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RESUMEN

La presencia de compuestos recalcitrantes en efluentes,
suelos y sedimentos es un problema medioambiental de
especial relevancia. Los compuestos de baja solubilidad
tales como hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)
tienen una alta persistencia ya que, debido a sus pro-
piedades fisico-quimicas, su degradacion por las bac-
terias autoctonas se ve limitada. Con el objetivo de desa-
rrollar un sistema capaz de llevar a cabo la degradacion
de estos compuestos, se ha planteado la utilizacion de
los hongos ligninoliticos o bien sus enzimas oxidativas.
La enzima manganeso peroxidasa (MnP) promueve la
oxidacién de Mn*” a Mn®, el cual actiia como un pode-
roso agente oxidante que oxida compuestos organicos
recalcitrantes de forma inespecifica. La degradacién de
compuestos de baja solubilidad mediante la enzima MnP
requiere la adiciéon de un agente que incremente la solu-
bilidad del compuesto a fin de facilitar la accion de la
enzima. En este trabajo se plantea la adicion de disol-
ventes miscibles e inmiscibles como alternativas para
incrementar la solubilidad de un HAP modelo tal como
el antraceno de cara a su degradacién enzimatica.

Palabras clave: Hidrocarburos aromaticos policiclicos.
Biodegradacion. Reactores enzimaticos. Manganeso
peroxidasa. Disolventes.

SUMMARY

The presence of recalcitrant compounds in effluents,
soils and sediments is a relevant environmental problem.
Poorly soluble compounds, such as polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs), have high persistence to natural
bacterial degradation due to their fisico-chemical prop-
erties. Aiming to develop a system capable of degrading
these compounds, the use of ligninolytic fungi or their
oxidative enzymes has been proposed. The enzyme man-
ganese peroxidase (MnP) promotes the oxidation of Mn*
to Mn™, which acts as a powerful oxidative agent, oxi-
dizing recalcitrant organic compounds in a non-specif-
ic way. The degradation of poorly soluble compounds by
MnP requires the addition of any agent which increments

their solubility, in order to facilitate the action of the
enzyme. In this work, the addition of miscible and immis-
cible solvents is proposed, as alternatives to increment
the solubility of anthracene, as a PAH model compound,
for its enzymatic degradation.

Key words: Polycyclic aromatic hydrocarbons. Biodegra-
dation. Enzymatic reactors. Manganese peroxidase. Sol-
vents.

RESUM

La preséncia de compostos recalcitrants en efluents,
sols i sediments és un problema mediambiental d’es-
pecial rellevancia. Els compostos de baixa solubilitat,
com soén els hidrocarburs aromatics policiclics (HAPs),
tenen una alta persisténcia ja que, donades les seves
propietats fisico-quimiques, la seva degradacio6 pels bac-
teris autoctons es veu limitada. Amb I'objectiu de desen-
volupar un sistema capac¢ de portar a terme la degra-
dacié d’aquests compostos, es planteja la utilitzacié dels
fongs ligninolitics o bé dels seus enzims oxidatius.
L’enzim manganés-peroxidasa (MnP) promou I’oxidacié
de Mn" a Mn”, que al seu torn actua com un poderés
agent oxidant que oxida compostos organics recalici-
trants de forma inespecifica. La degradacié de com-
postos de baixa solubilitat mitjancant I’enzim MnP reque-
reix I’addicié d’un agent que incrementi la solubilitat del
compost per tal de facilitar I’'accié de I’enzim. En aquest
treball, es planteja I’addicié de dissolvents miscibles i
immiscibles com a alternatives per incrementar la solu-
bilitat d’'un HAP model com I’antracé de cara a la seva
degradacioé enzimatica.

Mots clau: Hidrocarburs aromatics policiclics. Biode-
gradacié. Reactors enzimatics. Manganés-peroxidasa.
Dissolvents.
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1. HIDROCARBUROS AROMATICOS
POLICICLICOS

Los compuestos recalcitrantes son, en muchos casos, un
peligro para el medioambiente, siendo considerados un
riesgo para la salud humana y animal. Son especialmente
persistentes los compuestos con baja solubilidad en agua
y alta hidrofobicidad, tales como los hidrocarburos aro-
maticos policiclicos (HAPs). Los HAPs de tres o mas ani-
llos aromaticos presentan altos coeficientes de reparto
octanol-agua, Kow, lo cual indica que tienden a adsorber-
se en particulas sélidas y acumularse en organismos'.
Algunos HAPs presentan propiedades carcinogénicas,
mutagénicas y teratogénicas agudas, pudiendo producir
tumores en algunos organismos, incluso en pequenas
dosis”.La presencia de estos compuestos se ha incre-
mentado paulatinamente en los tltimos 100-150 afios debi-
do al alto consumo de combustibles fésiles, de ahi la par-
ticular atencion que se viene prestando a los mismos®.

El origen de estos compuestos puede ser natural o antro-
pogénico (Tabla 1). En la naturaleza, uno de sus origenes
se relaciona con la pirdlisis de la madera y biomasa a alta
temperatura. Otro proceso natural ocurre durante la for-
macién de combustibles fésiles, tales como depdsitos de
carbén y petréleo, como resultado de la diagénesis (calen-
tamiento a temperatura moderada de la materia organica
durante un periodo significativo de tiempo)“. El origen
antropogénico se deriva fundamentalmente de la crecien-
te industrializacion, encontrandose como parte de mez-
clas en hollin, creosota, alquitran de carbén, petréleo, etc.

