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RESUMEN

Se aborda el estudio de un sistema de eliminacion de colorantes fendlicos catalizado por
hematin como biomimético de HRP. Se presentan estudios de actividad, optimizacion de las
condiciones operativas de reaccion, analisis de los productos de decoloracion y produccion
de oxigeno. Estos permitieron confirmar: la accion degradativa de hematin; la inactivacion
provocada por H202; y la generacion de oxigeno. Para lograr catalizadores heterogéneos
activos, se optimizo el proceso de inmovilizacion de hematin sobre quitosano. Un estudio

cinético tedrico-experimental permitid establecer una analdgia entre el mecanismo del

biomimético y el de HRP, con produccion de radicales fenolicos y radicales Oz

17



Catalizadores enzimadticos y biomiméticos soportados para la eliminacion de colorantes modelo de soluciones acuosas

ABSTRACT

A system for removing phenolic dyes, catalyzed by hematin as HRP biomimetic is studied.
Analysis of activity, degradation products, oxygen generation and optimization of reaction
conditions are presented. Hematin degradation mechanism, inactivation by H202, and
oxygen generation were evidenced. In order to obtain active heterogeneous catalysts, the
immobilization process of hematin over chitosan, was optimized. A theorical -experimental
kinetic studied permitted stablished an analogy between biomimetic and HRP mechanism,

producing phenolic and O:" radicals.
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RESUMO

Aborda-se o estudo de um sistema de eliminacao de corantes fenolicos catalisado por
hematina como biomimético de HRP. Apresentam-se estudos de atividade, otimizacao das
condi¢des operacionais de reacao, andlise dos produtos de descoramento e producao de
oxigénio. Estes permitiram confirmar: a acao degradante da hematina, a desativacao
provocada pelo H202 e a geracao de oxigénio. Para conseguir produzir catalisadores
heterogéneos ativos se otimizou o processo de imobilizacao de hematina em quitosana. Um
estudo cinético tedrico-experimental permitiu estabelecer uma analogia entre o mecanismo

do biomimético e o do HRP com producao de radicais fendlicos e radicais Oz .

19
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Infroduccion

1.1. Compuestos fendlicos

Dentro de la categoria de compuestos fendlicos se encuentran aquellos compuestos
organicos que contienen al menos un grupo hidroxilo (HO—) enlazado directamente a un
anillo aromatico. Cuando las estructuras se componen por mas de un HO—- fendlico se
denominan polifenoles. Los compuestos fenolicos son, en su mayoria, de origen natural. Se
reportan como metabolitos secundarios cumpliendo importantes tareas en los procesos
biologicos de distintos vegetales y animales, asi como en la regulacion de ciclos de

nutrientes del suelo (Gianfreda, lamarino, Scelza, & Rao, 2006).

Las propiedades fisico— quimicas de los compuestos fenolicos dependen de su naturaleza
aromatica y de los hidroxilos presentes en las moléculas, asi como de la interaccion entre
estos ultimos. La formacion de enlaces puente hidrogeno infer e intfra— moleculares es
importante en estos compuestos. Los enlaces infra— moleculares reducen la reactividad del
grupo hidroxilo, su solubilidad en solventes polares y su capacidad de formar ésteres y
éteres. Los infer— moleculares, por su parte, aumentan los puntos de fusion y la solubilidad
(en solventes polares). Por otro lado, los anillos aromaticos confieren caracteristicas
particulares a los grupos alcoholes. Los fenoles presentan una acidez mayor a la de los
alcoholes alifaticos debido a la estabilizacion de los aniones por formacion de estructuras
mesoméricas. La acidez de los compuestos fenolicos depende, a su vez, de la naturaleza de
los sustituyentes del anillo aromatico y de la posicidn que estos ocupan en las moléculas
(Wilfred Vermerris, 2006).

Un aspecto importante de la quimica de los compuestos fendlicos esta relacionado a su
oxidacion. Las oxidaciones de estos compuestos pueden producirse por abstraccion de un
atomo de hidrégeno y consecuente formacidn de un radical libre. Las estructuras
aromaticas de los fenoles confieren estabilidad a los radicales formados mediante la
deslocalizacion del electrdn desapareado. Este tipo de estructuras aromaticas son
susceptibles a procesos de auto— oxidacidn por exposicion a factores como la luz y el Oz con
etapas diferenciadas de reaccion de iniciacion, propagacion y terminacion de radicales
libres. Hay dos vias de terminacidn posibles para los radicales libres formados durante estos
procesos de oxidacion: (1) reacciones de recombinacion con formacion de estructuras
condensadas (Wilfred Vermerris, 2006); u (2) oxidacion hasta su completa mineralizacion
a COzy H20 (Liotta, Gruttadauria, Di Carlo, Perrini, & Librando, 2009). Existen distintos
factores que pueden influir en la oxidacion de los fenoles como lo son por ejemplo, la
naturaleza y la posicion de los sustituyentes en los anillos aromaticos. La presencia de

sustituyentes dadores de electrones (como —CHs) acelera las velocidades de oxidacion,
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mientras que sustituyentes aceptores de electrones disminuyen las velocidades de oxidacion

de estos compuestos (Gianfreda et al., 2006).

El fenol y sus derivados sustituidos constituyen una importante rama de compuestos
contaminantes. Es posible detectarlos en efluentes de industrias textiles, papeleras y
curtiembres, entre otras; o en el suelo y el aire como residuos de actividades agricolas. El
fenol, como compuesto modelo, ampliamente estudiado y posee efectos relevantes sobre la
salud (Canada, 1999). La sobreexposicidon al mismo provoca comas, convulsiones, cianosis
y muerte. Afecta el funcionamiento del higado, los rinones, los pulmones y el sistema
vascular (Busca, Berardinelli, Resini, & Arrighi, 2008). Ademas, los compuestos fenolicos
poseen distintos grados de actividad estrogénica, la cual causa un desbalance hormonal que

puede resultar en cancer de mama en las mujeres (Wilfred Vermerris, 2006).

