33 50 35 -] 2000 2000 10 56.2 EB3.2
3 34 37.5 5.5 a 1500 1500 35 37.1 735
k] ELY 25 75 2 2000 1000 B0 50.8B 739
4 36 37.5 55 a 1500 1500 35 36 B0.6
5 37 37.5 55 a 1500 1500 35 34 57.4
5 38 50 7.5 2 2000 1000 10 4.4 318
p s 35 50 35 & 2000 2000 60 55.5 55.5
11 40 25 35 ) 2000 2000 60 47.4 EBLE
& a1 50 35 2 1000 1000 60 4B.5 704
10 az 25 35 2 1000 2000 10 44.3 334
1z a3 25 35 6 1000 1000 10 56.2 854
1n a4 50 7.5 & 1000 1000 60 43.6 442
12 45 50 7.5 ) 1000 1000 10 58.5 722
13 46 25 7.5 12 1000 1000 10 41.6 B4.7
7 a7 50 75 2 1000 2000 10 514 648
11 a8 25 7.5 2 1000 1000 39.7 33
1z a5 25 7.5 2 1000 2000 60 4149 8.7
bE] 50 50 7.5 & 1000 2000 10 67.4 70.9
14 51 50 35 ) 1000 2000 60 55.4 BO.6
8 52 50 3.5 2 2000 2000 60 51.6 B4.2
15 53 50 3.5 ) 2000 1000 60 55.3 BL7
14 54 25 75 6 1000 1000 B0 543 706
15 55 25 3.5 2 2000 2000 60 313 621
16 56 50 3.5 -] 1000 1000 60 50.3 B4.2
57 50 7.5 2 2000 2000 10 48.8 43.5
10 58 50 35 2 2000 1000 10 53.3 50.3
11 59 50 35 2 1000 2000 10 39.4 50.7
17 &0 50 7.5 & 2000 2000 60 B66.5 BS.E
1z 61 50 7.5 2 2000 1000 60 453 574
13 62 50 7.5 2 2000 2000 60 43.3 63.1
14 63 50 7.5 2z 1000 1000 60 42.6 81
15 64 50 7.5 2 1000 2000 60 44.9 56.9
6 65 37.5 55 a4 1500 1500 35 32.6 B0.2
14 (13 25 75 2 2000 2000 60 50.4 176
16 -¥) 50 7.5 2 1000 1000 10 a4 a7z
15 68 25 35 2 2000 1000 60 8.7 623
15 (-] 25 35 & 1000 1000 60 35.7 562
16 70 25 35 ) 2000 1000 60 62.7 56.2
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