2. PROCESOS CONVENCIONALES
PARA LA ELIMINACION DE HAPs

En general cuanto mayor el peso molecular del hidrocar-
buro aromatico, mayor su hidrofobicidad, toxicidad y per-
sistencia. Otro factor que influye en la persistencia del HAP
es su «edad» en el suelo o sedimento, porque la molécula
puede permanecer en micrositios inaccesibles dentro de
la matriz sélida y por lo tanto se vea limitada su biodegra-
dabilidad®. Ademas, la asociacién de los HAPs con otros
co-contaminantes tales como metales es otro factor que
puede incrementar su persistencia en el ambiente®.

Como tratamientos terciarios se utilizan procesos fisicos
tales como adsorcién en carbon activo o membranas para
obtener un efluente de alta calidad. Aunque son procesos
muy efectivos, su implementacion se ve limitada debido a

altos costes de ejecucion y operacion”®. También se apli-
can los denominados procesos de oxidacién avanzada,
que son tratamientos quimicos de efluentes que com-
prenden ozonizacién, tratamiento con peréxido de hidré-
geno, luz UV y combinaciones de estos procesos®"".
Como ya se ha mencionado anteriormente, los HAPs se
encuentran adsorbidos a materia organica presente en
suelos y sedimentos. Los tratamientos mas utilizados para
su eliminacion consisten en su estabilizacién y enterra-
miento en vertederos, incineracién y las denominadas téc-
nicas de biorremediacion.

La biorremediacion puede definirse como cualquier pro-
ceso que utiliza biocatalizadores tales como microorga-
nismos, plantas o enzimas para recuperar zonas contami-
nadas a su condicién original. Se considera que esta
tecnologia es respetuosa con el medioambiente y econé-
micamente viable. En la Tabla 2 se presentan las distintas
tecnologias utilizadas en procesos de biorremediacion asi
como las ventajas y desventajas que presentan.

2.1. Biorremediacion con hongos de podredumbre blanca

Los hongos de podredumbre blanca difieren de otros micro-
organismos en su capacidad de mineralizar todos los com-
ponentes de la lignina (polimero polifenélico heterogéneo)
a dioxido de carbono y agua. Su nombre proviene de la
apariencia de la madera atacada por estos hongos. Las
enzimas extracelulares producidas por estos hongos tie-
nen una amplia especificidad y estan involucradas en la
transformacion y mineralizacién de contaminantes orga-
nicos estructuralmente similares a la lignina. Las enzimas
extracelulares que pueden secretar estos hongos com-
prenden tres peroxidasas (lignina peroxidasa, mangane-
so peroxidasa y peroxidasa versatil) y una fenoloxidasa
(lacasa).

En los ultimos afnos se han realizado muchos experimen-
tos para evaluar la capacidad oxidativa de los hongos de
podredumbre blanca’*". Los primeros trabajos demostra-
ron el potencial oxidativo de Phanerochaete chrysospo-
rium para eliminar compuestos recalcitrantes’?, mientras
que las investigaciones posteriores se han centrado en la
capacidad de diferentes hongos de podredumbre blanca
para eliminar tanto HAPs ligeros como pesados y la corre-
lacién con la produccion de enzimas ligninoliticas" ™. Hasta
la fecha, la mayor parte de los trabajos realizados en este
campo tratan con cultivos fangicos a escala laboratorio en
medios contaminados artificialmente. Por el contrario, exis-
ten muy pocos trabajos sobre degradacién de compues-
tos presentes en suelos reales’® o tecnologia in situ®.

TABLA |
Posibles origenes de los hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Antropogénico

de materia organica

Natural Procesos p industrial
domésticos rocesos industriales
Volcanes Tabaco Plantas energéticas Plantas de celulosa Hornos coque
Descomposicion Barbacoas Productores de Cracking catalitico Plantas de asfalto

aluminio

de petréleo (HMA)

Dep6sitos de petroleo | Emisiones de

Calderas industriales | Produccion de

Fundicion de hierro

y carbén automoviles carbon
Incendios de bosques | Calefaccion Hornos eléctricos Conservacioén Incineradoras
y maleza domeéstica madera municipales
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TABLAII
Principales caracteristicas de las diferentes tecnologias de biorremediacion.

Tecnologia Ejemplos Beneficios Limitaciones Factores a considerar
In situ Biorremediacion Efectivos econémicamente Restricciones ambientales Capacidad biodegradativa de
in situ No invasivos Tiempos de tratamiento elevados | los microorganismos autéctonos
Bioestimulacion Relativamente pasivos Dificultades de monitorizacién Presencia de metales e inorganicos
Bioventeo Atenuacion natural Parametros ambientales
Bioaumentacién Se tratan suelos y aguas Degradabilidad de contaminantes
Solubilidad quimica
Factores geologicos
Distribucion de contaminantes
Ex situ Landfarming Efectivos econdmicamente Requerimiento de espacio Ver arriba
Compostaje Bajo coste Tiempos de tratamiento altos
Biopilas Pueden realizarse on site Necesita controlar pérdidas abiéticas
Problemas de transferencia
de materia
Limitacion de biodisponibilidad
Biorreactores | Reactores slurry Cinéticas de eliminacion rapidas | Excavacion de suelos Ver arriba
Reactores en Parametros ambientales Alto coste de capital Bioaumentacion
fase acuosa optimizados Relativamente alto coste Toxicidad de aditivos
Transferencia de materia superior | operacional Concentracion toxica
Uso efectivo de indculos de contaminantes
y tensioactivos

En estos trabajos se vio que la baja disponibilidad de los
HAPs actu6 como factor limitante para la biodegradacion,
por lo que es comun utilizar surfactantes o disolventes para
incrementarla.