1.1.1 Colorantes Industriales

Dentro de los compuestos fendlicos los colorantes industriales representan un gran grupo.
Desde su descubrimiento en 1856, los colorantes industriales son ampliamente utilizados.
El tenido de fibras textiles es una de sus principales aplicaciones, ademas de ser empleados
en las industrias del cuero, del papel, de la pintura y en la fabricacion de tintas para
impresion, entre otras. El uso de los colorantes sintéticos se encuentra fuertemente ligado al
crecimiento de la industria textil. La produccion mundial de estos compuestos fue de 1 x
106 ton solo en 1990 (Hunger, 2003). Las industrias textiles, quimicas y farmacéuticas,
entre otras, producen grandes cantidades de efluentes coloreados. La liberacion de estos
efluentes representa un enorme problema ambiental, no solo por la coloracion de los
mismos, sino porque, ademas, disminuyen los niveles de oxigeno de los rios y lagos,

confieren alta toxicidad y cardacter mutagénico al agua (Weisburger, 2002).
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Tabla 1.1. Caracteristicas de los colorantes clasificados seguin su modo de aplicacion (Clark, 201 1; Hunger, 2003; Waring & Hallas, 1990).

Tipo Fibrasen Interaccion con la Estructura quimica Auxiliares Pérdidas con = Comportamiento
que se utiliza fibra el efluente ante el enjuague
%)
Acidos/ lana, seda Fuerzas idnicas Los acidos son sales de La tela se trata Acidos: Interaccion
Basicos sodio de grupos sulfénicos previamente con 5-20 reversible: poco
y los basicos son sales de  4cidos o bases segun Basicos: estable ante el
amonio cuaternario. corresponda 0-5 lavado
Generalmente azoicos
Directos algodon, Enlaces puente Colorantes azoicos con Electrolitos para 5-30 Interaccion débil:
rayon hidrogeno varios grupos azo. disminuir la se pueden eliminar
solubilidad del en el lavado
colorante y favorecer
interaccién con la
fibra.
Dispersos Poli¢ster Dipolo — dipolo,  Antraquinona con grupos Agentes dispersantes 0-10 Interaccion débil:
Van der Waals, amino e hidroxilo. se pueden eliminar
puente de en el lavado
hidrdgeno
Mordientes  lana, seda Formacién de un Antraquinonas Sales metalicas para 2-10 Interaccion fuerte:
complejo principalmente y en menor formar quelatos durabilidad ante el
proporcion azoicos con (0xidos de cromo y lavado
grupos hidroxilo. aluminio)
Tina algodon, Dipolo — dipolo, Antraquinonas. Reductor: Na28204, 5-20 Insolubles en agua:
rayon Van der Waals, Oxidante: H202, pH soportan lavados
puente de alcalino
hidrégeno
Reactivos algodon, Covalente Azoicos, antraquinonas, pH alcalino, sales 10 - 50 Enlace fuerte:
rayon ftalocianinas confiere solidez al
lana,seda, lavado
poliamida

poliéster
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Existen dos formas de clasificar los colorantes industriales: segun su estructura quimica o
segun sus formas de aplicacion. La clasificacion basada en la estructura es la mads
apropiada, otorga informacion acerca de las propiedades de una serie de colorantes. No
obstante, la clasificacion segun usos o formas de aplicacion es la mas usada por el Colour
Index (Colourist, 1971). En la Tabla 1.1 se presenta la clasificacion segun sus usos, junto a
las fibras textiles sobre la cual se aplican, y la estructura quimica a la que pertenecen. La
nomenclatura estandarizada de los colorantes se encuentra establecida en el Colour Index y
se constituye por: el modo de aplicacion, el color y una secuencia de numeros; por ejemplo,
C.I. Acid Yellow 3 o C.1. Basic Blue 41. Ademas se asigna a cada colorante un codigo de 5

numeros (Hunger, 2003).

Las estructuras moleculares de los colorantes se caracterizan por poseer un grupo de
atomos llamado cromoforo, que les confiere la capacidad de generar color (dos Santos et al.,
2007). Debido a los colores que son capaces de generar y a que las fibras en las que se
emplean son las dos de mayor importancia (algoddn y poliéster), las familias de colorantes

mas utilizadas son azoicos y antraquinénicos.

1.2. Industria textil

La principal industria productora de efluentes coloreados es la textil. La cadena productiva
incluye las etapas de preparacion de las fibras, hilado, tejeduria y tenido. Estas etapas
pueden estar integradas en una misma planta industrial o en ocasiones, pueden emplazarse
en distintas instalaciones fabriles. En nuestro pais las actividades de hilado y tejeduria se
localizan cerca de la region de obtencion de la fibra en el Noreste Argentino, mientras que

el teniido se ubica cerca de las industrias de indumentaria en los grandes centros urbanos.
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1) PREPARACION DE LAS FIBRAS

)

2) HILADO

)

A) Cardado y peinado

‘ B) Hilado y bobinado

C) Eng

omado

3) TEJEDURIA

C 4) TENIDO/ ACABADO

‘ A) Tratamientos previos

.

C

Chamuscado

D

v

Desencolado

Descrude

A

C
C
C

Mercerizado

D
D
D

Blanqueo

B) Proceso de tintura

C) Acabado

&>

Esquema 1.1. Esquema de operaciones de una industria textil. En amarillo se marcan las

etapas que generan efluentes coloreados.
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Las etapas que forman parte de la industria textil y aquellas que producen efluentes

coloreados se detallan en el Esquema 1.1.

1.2.1 Efluentes textiles

La composicion de los efluentes industriales es dependiente de la actividad y las
caracteristicas particulares de la industria que los genera. No obstante, existen una serie de
parametros que permiten una rapida caracterizacion de los mismos, como lo son: solidos en
suspension, pH, temperatura, Oxigeno disuelto, Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO), entre otros. Los valores de pH, temperatura y
Oxigeno disuelto presentan una gran importancia por su efecto sobre los ecosistemas
acuaticos en los cuales se disponen finalmente los efluentes industriales. La modificacion
del pH de los causes de agua naturales altera las caracteristicas microbioldgicas de las
mismas, mientras que el aumento de la temperatura disminuye la cantidad de oxigeno
disuelto. El ensayo de DQO otorga informacion de la cantidad de materia organica e
inorganica susceptible ser oxidada por accion de un oxidante fuerte, y se mide en mg/I de
oxigeno equivalentes. Por su parte, la DBO indica la cantidad de materia organica
susceptible de ser degradada por accion microbiana aerobia, medida en mg/1 de oxigeno
consumido. Los valores de DQO incluyen a la DBO, pero otorgan informacion adicional
correspondiente a la presencia de compuestos no biodegradables presentes en los efluentes

liquidos (Ramalho, 1990).