3. DISPONIBILIDAD DE LOS HAPs

Los surfactantes son moléculas que comprenden una frac-
cién hidrofilica y otra hidrofébica, formandose, por enci-
ma de la concentracion critica micelar, agregados de 10 a
200 moléculas que se llaman micelas. Se consideran dos
mecanismos que explicarian el aumento de disponibilidad
en presencia del surfactante: i) se incrementa la solubili-
dad del compuesto debido a la parte hidrofobica de las
micelas; ii) se favorece el transporte del compuesto a la
fase acuosa, probablemente debido a la reduccién de la
tensioén interfacial o a la interaccion del contaminante con
moléculas individuales de surfactante®.

En muchos trabajos se ha demostrado que la presencia
de surfactante no-iénicos favorecié la degradacion de los
HAPs debido a una mayor biodisponibilidad®*’. Sin embar-
go, otros autores encontraron que determinados tensio-
activos producian el efecto contrario, por lo que inhibian
la biodegradacion®®". Se sefiala como hipétesis que el
microorganismo no tiene acceso al HAP en la fase mice-
lar o que el tensioactivo podria ser utilizado por microor-
ganismos como fuente de carbono o, incluso, presentar
cierta toxicidad.

La utilizacion de disolventes organicos es otra alternativa
para incrementar la solubilidad de sustancias hidrofobicas
en varios 6rdenes de magnitud. Como potenciales des-
ventajas se destaca la complejidad inherente al proceso,
el incremento de costes, la necesidad de reciclado del
disolvente, la poca experiencia en el tema y la toxicidad
potencial del disolvente. Se ha planteado una correlacién
inversa entre el caracter hidrofébico del disolvente, expre-
sado por el logaritmo del coeficiente de reparto entre octa-
nol y agua (log Kow) y la toxicidad® . Se considera que los
disolventes con log Kow entre 1 y 5 son altamente téxicos
por su efecto devastador en las membranas celulares.

La tecnologia y las caracteristicas del sistema vendran
determinadas por el tipo de disolvente que se utilice: mis-
cibles o inmiscibles. Los sistemas monofasicos se basan
en la utilizacién de disolventes miscibles para incremen-
tar la solubilidad de substratos poco solubles, reducien-
do asi las limitaciones por transferencia de materia. Este
tipo de sistema se ha utilizado tanto con bacterias como
hongos resultando en velocidades de reaccién superiores.
Los incrementos aritméticos de concentracién de disol-
ventes miscibles incrementan de modo logaritmico la solu-
bilidad del HAP®”. Sin embargo, la cantidad de disolvente
a utilizar se ve limitada por la toxicidad del mismo en el
microorganismo. Como ejemplo, concentraciones supe-
riores al 20 % de acetona o etanol, tuvieron un efecto inhi-
bitorio en el crecimiento y accion del hongo de podre-
dumbre blanca Bjerkandera sp BOS55"°. Sin embargo,
concentraciones entre 11-21 % (v/v) incrementaron la de-
gradacién de antraceno por un factor de 2-3, completan-
dose la degradacion de 10 mg/L tras 4 dias.

Los sistemas bifasicos consisten en dos fases inmiscibles:
organica y acuosa. La fase organica transfiere el sustrato
toxico a la fase acuosa en concentraciones sub-inhibito-
rias, permitiendo incrementar la transferencia de materia
de substratos poco solubles en agua®" ®. El sistema es
auto-regulable, ya que el transporte del contaminante a la
fase acuosa se rige por el coeficiente de reparto entre las
dos fases y la velocidad de consumo del cultivo®. La degra-
dacién de HAPs en reactores bifasicos se llevé a cabo con
cultivos bacterianos puros o mixtos®*®, Como ejemplo, un
cultivo de Sphingomonas aromaticivorans permitié la degra-
dacién completa de 4 HAPs a una velocidad de 90 mg/L-h
en un reactor bifasico®. Por otro lado, no existen referen-
cias de degradacion en sistemas bifasicos con hongos de
podredumbre blanca.

4. PROCESOS ENZIMATICOS

La utilizacién de enzimas en tecnologias medioambienta-
les presenta ciertas ventajas con respecto a la utilizacién
de microorganismos:
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i) Las enzimas pueden ser activas bajo una gran variedad
de condiciones, tales como pH, fuerza iénica o tempe-
ratura;

ii) Pueden mantenerse concentraciones elevadas de con-
taminante sin darse inhibicion enzimatica;

iii) Se reducen los tiempos operacionales y se eliminan los
periodos de latencia debido al crecimiento microbiano;

iv) La composicién del medio es mas sencilla y los reque-
rimientos enzimaticos son bajos, si la enzima puede ser
recuperada;

v) El control del proceso es mas simple;

vi) No se producen lodos.

Por el contrario, las principales limitaciones que tienen que
considerarse para favorecer la eficacia del proceso son el
coste de la produccion de la enzima y su inestabilidad debi-
do a cambios en condiciones ambientales.

La enzima que se utilice para la degradacion de compuestos
recalcitrantes deberia presentar un elevado potencial de
oxidacion y de ionizacién, asi como una accién inespeci-
fica, lo cual permitiria degradar no sélo un compuesto en
particular, sino una gran variedad de ellos, tal como los
que se presentan en suelos o efluentes contaminados.
Teniendo en cuenta que la interaccién de la enzima y el
substrato podria verse limitada por el tamano del bioca-
talizador, seria deseable el uso de enzimas que difundan
facilmente o que actiien a través de mediadores. Ademas,
es preferible el uso de enzimas extracelulares debido a
que su produccion es mas sencilla y econémica. La enzi-
ma ligninolitica MnP cumple todas estas caracteristicas,
y por esto se ha venido utilizando en procesos in vitro para
la eliminacién de compuestos recalcitrantes. La utilizacién
del crudo enzimatico en lugar de la enzima purificada es
un requerimiento necesario en la aplicacién en ingenieria
ambiental, debido al alto coste que supondrian los proce-
sos de purificacion®”

4.1. Degradacion in vitro de contaminantes mediante MnP

El primer paso para una aplicacion con éxito del proceso
enzimatico, es conocer el comportamiento del biocatali-
zador, con respecto a los cofactores y cosubstrates impli-
cados en el ciclo catalitico. MnP presenta un ciclo catali-
tico similar a otras peroxidasas, involucrando una oxidacién
de 2 electrones. Sin embargo, MnP es Unica en su capa-
cidad de oxidar Mn*. El ciclo comienza mediante una oxi-
dacion de la forma férrica por medio de una molécula de
H:0., de manera que se genera una forma oxidada de la
enzima (compuesto I), con un estado de oxidacién dos
niveles superior a la forma nativa, y una molécula de agua.
El compuesto | se reduce posteriormente por medio de la
oxidacién de Mn™, generandose Mn* y el compuesto Il, en
un estado de oxidacién superior al de la enzima original.
Por ultimo, se produce una nueva reduccion de la enzima
hasta recuperar la forma férrica. Esta nueva reduccion
implica la oxidacion de otro Mn'* a Mn™. El compuesto I,
en exceso de H:0:, da lugar a una forma inactiva de la enzi-
ma (compuesto lll). Los iones Mn"® son inestables en medio
acuoso, si bien pueden estabilizarse en presencia de aci-
dos organicos tales como oxalico y malénico, y el com-
plejo Mn*-acido organico asi formado acttia como un fuer-
te agente oxidante (1,54 V) de bajo peso molecular y de
facil difusion.

Las enzimas ligninoliticas, y entre ellas MnP, se han veni-
do utilizando para la eliminacion in vitro de compuestos
organicos, xenobiéticos y contaminantes industriales, tales
como tintes, fenoles, HAPs, insecticidas o compuestos
nitroaromaticos, asi como para el biopulpeo y bioblanqueo
en la industria de papel"®* (Tabla 3).

En el caso especifico de compuestos de baja solubilidad
acuosa, la degradacion in vitro presenta la necesidad de
algun compuesto que haga mas disponible el substrato a

la enzima. La utilizacién de disolventes, surfactantes y
micelas reversas son los sistemas mas ampliamente utili-
zados para reducir las limitaciones de transferencia de
materia en reactores enzimaticos.

Desde un punto de vista clasico, es dificil visualizar enzi-
mas catalizando reacciones en presencia de disolventes
organicos, porque tradicionalmente su adicion se realiza-
ba para la precipitacién o desnaturalizacién de la protei-
na. Esta nocién simplistica es erronea, ya que numerosas
enzimas, incluyendo lipasas, esterasas o deshidrogena-
das funcionan en ambientes hidrofébicos naturales™”, y
por tanto, no es sorprendente que las enzimas puedan ser
cataliticamente activas en sistemas con disolventes orga-
nicos. La catalisis enzimatica en disolventes organicos se
ha desarrollado ampliamente en las ultimas décadas,
abriendo un nuevo campo de aplicaciones biotecnologi-
cas de los biocatalizadores* . La utilizacién de estos sis-
temas presenta como mayor ventaja una mayor solubili-
dad del contaminante hidrofébico y, aunque se considera
una alternativa prometedora para los procesos de des-
contaminacion, la mayor parte de los trabajos de catdlisis
enzimatica en presencia de disolventes se refieren a enzi-
mas hidroliticas“*. La utilizacién de enzimas mas com-
plejas, tales como las ligninoliticas, que requieren co-subs-
tratos y cofactores especificos para completar el ciclo
catalitico, es un campo muy poco explorado™”.

El presente trabajo se centra en el tratamiento enzimatico
de un compuesto recalcitrante de baja solubilidad en agua,
seleccionando un HAP, antraceno, como compuesto mode-
lo. El principal objetivo de esta investigacion es la utiliza-
cion de disolventes organicos en reactores enzimaticos
para incrementar la disponibilidad del HAP y por tanto, su
degradacién por MnP. Se han utilizado dos tecnologias
para este tratamiento: la primera consiste en un reactor
monofasico con mezclas disolvente miscible:agua y la
segunda trata con reactores bifasicos, en presencia de un
disolvente inmiscible en agua.