Las caracteristicas de los efluentes generados en las industrias textiles se presentan en la
Tabla 1.2, junto a una descripcion de las etapas productivas de las cuales se liberan (C. P.
de I. S. y C. del A. (CEPIS), 1994; C. P. de 1. S. y C. del ambiente (CEPIS), 1997). Los
parametros como la DBO, DQO, el pH y la coloracién de los efluentes textiles son muy
variables, en funcion de cada tecnologia en particular (dos Santos, Cervantes, & van Lier,
2007).

De las distintas etapas que generan efluentes, la etapa de teniido es la que mayormente
contribuye al volumen de descarga liquida de una industria textil, representando alrededor
del 65% del efluente global (Bandala, 2002).
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Tabla 1.2. Etapas productivas de la industria textil en las cuales se liberan efluentes, y las

caracteristicas de los mismos.

Etapa

Descripcion

Efluente

Chamuscado o

quemado

El tejido se expone a una llama de gas
para quemar fibras protuberantes que
puedan ocasionar un tenido no

uniforme.

Agua de lavado final con algunos
solidos sedimentables. De bajo

impacto ambiental.

Desencolado

Se remueve el agente de encolado para
mejorar la afinidad de las fibras a los
tintes y sustancias auxiliares. El
proceso puede ser un lavado en
caliente para encolados solubles y
degradacion 4acida o enzimaética para

insolubles.

Aporta el 50% del valor de la
DBO del efluente global, debido a
los agentes de encolado (almidon,

alcohol polivinilico,
carboximetilcelulosa) y enzimas
utilizadas (desencolado

enzimatico).

Descrude

Sirve para eliminar los aceites
(naturales y de procesado), ceras,
pectinas y otras impurezas remanentes
en los tejidos. Para lograrlo se utiliza
disoluciones de NaOH con

tensioactivos en caliente.

Contribuye en gran medida a la
DBO (pero en menos de un 50%)
Y al pH.

Mercerizado

Tratamiento especifico de la fibra de
algodon. Permite incrementar la
resistencia a roturas, lustre y la
afinidad de los colorantes. Se utilizan
banos con muy altas concentraciones
(20 a 30%) de NaOH

pH elevado del orden de 11 a 14,
debido al NaOH remanente no

recuperado.

Blanqueo

Se remueve el color indeseado de
algunas fibras. Para tal fin se trata el
material textil con H202, hipoclorito

de sodio NaClO o clorito de sodio

NaClO: y tensioactivos.

Agentes blanqueadores y
tensioactivos remanentes. AOX
(halogenos organicos
absorbibles) si se utiliza NaClO o
NaClO; debido a la presencia de

cierto porcentaje de cloro.

Tenido

La materia textil entra en contacto con
una disolucion o dispersion de
colorante, absorbiéndolo y

reteniéndolo en mayor o menor

Alta carga DBO y DQO debido a
colorantes y auxiliares de tenido.
pH alcalino y temperaturas

cercanas a 30° C. Elevada
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medida. coloracion.
Acabado Incluye una serie de operaciones Alta DQO debido a tensioactivos
quimicas y mecanicas a las que se catidnicos y resinas acrilicas
someten los tejidos para darles
especificaciones finales deseadas.

1.3. Métodos de tratamiento de efluentes

El desarrollo de sistemas de tratamiento de efluentes resulta ser de gran y creciente interés;

considerando el peligro que significa la liberacion de contaminantes al ambiente. Existen en

la actualidad distintas tecnologias aplicadas al tratamiento de efluentes que difieren en la

naturaleza del tratamiento empleado, una clasificacion de este tipo se presenta en el

Esquema 1.2. Las principales técnicas disponibles para la decoloracion de efluentes de la

industria textil, se pueden agrupar en tres grandes grupos: tratamientos fisicos, quimicos y

biologicos.

Fisicos

»

Quimicos

»

Fe*2-H,0,

Bioquimicos

White-rot fungi

Enzimaticos

M

Peroxidases-H,0,
Laccases-O, »

Tyrosinases-O,

Fotocatalisis

Destilacion
Extraccion L-L
Adsorcion

03
Hzoz

uv
Tio,

ixed bacterial
cultures
anaerobic

Biomiméticos

Esquema 1.2. Distintas tecnologias aplicadas al tratamiento de efluentes, clasificadas seguin

su naturaleza.
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1.3.1 Tratamiento Fisicos

Los tratamientos fisicos se basan en la transferencia de los contaminantes de una fase a otra.
Los mismos son de naturaleza no destructiva. Los métodos de filtracion y adsorcion son los
mas aplicados. Dentro de los adsorbentes mas empleados, el carbdn activado es uno de los
mas comunes, sin embargo presenta algunos inconvenientes que incluyen sus altos costos
de obtencion y una inactivacion de aproximadamente el 10% en cada regeneracion térmica
(dos Santos et al., 2007). Se han reportados buenos rendimientos de la adsorcion con
carbén activado, no obstante estos dependen de la naturaleza de los contaminantes y
requieren el agregado de de grandes cantidades de adsorbente (Robinson, McMullan,
Marchant, & Nigam, 2001). Con objeto de disminuir estos inconvenientes, distintos
materiales, como zeolitas, resinas poliméricas, cenizas, bentonitas, entre otros, han sido
estudiados como adsorbentes (dos Santos et al., 2007). Las zeolitas presentaron bajas
capacidades de adsorcion, no obstante el empleo de resinas de intercambio idnico presentd
buenos rendimientos. Sin embargo, estas ultimas no son aptas para todo tipo de colorantes,
y la eficiencia del tratamiento dependerd, por lo tanto, del tipo de resina utilizada y de la

afinidad de la misma con los colorantes estudiados (dos Santos et al., 2007).