5. REACTORES ENZIMATICOS MONOFASICOS

La utilizacién de disolventes miscibles en agua presenta
como ventaja que no existen limitaciones difusionales en
el medio, puesto que se trata de un sistema monofasico.
Otra ventaja de este sistema radica en que se evitala con-
taminacién por microorganismos, ya que disolventes con
valores de log Kow comprendidos entre 1,5 y 4 se consi-
deran altamente toxicos“”. Por otro lado presenta una serie
de limitaciones, como la recuperacion del disolvente para

TABLAII

Degradacion in vitro de contaminantes organicos
mediante la enzima manganeso peroxidasa.

Toxico Especie Referencia
TNT Nematoloma forwardii| 58
Phlebia radiata 59

Organocloruros P. chrysosporium 60

Efluente planta blanqueo | P. chrysosporium 61
Tintes sintéticos B. adusta 62
P. chrysosporium
B. sp BOS55 63, 64
HAPs P. chrysosporium 15, 65-67
N. forwardii 68
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una posible reutilizacién o para evitar su presencia en el
efluente, que seria posible mediante procesos de separa-
ciéon del tipo evaporacion u otras técnicas similares.
Ademas, la retencion de la enzima en el reactor es impor-
tante en la operacién en continuo, por lo que habria que
considerar un método fisico (membranas) o quimico (inmo-
vilizacion) para evitar pérdidas de enzima en el efluente.
La primera etapa para considerar la degradacién de antra-
ceno en medios con disolventes miscibles es la seleccion
del disolvente y la concentracion a utilizar*®. En primer
lugar se preseleccionaron 4 disolventes por su disponibi-
lidad, coste y seguridad: etanol, metanol, acetona y metil-
etil-cetona. Los factores que se tuvieron en cuenta para la
seleccién final del disolvente mas adecuado fueron: i) solu-
bilidad de antraceno en las mezclas con distintas canti-
dades de agua:disolvente a las temperaturas de trabajo y
ii) estabilidad de la enzima en esas mezclas. Este altimo
factor es crucial en la operacién en reactores enzimaticos
monofasicos, y se ha visto que los disolventes hidrofilicos
tienen una mayor tendencia a retirar agua vinculada a la
molécula de enzimay, por lo tanto, dan lugar a mayor inac-
tivacion enzimatica™.

En la Tabla 4 se muestran las concentraciones de disol-
vente necesarias para disolver 1, 10 y 100 mg/L de antra-
ceno a 20 y 30 °C. Todos los disolventes permitieron disol-
ver la totalidad de antraceno afadido (1,25 g/L) en
concentraciones de 100 %. El disolvente que produjo una
mayor solubilizacién fue metil-etil-cetona, pero a concen-
traciones superiores a 30 % (v/v) se producia una separa-
cion de fases. El metanol fue el disolvente que disolvié en
menor medida antraceno y en general ambos alcoholes
fueron peores que las cetonas en términos de incremen-
to de solubilidad de antraceno.

Teniendo en cuenta las concentraciones de disolvente
necesarias para disolver 10 mg/L de antraceno a 20 °C,
se estudio6 la inactivaciéon de la enzima procedente de
Bjerkandera sp. BOS55 en esas mezclas (Figura 1). Se
observé que el disolvente que provocé una mayor inacti-
vacion de la enzima fue el metanol, lo que coincide con
otros estudios, y resulté ser el disolvente mas hidrofilico
(log Kow: -0,72). De entre los 4 disolventes estudiados, se
seleccion6 acetona a 36 % (v:v) ya que incrementa la solu-
bilidad del antraceno 143 veces y por su baja interaccién
con el crudo enzimatico (a esa concentracion de acetona,
la enzima se mantenia estable en incubaciones de 24 h).
Ademas, concentraciones de acetona tan elevadas como
el 90 % v/v sélo producian una leve inactivacion de la enzi-
ma, al contrario de lo que se podria presuponer, ya que
tras 22 h se mantuvo el 90 % de la actividad inicial.

Una vez seleccionado el disolvente se llevo a cabo la opti-
mizacion del proceso de degradacion de antraceno en
reactores en discontinuo durante 2 h*®. Se evalué el efec-
to de parametros que afectan al ciclo catalitico (tales como
H.0:, acido orgénico y Mn*) y parametros ambientales

TABLA IV

Concentracion de disolvente necesaria para mantener
disuelto 1, 10 y 100 mg/L de antraceno a 20 °C.

Concentracion de disolvente (%)

Disolvente 1 mg/L 10 mg/L | 100 mg/L
MEK 17 27* ND
Acetona 21 36* 53
Etanol 31 44* 64
Metanol 37 55* 76

ND: determinado
*Concentraciones utilizadas en posteriores experimentos.

(tales como temperatura, presencia de oxigeno y luz). En
el caso de los parametros relacionados con el ciclo cata-
litico, tal como se muestra en la Tabla 5, se vio que el pero-
xido de hidrégeno y el acido organico tenian un efecto
doble. Por un lado concentraciones altas favorecian una
degradacién mayor, pero por otro lado, producian una pér-
dida de actividad mayor. El coste mayor de los reactores
enzimaticos suele estar asociado al coste de la enzima, y
por eso es muy importante mantener la estabilidad del
catalizador para lograr la viabilidad de la operaciéon del
reactor enzimatico. Por este motivo, para tener en cuenta
el coste asociado al biocatalizador, se defini6 la eficacia
como la relacién de cantidad de substrato eliminado por
unidad de enzima inactivada. La combinacién de la efica-
cia, junto con una minimizacion del consumo de reactivos,
se utilizé para la seleccién de las condiciones mas favo-
rables para la degradacién de antraceno.

De los parametros ambientales, la temperatura tuvo una
mayor influencia en la eficacia, puesto que temperaturas
altas daban lugar a una inactivacion rapida de la enzima.
La presencia de una atmosfera de oxigeno también favo-
recio la degradacion de antraceno. Los experimentos en
discontinuo permitieron optimizar el proceso, obteniendo
una degradacion total de 5 mg/L de antraceno tras 6 h de
operacion con las siguientes condiciones: 5 umol/L-min
de H:0:, 20 mM de malonato sédico, 20 uM de Mn*, a tem-
peratura ambiente, atmosfera de oxigeno y con luz (Figu-
ra 2a). En ausencia de atmosfera de oxigeno y las mismas
condiciones anteriormente descritas, se alcanz6 una degra-
dacion casi completa tras 8 h de reaccion (Figura 2b). Si
se comparan estos datos de degradacién con los obteni-
dos por otros autores en condiciones similares (Tabla 6),
se observa una notable mejora en la velocidad de degra-
dacion, que es todavia mayor si se compara con experi-
mentos en los cuales se prescinde de mediador, en los
que la velocidad es 4,6 veces mayor™

A partir de los resultados obtenidos en los ensayos dis-
continuos se seleccionaron los parametros operacionales
mas adecuados para la degradacion de antraceno en con-
tinuo, pero previamente se estudiaron distintas estrategias
de operacion, fed-batch y semi-continuo, para realizar un
ajuste de la cinética del proceso. El reactor enzimatico en
continuo, con un tiempo de residencia de 12 h, se operé
a distintas velocidades de adicién de enzima, compro-
bandose que la actividad dentro del reactor fue determi-
nante en la extension de degradacion (Figura 3). El reac-
tor se operé por mas de 100 h, obteniendo una eliminacion
del 90 % en la ultima etapa de operacion, coincidiendo
con la mayor actividad enzimatica dentro del reactor. En
cuanto a la cinética del proceso, ésta se ajusté a un mode-

120

100

80

60

40

Actividad MnP (%)

20

0 T . .
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (h)

Figura 1. Estabilidad de la enzima MnP en mezclas disol-
vente: agua. Simbolos: * control sin disolvente; B 36 %
acetona; * 27 % metil-etil-cetona; ¢ 44 % etanol; 55 %
metanol.
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TABLAYV

Efecto de la modificaciéon de los parametros involucrados en el ciclo catalitico de MnP sobre la degradacion
de antraceno en reactores monofasicos.

Malonato Mn* H:0: Veloc. degradacion Veloc. pérdida Eficacia
(mM) (uM) (uM/min) (uM/h) actividad (U/L-h) (umol/U)
1 100 25 1,23 57 0,022
1 100 5 1,37 23 0,059
1 100 1 0,43 8 0,056
1 20 5 1,41 30 0,047
10 20 5 4,12 61 0,068
20 20 5 5,81 70 0,083
30 20 5 5,87 76 0,077
30 1~ ° - 240 250
. 25 ] Q + 200 200
s3 a R g
22 2 160 2 Z 150 &
25 g o 2 s
35 15 120 S 3 B
£7 o £ 100 2
<Z 10 teo 32 * g
<C 3 50
<
5 - 40
0
0 T 0
0 1 2 3 4 5 6 Tiempo (h)

Antraceno (uM
Antraquinona (uM)

Tiempo (h)

Actividad MnP (U/L)

Figura 2. Degradacion completa de antraceno (H), forma-
cion de antraquinona (A) y actividad MnP (0) en un expe-
rimento en discontinuo en presencia de atmésfera de oxi-
geno (a) y en ausencia de la misma (b).

TABLA VI

Comparacion de estudios de degradacion de
antraceno mediante MnP en medios con disolventes
miscibles en agua

Disolvente Agente Veloc degradacion. | Referencia
mediador
40 % acetona - 0,96 50
5% DMF* - 0,33 69
5% DMF - 0,70 68
5% DMF 5mM GSH' 1,15 69
5% DMF 5mM GSH 2,34 68
36% acetone - 4,40 48

* dimetil-formamida

" glutation

Figura 3. Ajustes (—) y datos experimentales de antrace-
no (M) y actividad MnP (0) en un reactor en continuo duran-
te cuatro etapas con distintas velocidades de adicién de
enzima: I) 36 U/L-h; Il) sin adicion; 11l) 50 U/L-h; IV) 75 U/L:h.

lo de primer orden con respecto al substrato, una funcién
autocatalitica con respecto a los productos de oxidacion
y una funcién sigmoidal con respecto a la concentracion
de enzima presente en el reactor (Ecuacion 1).

-(e+f-P)-S Ec. 1

r.= a+#
< 1+c-exp(—d-E)>

La pérdida de actividad se ajusté a un modelo de primer
orden tal como se ha descrito tradicionalmente en biblio-
grafia®®. Con respecto a la enzima se vio que activida-
des enzimaticas por debajo de 100 U/L limitaban en gran
medida la eficacia de degradacion. Sin embargo, activi-
dades por encima de ese valor, no producian ninguna mejo-
ra notable en la degradacion. El ajuste, tanto del perfil de
antraceno como la actividad enzimatica durante las cua-
tro etapas del reactor en continuo se muestra en la Figura 3.