Los métodos que emplean membranas incluyen a la ultrafiltracion, la nanofiltracion y la
Osmosis inversa. Su utilizacion en tratamientos de efluentes textiles, permite tratar efluentes
de la etapa de tenido, ademds de los efluentes de las etapas de mercerizado y blanqueo. Sin
embargo, estas tecnologias requieren de altos costos de inversion y mantenimiento. Ademas
producen concentrados de contaminantes que deben ser posteriormente tratados (Husain,
Husain, & Kulshrestha, 2009).

1.3.2. Tratamientos Quimicos

Tratamientos de coagulacion— floculacion (los cuales son procesos de naturaleza
fisico— quimica) son empleados comunmente en procesos de tratamientos de efluentes.
Existen reportes de altas eficacias de eliminacion de colorantes dispersos y sulfurados. Sin
embargo, los colorantes de tipo reactivo, directos, dcidos y de tina forman agregados de
baja calidad que presentan una mala deposicion (dos Santos et al., 2007). Sumado a esto,

los procesos suelen ser caros por el uso de reactivos de alto costo.

Los tratamientos quimicos implican la transformacion de los contaminantes por accion de

un agente oxidante, que comunmente es Oz, H202 y MnO4 2. Dentro de los tratamientos
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quimicos, merecen especial consideracion los procesos de oxidacion avanzada (en inglés:
Advanced Oxidation Processes AOPs). Los mismos se caracterizan por oxidar los
compuestos recalcitrantes y de gran toxicidad logrando importantes disminuciones de la
DQO (dos Santos et al., 2007). Se conocen como AOPs a procesos de oxidacion que
implican la generacion de radicales hidroxilo (OH?) capaces de interaccionar con los
compuestos organicos del medio. En estos procesos se emplean catalizadores de Fe, Mn y
TiO2 en presencia o ausencia de fuentes de radiacion para generar los radicales hidroxilos a
partir de ozono o perdxido de hidrégeno (Busca et al., 2008). Los reactivos, asi como las
fuentes de radiacion son costosos y su maximo potencial de decoloracion es alcanzado
cuando se los acopla a otros tratamientos, como adsorcion o tratamientos bioldgicos, a fin
de conseguir la maxima economia del agente oxidante (Rodriguez Fernandez- Alba A.,

Rosal Garcia, Dorado Valino, Villar Ferndndez, & Sanz Garcia, 2001).

El método Fenton es uno de los AOPs mds estudiados y consiste en la generacion del radical
hidroxilo por medio de la reaccidn entre el idn ferroso (Fe*?) y H20:. Los inconvenientes de
esta técnica son variados, siendo el mds importante la sensibilidad que presenta al pH del
medio, con un intervalo dptimo de aplicacion entre 3 y 6, lo que implica la necesidad de
corregir los valores de pH de los efluentes proveniente de la etapa de tintura (pH entre 9 y
11) (Babuponnusami & Muthukumar, 2014; dos Santos et al., 2007). Por otro lado, los
productos de la reaccidn de oxidacidn, como los son los acidos orgdnicos, eliminan al Fe+?
del ciclo catalitico debido a su capacidad para formar complejos. Se suman a estos
inconvenientes, la necesidad de eliminar el catalizador de los efluentes tratados (Rodriguez
Fernandez- Alba A. et al., 2001). Asimismo, diferentes técnicas de inmovilizacion del Fet?
han sido exitosas en la disminucion de estos problemas de aplicacion (Babuponnusami &
Muthukumar, 2014). Ademds, el empleo de luz ultravioleta y visible, asi como la
sonicacién permitieron aumentar las eficiencias de estos tratamientos, a expensas de
aumentar los costos de operacion (Bagal & Gogate, 2014; Rahim Pouran, Abdul Aziz, &
Wan Daud, 2015). El empleo de luz para aumentar la produccion de radicales inorgdnicos

durante los procesos Fenton, constituye una de las dreas mas estudiadas.

1.3.3 Tratamiento Bioldgicos

Los procesos de naturaleza bioldgica incluyen tratamientos con bacterias u hongos en
condiciones aerdbicas y anaerdbicas. Enzimas mono y di—oxigenasas presentes en
diferentes bacterias son capaces de catalizar la escision de estructuras aromaticas por
incorporacion de Oy (Saratale, Saratale, Chang, & Govindwar, 2011). Este tipo de enzimas

requieren de cofactores dadores de electrones, como NADH y NADPH. Sin embargo,
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colorantes con grupos azo, o sustituyentes que contengan nitrdégeno o grupos sulfénicos
resultan recalcitrantes para este tipo de tratamientos debido a su resistencia a las
oxigenasas (Claus, Faber, & Konig, 2002), por lo que estos tratamientos no consiguen
eliminar el color en la mayoria de los casos (Jafari, 2012; Méndez-Paz, Omil, & Lema,
2005). Una solucion a este problema se obtiene combinando tratamientos anaerdbicos con
tratamientos aerobicos. Existen, por otro lado, reportes en la literatura de la eliminacién de
colorantes azoicos mediante especies de Pseudomonas que contienen enzimas aerdbicas azo

reductasas (Zimmermann, Gasser, Kulla, & Leisinger, 1984; ZIMMERMANN, 1982).

Los tratamientos anaerdbicos, por su parte, producen la ruptura de las estructuras de los
colorantes por reduccion. El mecanismo de reduccion de azocolorantes da lugar a la
generacion de aminas aromaticas no coloreadas, pero de elevada toxicidad y
mutagénicidad. Debido a estas consideraciones, en la eliminacidén de colorantes azoicos
resulta conveniente el uso secuencial de procesos anaerobios y aerobios. De esta manera,
los productos toxicos generados mediante un tratamiento anaerobio, pueden ser oxidados

posteriormente en un proceso acrobio convencional (F. P. Van Der Zee et al., 2003).

En condiciones aerobicas, las principales enzimas relacionadas a la degradacion oxidativa
de contaminantes son: peroxidasas y fenoloxidasas (lacasas y tirosinasas). Las enzimas
peroxidasas catalizan la oxidacion de estructuras aromaticas en presencia de HzOz. Por su
parte, las lacasas y tirosinasas catalizan la oxidacion de fenoles y demds compuestos

aromaticos, en presencia de Oz.