6. REACTORES ENZIMATICOS BIFASICOS

Los reactores bifasicos constan de una fase organica inmis-
cible en agua, en la que se encuentra el contaminante en
la concentracion deseada, y de una fase acuosa en la que
se encuentra la enzima asi como los cosubstratos y cofac-
tores necesarios para completar el ciclo catalitico (Figura 4).
El disolvente sirve como depésito de antraceno, y se trans-
fiere el mismo a la fase acuosa mediante un equilibrio ter-
modinamico. Alli se produce la catalisis enzimatica, oxi-
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dando antraceno presente en el medio acuoso. Una de las
ventajas de la operacion de reactores bifasicos fue que se
logré operar con cantidades mayores de contaminante que
en el reactor monoféasico, puesto que la solubilidad de
antraceno en el disolvente puro es mucho mayor que en
la mezcla acetona:agua. Ademas es posible la recupera-
cion y posterior reutilizacion de la enzima, asi como del
disolvente, evitando asi un problema medioambiental.

En primer lugar se seleccion6 el disolvente méas apropia-
do para la operacion del reactor bifasico. Un disolvente
adecuado debe presentar las siguientes caracteristicas:
poco soluble en agua, baja volatilidad e inerte para la enzi-
ma, es decir, que no se oxide por la accién del cataliza-
dor. Ademas, el coeficiente de reparto de antraceno en
cada disolvente y la interaccién de la enzima con el disol-
vente son otros factores clave. En primer lugar, para selec-
cionar el disolvente mas adecuado, se evaluo el coeficiente
de reparto de antraceno entre disolventes inmiscibles en
agua de diferente naturaleza: aceites minerales, aceites
vegetales, alcoholes, hidrocarburos, etc. De entre 15 disol-
ventes evaluados se seleccionaron dos para un posterior
estudio: el de menor coeficiente de reparto (aceite de sili-
cona log Ksw=3,7) y el de un coeficiente intermedio (dode-
cano log Ksw=4,5). Se evitaron los coeficientes de repar-
to elevados porque en esos casos el

antraceno esta presente en grandes

cantidades en la fase organica, lo

cual prolongaria de forma excesiva 05

Disolvente

Fase acuosa

Enzima

Figura 4. Esquema de un reactor enzimatico bifasico para
la degradacion de antraceno, asi como los procesos fisi-
co-quimicos implicados.

el tiempo de tratamiento e incluso
podria tener un efecto negativo sobre
la degradacién al encontrarse el com-
puesto de forma preferente y en gran
medida en la fase organica®™ .

A continuacion, se estudio la inacti-
vacion de la enzima provocada por
el contacto con el disolvente a dis-
tintas velocidades de agitacién. Al
aumentar la agitacion se aumenta el
area de interfase de la enzima con el
disolvente, provocando, en muchos
casos, una mayor inactivacion en- 0,04
zimatica®. De ambos disolventes, 1
aceite de silicona fue el que provo-
c6 una menor inactivacion sobre la
enzima para todas las velocidades
de agitacién (7, 61 y 138 U/L-h para
400, 600 y 800 rpm, respectivamen-
te) de modo que se seleccion6 para
los experimentos posteriores.

Del mismo modo que para los reac-
tores monofasicos, se optimizaron
los factores implicados en el ciclo catalitico de la enzima:
H.0., acido organico y pH (Figura 5)®. De entre las velo-
cidades de adicién de H:0., 5 umol/L-min fue la seleccio-
nada para alcanzar mayor eficacia, velocidad coincidente
con la aplicada en reactores monofasicos. Sin embargo,
en estos experimentos se vio que el pH aumentaba nota-
blemente. Para evitar este aumento de pH y favorecer una
mayor estabilidad enzimatica, se incrementé la concen-
tracién del tampén, malonato sédico, hasta 66 mM. Sin
embargo, la estabilidad sélo fue posible cuando se pro-
cedio al control de pH a 4,5 mediante la adicion de acido
malénico, aumentandose la eficacia en este caso un 53 %.
Llegados a este punto podria compararse la velocidad
media de degradacion obtenida en reactores bifasicos con
respecto a la de reactores monofasicos, observando que
en el primer caso es inferior a los resultados en presencia
de disolventes miscibles (2,36 y 4,40 uM/h, respectiva-
mente). La limitaciéon podria deberse a una insuficiente
transferencia de materia desde la fase organica a la acuo-
sa, condicionando, de ese modo, la velocidad de degra-

0,4 1

0,3 1

0,2

0,1

Velocidad de degradacion (mg/L-h)

tores bifasicos.

5

H,0, (uM/min)

0,08

r 0,06

0,04

Eficacia (mg/U)

0,02

+ 0,00

15 25 10 33 66 10 * 5*

Malonato (mM)

Figura 5. Efecto de la modificaciéon de la velocidad de adicién de H.O. y con-
centracion de malonato sédico a pH libre y controlado (*) sobre la velocidad de
degradacion de antraceno (barras blancas) y la eficacia (barras grises) en reac-

dacién enzimatica. Tal como se describe en bibliografia,
la transferencia de materia se ve favorecida cuanto mayor
la superficie de contacto, controlando, en muchos casos,
la velocidad de degradacion en reactores bifasicos® *.
El area interfacial se define segun la Ecuacion 2:

6-¢
dsm

a= Ec. 2

Por lo tanto, se lograria aumentar el area interfacial, bien
incrementado la fraccién de disolvente (¢) o bien dismi-
nuyendo el diametro de las gotas (d.=), que podria hacer-
se por un aumento de la velocidad de agitacion.

Se realiz6 un diseno de experimentos para evaluar el efec-
to de la agitacion y la fraccion de disolvente, y para ello se
consideraron velocidades de agitacién entre 200 y 300 rpm
(agitaciones menores no producian emulsion, y superio-
res, del orden de 400 rpm, daban lugar a una inactivacién
de la enzima casi inmediata)®™. El incremento de ambos
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factores tuvo un efecto positivo sobre la degradacién de
antraceno debido a que se aumenté el area interfacial y
por lo tanto su difusion, pero por otro lado afectd negati-
vamente a la actividad (Tabla 7). La eficacia de degrada-
cion fue 6ptima para un 30% de aceite de silicona y 300
rpm: 0,243 mg/U (Figura 6). Experimentos sobre la linea de
ascenso no incrementaron la eficacia, debido a que la pér-
dida de actividad se vio incrementada pero sin mejorar la
degradacién de antraceno.

Finalmente se model6 el comportamiento del reactor bifa-
sico para la oxidaciéon enzimatica de antraceno. Inicial-
mente, se determinaron los coeficientes de transferencia
de materia, en experimentos a distintas agitaciones (50 a
300 rpm) y fraccién de disolvente (10-30 %) y en ausencia
de enzima. A partir de los resultados se obtuvo una corre-
lacion empirica de forma sigmoidal para cada fraccién de
disolvente y agitacién, de modo que los maximos coefi-
cientes de transferencia de materia se hallaban entre 200
y 300 rpm, coincidente con la formacion de la emulsién en
el reactor. Una vez conocidos los coeficientes de transfe-
rencia de materia, la aplicacion de los correspondientes
balances a la fase organica y la acuosa permitié obtener
los parametros cinéticos y por lo tanto, se obtuvo el mode-
lo que ajusté el comportamiento del reactor bifasico para
cada condicién de fraccion de disolvente y velocidad de
agitacion. La cinética se ajusté a una ecuacién de primer

TABLA VII

Coeficientes de regresion del diseno de experimentos
2 factorial para las tres funciones objetivo (F.O.)
consideradas

F. O. bo* bs b. bi.
Velocidad de degradacion | 0,969 | 0,333 | 0,337 (0,239
Velocidad de inactivacién | 6,24 | 1,26 | NS NS
Eficacia 0,152 (0,026 | 0,054 | 0,026

* bo: ordenada en el origen, b:: coeficiente de regresion de
la velocidad de agitacion, b.: coeficiente de regresion de la
fraccion de disolvente, bi.: coeficiente de regresién de
la interaccion de la velocidad de agitacion y fraccién de di-
solvente

NS: no significativo

400
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o R |

80

0 12 24 36 48 60 72
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Figura 6. Perfiles de antraceno (M) y actividad enzimatica
(0) durante la operacién de un reactor con 30 % de acei-
te de silicona y a una velocidad de agitacién de 300 rpm.
El ajuste del perfil de antraceno al modelo propuesto se
muestra mediante la linea continua.

orden y autocatalitica con respecto a los productos, tal
como se describié anteriormente en los reactores mono-
fasicos. Las constantes cinéticas se obtuvieron por un ajus-
te de minimos cuadrados a partir de los experimentos en
discontinuo, con lo que se pudo modelar y predecir la con-
centracién de antraceno para distintas condiciones de agi-
tacion y de fraccion de disolvente. En la ecuacién cinéti-
ca se evitd la incorporacion de un término enzimatico
debido a que en los experimentos se mantuvo la actividad
enzimatica por encima de 100 U/L, por lo que la degrada-
cién no se vio limitada por la enzima. La figura 6 muestra
el ajuste del modelo propuesto a los datos experimenta-
les obtenidos a 300 rpom y con 30 % de disolvente.

CONCLUSIONES

Este trabajo presenta dos tecnologias de caracter inno-
vador y de amplia aplicacion en el campo medio-ambien-
tal. La utilizacién de reactores monofasicos con disolven-
tes miscibles para la degradacién de compuestos poco
solubles ya habia sido presentada por otros autores, si
bien la investigacién se basaba principalmente en la deter-
minacién de los substratos oxidados por la enzima, sin
realizar la optimizacion del proceso. La optimizacion de la
degradacion de antraceno mediante MnP logré resultados
de degradacién superiores a los obtenidos por otros auto-
res. En el caso de los reactores enzimaticos bifasicos se
presenté un esquema innovador, puesto que hasta el
momento sélo se conocian reactores microbianos bifasi-
cos para la degradacién de compuestos poco solubles, y
los reactores enzimaticos existentes se centraban en pro-
cesos de sintesis de compuestos organicos. Las ventajas
que presenta este sistema, tales como la posibilidad de
reutilizacion del disolvente y/o de la enzima, lo hacen muy
atractivo para la aplicacion a otros compuestos poco solu-
bles y de caracter recalcitrante.
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