Los hongos poseen la capacidad de liberar exoenzimas, lo cual los hace muy atractivos para
su aplicacion en sistemas de tratamiento de efluentes. Dentro de este tipo de tratamientos,
especial atencidon se merecen los hongos de la pudricion blanca (en inglés: white rot fungi-
WREF) (Figura 1.1), los cuales producen un poderoso sistema de enzimas oxidativas conocido
como sistema enzimatico lignolitico (en inglés: Lignin— Degrading Enzyme System—1LDS),
que les confiere la capacidad de transformar una gran variedad de contaminantes
orgdnicos (Gianfreda et al., 2006; Wesenberg, Kyriakides, & Agathos, 2003). Este sistema
enzimatico se compone por lacasa, Lignina Peroxidasa y Peroxidasa de Manganeso. Es
posible encontrar en la bibliografia numerosos estudios de decoloracion mediante
tratamiento con WRF (Dhillon, Kaur, & Brar, 2012; Hailei et al., 2009; Khelifi, Ayed,
Bouallagui, Touhami, & Hamdi, 2009; Selvam, Swaminathan, & Chae, 2003; Senthilkumar,
Perumalsamy, & Janardhana Prabhu, 2014; Wesenberg et al., 2003).

Los tratamientos biologicos, en general, requieren del ajuste de las condiciones del efluente

a tratar: pH, temperatura y nutrientes esenciales para el desarrollo de la biomasa (Forss &
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Welander, 2011). Requieren elevados tiempos de tratamiento y en ocasiones se necesitan
grandes superficies para llevar a cabo este tipo de degradacion. Ademas, la expresion de las
enzimas encargadas de la eliminacion de contaminantes no es constante en el tiempo, sino
que depende la fase de desarrollo de los microorganismos y de los posibles inhibidores que
pueda contener el efluente a tratar (Husain et al., 2009). Los procesos aerdbicos, por su
parte, implican un aumento de los costos de operacion en la necesidad de aireacion. Cabe
destacar también que este tipo de tratamientos generan problemas de disposicion final de

los lodos producidos.

Figura 1.1. Hongos de la pudricidn blanca. Izquierda: Phanerochaete Chrysosporium.

Derecha: Tramefes Versicolor.

1.3.4 Tratamientos enzimaticos

El afan por aumentar las eficiencias alcanzadas mediante los tratamientos bioldgicos da
lugar a la purificacidn y estudio de sistemas enzimaticos de plantas, bacterias u hongos y
sus potenciales aplicaciones en la degradacion de contaminantes coloreados. Las enzimas,
ademas de ser potentes catalizadores, son capaces de eliminar compuestos recalcitrantes, en
condiciones mds extremas de pH, temperatura y concentracioén que los sistemas biologicos

de los cuales son aisladas (Duran & Esposito, 2000).

Varias enzimas pertenecientes a la clase de las oxidoreductasas (EC 1), estdn siendo
estudiadas para remover compuestos fendlicos de efluentes industriales (Hunger, 2003).
Estas enzimas catalizan reacciones de transferencia de atomos de hidrogeno, oxigeno o
electrones entre moléculas (Chaplin & Bucke, 1990). La Figura 1.2 muestra estructuras
tridimensionales de tres enzimas oxidativas ampliamente estudiadas. Lacasas y tirosinasas

presentan Cu en sus sitios activos, mientras que las peroxidasas presentan Fe.
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Figura 1.2. Estructuras tridimensionales de: a) Lacasa de Bofrytis aclada (Osipov E, 2014).
b) Tirosinasa de hongo (abPPO4) (Mauracher SG, 2014). ¢) Peroxidasa de rabano picante
(HRP) (Carlsson GH, 2005).

Las lacasas catalizan reacciones de acoplamiento oxidativo y formacién de productos
poliméricos, a partir de la formacién de radicales fendlicos (ver Figura 1.3). Son enzimas
multi— cupricas en las cuales los atomos de cobre presentes en la enzima se clasifican como
Cu tipo 1, 2 y 3, y juegan un importante rol en la actividad catalitica. Estas enzimas son
capaces de reducir Oz a H20, oxidando a sustratos fendlicos, y aminas aromaticas o
alifaticas (Kudanga, Nyanhongo, Guebitz, & Burton, 2011). El cobre tipo 1 se ubica en el
sitio en donde se produce la oxidacién e interviene en la captura y transferencia de

electrones, mientras que los de tipo 2 y 3 participan en la reduccion de O (Kudanga et al.,
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2011; Monteagudo, Duran, & Lopez-Almoddvar, 2008). La posibilidad de formar
productos de acoplamiento que puedan separarse fisicamente del medio de reaccion y la
gran variedad de sustratos susceptibles a ser oxidados por estas enzimas favorecieron el
estudio de sus potenciales aplicaciones industriales (Kudanga et al., 2011). Existen
numerosos reportes de la aplicacion de lacasas en el tratamiento de efluentes provenientes
de la industria textil (Bollag & Myers, 1992; Chivukula & Renganathan, 1995; Hublik &
Schinner, 2000; Kudanga et al., 2011; Russo & Giardina, 2008; R. Xu, Zhou, Li, & Zhang,
2013).

- Cpror

Lacasa |- Cull) R
cul) R
oo
Cu(ll
Lacasa “) R
Cu(l) R

At es
| R

Figura 1.3. Reaccion de oxidacion de azocolorantes catalizada por Lacasa (Cordoba,
Magario, & Ferreira, 2014) (Chivukula & Renganathan, 1995).

Las tirosinasas se conocen como polifenol oxidasas o catecolasas. Catalizan reacciones de o-
hidroxilacion de monofenoles con Oz. Los o—bifenoles producidos, luego de una posterior
deshidrogenacion forman o—quinonas, las cuales polimerizan por vias no enzimaticas
(Figura 1.4). Estas enzimas se inhiben en presencia de CO (Duran & Esposito, 2000;
Gianfreda et al., 2006). Distintos autores presentaron estudios de tirosinasas inmovilizadas
en distintos soportes para su aplicacion en reacciones de formacion de quinonas (Sun,
Payne, & Moas, 1992; Sun & Payne, 1996; Wada, Ichikawa, & Tatsumi, 1993). Estos
reportes mencionan la posible inactivacion de la enzima por interaccion con los productos

quinonicos (Duran & Esposito, 2000).
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Figura 1.4. Reacciones de hidroxilacion de catecol y posterior deshidrogenacion, catalizada

OH

por tisosinasa.

1.4. Peroxidasas

Las peroxidasas (EC 1.11.1) son enzimas que oxidan compuestos fenolicos y aminas
aromaticas, empleando H2O2 como agente oxidante. El fundamento de la catalisis de estas
enzimas, asi como el de las lacasas, se basa en facilitar la abstraccion de H de los grupos —
OH o —NH con la consecuente formaciéon de radicales libres orgdnicos. Estos radicales
pueden asi combinarse por un proceso conocido como polimerizacion oxidativa, lo que
facilita la posterior eliminacion de los contaminantes (Gianfreda et al., 2006). Se pueden
clasificar, segun las caracteristicias de su sitio activo, en: hemo peroxidasas, peroxidasas de
vanadio y peroxidasas no metalicas (Husain et al., 2009). Las hemo peroxidas poseen
ferri— protoporfirina IX como grupo prostético (Figura 1.5). De las seis posiciones de
coordinacion del Fe, cuatro se encuentran ocupadas por los cuatro dtomos de nitrdgeno del
anillo pirrdlico. La quinta posicion, conocida como sitio proximal, se ocupa por un grupo
imidazol perteneciente a un residuo de histidina; mientras que la sexta posicion, el sitio
distal, permanece vacante en el estado nativo de estas enzimas y se corresponde con el sitio
en donde ocurre la reaccion (H B Dunford, 1999). Estas enzimas pueden ser de origen
vegetal, tales como la peroxidasa de soja (SBP) y la peroxidasa de rdbano picante (HRP); y
de origen fungico como cloroperoxidasa (CPO), lignina peroxidasa (LiP) y Manganeso
peroxidasa (MnP) —que presenta Mn'!! en lugar de Felll en su sitio activo—. Los mecanismos
de accion, condiciones Optimas de operacion y posibles aplicaciones, han sido ampliamente
estudiadas (Bodalo, Gomez, Gomez, Bastida, & Maximo, 2006; Duran & Esposito, 2000;

Hamid & Khalil ur, 2009). Existen en la literatura vastos estudios de degradacion de
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compuestos fenolicos, entre ellos colorantes, empleando este tipo de enzimas solubles e

inmovilizadas en soportes solidos (Husain et al., 2009).

exposed
heme edge

Figura 1.5. Estructura de la ferri-protoporfirina IX, grupo prostético de HRP (Veitch, 2004).

MnP es una enzima sintetizada por hongos de la pudricidon blanca, la cual depende de la
presencia de Mn*2, el cual induce su produccion y actividad. Estudios de degradacion de
compuestos fendlicos permitieron obtener buenos resultados de actividad catalitica de la
enzima aislada (Durdan & Esposito, 2000; Husain et al., 2009). La polimerizacién de
guaiacol, o— cresol y 2,6— dimetoxifenol, entre otros sustratos fenolicos y aminas aromaticas
catalizada por esta enzima dio lugar a la obtencidn de polimeros cuya masa molecular varid
entre 1000 y 1500 (Iwahara & Honda, 2000). Estas polimerizaciones fueron llevadas a
cabo en presencia de elevados volumenes de cosolventes (Husain et al., 2009). Soluciones
de diferentes colorantes azdicos como Congo Red, Naranja G y Naranja IV fueron

decoloradas exitosamente por MnP (Cheng et al., 2007).

Otra de las enzimas constituyentes de los sistemas lignoliticos, producidos por WRF es LiP.
La misma es una hemoproteina glicosilada que posee un elevado potencial redox, lo cual le
otorga la capacidad de oxidar una gran cantidad de compuestos mediante mecanismos de
formaciéon de radicales libres no especificos (Pointing, 2001). Estas enzimas lignoliticas
poseen la capacidad de transformar compuestos recalcitrantes en sustancias susceptibles a

ser mineralizadas (transformadas en COz y H20) (Husain et al., 2009).

Estudios de decoloraciones del azocolorante Reactive brilliant Red K— 2BP catalizados por
MnP, LiP y una mezcla de ambas permitieron comprobar que la actividad enzimatica es
altamente dependiente de la estrategia de alimentacion de H2O2 empleada, debido al grave

problema de inactivacion por peroxido que sufren las peroxidasas (Yu, Wen, & Qian,
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2005). Los resultados obtenidos por estos autores demuestran que la decoloracion fue

sensible al pH del medio, siendo dptima a valores de pH cercanos a 3.

Las peroxidasas de plantas mas utilizadas son HRP y SBP. Ambas son capaces de eliminar
fenoles con rendimientos similares en condiciones suaves de temperatura y pH (Bddalo et
al., 2006). Ambas enzimas sufren inactivacion por H202. Ademas, pueden ser inactivadas
por ataque de los radicales libres formados durante el ciclo catalitico, o por adsorcion a los
productos poliméricos (Husain et al., 2009; Wagner & Nicell, 2002). Estudios comparativos
concluyeron en que SBP es menos activa que HRP, pero menos sensible a la inactivacion por
productos (Bodalo et al., 2006). Sumado a esto, SBP presenta actividad en un rango de pH
mayor al de HRP, y un canal de acceso al sito activo de mayor tamano lo que le permite
aceptar mayor variabilidad de sustratos que HRP (Kamal & Behere, 2008; Ryan, Carolan, &
O’Fagain, 2006). Estas caracteristicas, sumadas a los menores costos de obtencién de SBP, la
convierten en una alternativa atractiva para su implementacion en sistemas de tratamiento

de efluentes (Ryan et al., 2006).

1.4.1 Peroxidasa de Rabano Picante

La peroxidasa de rdbano picante o HorseRadish Peroxidase (HRP) (Armoracia rusticana) en
particular la isoenzima C 6 HRP— C, ha sido objeto de estudio exhaustivo. La posibilidad de
la produccion de la enzima recombinante, la elucidacion de la estructura tridimensional
por rayos X y la descripcion de los intermediarios en el ciclo catalitico de la enzima
permitieron importantes avances en la comprension de la relacidon estructura— funcion de
esta enzima. HRP tiene capacidades probadas de eliminacion de compuestos fenolicos de
soluciones acuosas (Husain et al., 2009; Pirillo, Einschlag, Ferreira, & Rueda, 2010a; Pirillo,
Garcia Einschlag, Rueda, & Ferreira, 2010a; Reihmann & Ritter, 2006; Ryan et al., 2006;
Saidman, Rueda, & Ferreira, 2006; Wagner & Nicell, 2002; Q. Xu, Mao, Liu, Zhu, & Sheng,
2006).

La estructura polipeptidica de HRP se compone por 308 aminodcidos y dos tipos de centros
metalicos: Fe(Il) protoporfirina IX (grupo hemo) y dos atomos de calcio. El grupo hemo se
une a la proteina por un enlace coordinado en la quinta posicion del Fe con el residuo
His170 de la enzima. El segundo sitio axial de coordinacion (sexta posicidn) se encuentra
desocupado en el estado basal de la enzima, disponible para formar un enlace con H20;
durante el ciclo catalitico. Los atomos de calcio se encuentran enlazados a la enzima
mediante una red de enlaces puente hidrdgeno y la pérdida de los mismos se traduce en la

perdida de actividad y estabilidad térmica de la enzima. La estructura secundaria de la
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enzima se compone principalmente de a—hélices y pequenias porciones de laminas B (ver

Figura 1.2.c) (Veitch, 2004).

La Figura 1.6 presenta el espectro UV— Visible de HRP en solucion acuosa de buffer fosfato
pH 7, 0.1 M. Se observan en el espectro el pico caracteristico de absorcion de las proteinas
a 280 nm, y la banda soret de HRP a 403 nm, con un hombro a 380 nm caracteristico de
Fe(III) pentacoordinado. La relacion de la absorbancia a 403 nm sobre 280 nm se conoce
como reinheitzahl (RZ) o purity number y debe hallarse entre 3.0 y 3.4 en el caso de
preparaciones de HRP de elevada pureza (H B Dunford, 1999). Del espectro de la Figura
1.5, RZ toma el valor de 7, lo cual puede deberse a la formacién de agregados de proteinas
en un medio de buffer, asi como también la adsorcion de iones pertenecientes al buffer
empleado (M L Foresti & Ferreira, 2005).

La polimerizacidon de fenoles y aminas aromadticas catalizada por HRP ha sido ampliamente
estudiada. Las aplicaciones estudiadas de peroxidasas en descomposicion de fenoles
incluyen la detoxificacion de suelos y de soluciones acuosas. Klibanov y colaboradores
emplearon por primera vez HRP en la eliminacion de fenol de soluciones acuosas, con
perdxido de hidrdgeno como oxidante obteniendo resultados exitosos (Klibanov & Morris,
1981; Klibanov, Tu, & Scott, 1983). No obstante, HRP mostrd signos de inactivacion

durante la reaccion.

Diferentes estudios presentan evidencia de distintos mecanismos de inactivacion de HRP:
(1) coordinacion improductiva de H20O2 (Baynton, Bewtra, Biswas, & Taylor, 1994; H B
Dunford, 1999; Hiner et al., 2001); (2) interaccion de la enzima con intermediarios
radicalarios de reaccidon (Q. Huang, Tang, & Weber Jr, 2005; J A Nicell & Wright, 1997;
Wagner & Nicell, 2002); y (3) adsorcion de los productos oligoméricos de reaccion sobre el
sitio catalitico y bloqueo (Husain et al., 2009; J A Nicell, Saadi, & Buchanan, 1995; Wagner
& Nicell, 2002).
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Figura 1.6. Espectro UV-Visible de HRP en solucion buffer fosfato pH 7, 0.1 M.

El efecto de la naturaleza de los sustratos sobre las caracteristicas de los
oligdmeros/polimeros obtenidos por precipitacion ha sido objeto de analisis de diferentes

estudios (Jian, Taylor, Huixian, Biswas, & Bewtra, 1994; Kobayashi & Higashimura, 2003).

Un gran numero de frabajos de investigacion se han propuesto como objetivo el
mejoramiento, la optimizacion y el aumento de la actividad enzimatica de HRP en la
eliminacion de fenol y derivados fendlicos (Bddalo et al., 2006; Curvetto et al., 2006a;
Hamid & Khalil ur, 2009; Q. Huang et al., 2005; Nazari, Esmaeili, Mahmoudi, Rahimi, &
Moosavi~-Movahedi, 2007; Saidman et al., 2006). El agregado de aditivos, como
polietilenglicol, quitosano o cationes metalicos, como niquel (Ni*?) demostraron ser
efectivos en la disminucion de la inactivacion (Hamid & Khalil ur, 2009; Q. Huang et al.,
2005; Nazari et al., 2007). Los aditivos poliméricos se adhieren a los productos
condensados de reaccidn favoreciendo su precipitacion. Wu y colaboradores demostraron
que la adicion de polietilenglicol al medio de reaccidon promueve su interaccion con los
productos poliméricos de reaccion protegiendo de esta manera a la enzima (Wu, Taylor,
Biswas, & Bewtra, 1997). Por otro lado, valores de pH ligeramente dcidos del medio de
reaccion producen la neutralizacion de los polifenoles —cuyos valores de pKa son menores
al de los fenoles de partida—, disminuyendo su solubilidad (Bdédalo et al., 2006; Wagner &
Nicell, 2002).

La capacidad de HRP de eliminar compuestos fendlicos permitié el estudio de la aplicacion

de este sistema a compuestos de mayor complejidad, como lo son los colorantes industriales.

Existen en nuestro grupo de investigacion antecedentes de decoloracion de soluciones de

Alizarina, Negro de Eriocromo R y Fluoresceina mediante el empleo de HRP y H202 (Pirillo,
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Finschlag, et al., 2010a; Pirillo, Garcia Einschlag, et al., 2010a; Pirillo, Rueda, & Ferreira,
2012). HRP demostro su capacidad de degradar los tres colorantes estudiados a compuestos
de menor peso molecular, para lo cual los radicales orgdnicos productos de la oxidacion
catalitica inician reacciones de degradacion, en lugar de las reacciones de acoplamiento
que tienen lugar para los radicales fenoxilos (Pirillo, Einschlag, et al., 2010a; Pirillo, Garcia
Einschlag, et al., 2010a).

El estudio de los productos de reaccidon que permanecen en solucidon es importante cuando
se persigue degradar contaminantes mediante su descomposicion quimica. La medida de la
toxicidad de las soluciones luego del tratamiento propuesto constituye un indicador clave
de la efectividad de los procesos de bioremediacion de efluentes. Wagner y colaboradores
estudiaron la toxicidad de soluciones fenolicas luego del tratamiento con HRP (Wagner &
Nicell, 2002). Los resultados reportados indican que la toxicidad de las soluciones tratadas
disminuye abruptamente con un agregado extra de H20: al medio de reaccion, asi como
también con el agregado de quitosano como aditivo. Existen también reportes de la
toxicidad remanente de soluciones tratadas con HRP/H20:, de los colorantes Remazol
Turquoise Blue G y Lanaset Blue 2R empleando organismos como bioindicadores. En este
estudio se evaluo la toxicidad sobre Daphnia magna (crustaceo cuyo tamano vadede 1 a 3
mm, ampliamente utilizado en técnicas de bioensayos) de las soluciones de colorantes sin
tratar y tratadas, demostrando una clara disminucion de la misma (Wagner & Nicell,
2002). No obstante, similares estudios empleando Arfemia salina (crustaceo branquidpodo)
no presentaron disminucion en los valores medidos de toxicidad (Ulson de Souza,

Forgiarini, & Ulson de Souza, 2007).

1.4.2 Mecanismo catalitico de HRP

El mecanismo catalitico de HRP fue estudiado en profundidad, incluyendo los
intermediarios participantes y la funcién de los aminodcidos claves en las reacciones que
tienen lugar durante la oxidacion de compuestos fendlicos. El conjunto completo de
reacciones catalizadas por HRP en presencia de H20:2 y sustrato organico reductor se
presentan a continuacion. Ademas, el Esquema 1.3 presenta las reacciones principales del
ciclo catalitico de HRP y los cambios en el sitio activo que implican la conformacién de un
nuevo intermediario, mientras que el Esquema 1.4 incluye todas las reacciones que pueden

tener lugar durante la oxidacion.

Ey Ep

1
aa)Por Fe) + H,0, = (aa)Por *FelV) =0 + H, .
Por FeUD + H,0 Por *FeW) = 0 + H,0 (1.1)
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Eq Eq
2
(aa)Por *Fe) = 0 + PhOH - (aa)Por Fe) — OH +Ph0O"* (1.2)
Eqy Eo
3
(aa)Por FeV) — OH + PhOH - (aa)Por FeD +Ph0O* + H,0 (1.3)
Ep Eo
4
(aa)Por *Fe(V) = 0 + H,0, — (aa)Por FeUD +0, (1.4)
E; Eq
5
(aa)Por *FeUV) = 0 + H,0, » (aa)Por FeV) — OH +HO," (1.5)
Eq Enr
6
(aa)Por FeV) — OH + H,0, — (aa)Por FeW) — Q0H* + H,0 (1.6)
Ern Eo
7
(aa)Por FeUD) — QOH* - (aa)Por FelD + HOO" (1.7)
Emnr Eq

8
(aa)Por FeUD — QOH* +PhOH — (aa)Por *Fe(V) =0 + PhO*"+ H,0 (1.8)

Emnr

9
(aa)Por FeUD — QOH®* +H,0,— (aa)P670 (1.9
Ep
10
(aa)Por *Fe) = 0 + H,0, > (aa)P670 (1.10)

En una primera reaccion (reaccion 1.1) el perdxido de hidrogeno oxida el estado nativo de
la enzima(Eo) en Compuesto I (catidon radical ) por escision heterolitica del enlace O— O de
H20: (Reihmann & Ritter, 2006). El compuesto I ((aa)Por** Fe(IV)=0) de HRP es capaz de
oxidar a una molécula de sustrato reductor, que puede ser el compuesto fenodlico (PhOH) o
sus productos semi— oxidados, en una reaccidn redox de transferencia de un unico electrén
mediante la que se genera un radical organico (PhO®) y el Compuesto I ((aa)Por*
Fe(IV)—OH) de HRP (reaccion 1.2). Finalmente, el Compuesto II reacciona con otra
molécula de sustrato reductor para retornar a su estado nativo con formacién de un

segundo radical orgdnico (reaccion 1.3).

En HRP nativa, el hierro se encuentra en su estado de oxidacidén +3, penta— coordinado al
grupo hemo de la enzima. La estructura proteica de la enzima juega un rol clave en el
mecanismo de oxidacion. La presencia de una histidina protonada (His170) favorece la

union del perdxido de hidrogeno al Fe(Ill) de la enzima nativa. Uno de los atomos de
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oxigeno de H20: forma un enlace dativo con el Fe(Ill) de HRP, formando un intermediario
altamente inestable conocido como Compuesto O (complejo Fe(Ill)— hidroperoxido)
(Reihmann & Ritter, 2006). Esta activacion del grupo hemo es promovida por la ayuda de
un aminoacido nucleofilico de la enzima (His42), que actua como aceptor de un H* de
H20:>. Posteriormente, uno de los atomos de oxigeno del peroxido, se desprende como una
molécula de agua y la enzima forma el Compuesto 1. La ruptura heterolitica que se produce
en este paso es asistida por otro aminoacido de la enzima (Arg38) que facilita un proton
para permitir la liberacion de la molécula de H20. El Compuesto I contiene Fe(IV)
coordinado al catidn radical n (Everse, 1997; Reihmann & Ritter, 2006). El sitio activo de
HRP es altamente hidrofobico y la formacion del radical fenoxi se produce por sustraccion
de hidrégeno por parte del cation radical n, en la cual participa también el residuo His42
de HRP. Esta ruptura homolitica del enlace H- O del sustrato fenodlico, con la necesaria
protonacién del Compuesto I provoca la formacion del Compuesto II. El Compuesto 1II es
una especie oxoperferril— (Fe(IV)) (Reihmann & Ritter, 2006). Ambas especies cataliticas
(Compuestos I y II) son altamente oxidantes, con potenciales redox cercanos a +1 V
(Veitch, 2004).

Ademas del ciclo catalitico mencionado, se han postulado distintas reacciones laterales que
pueden ocurrir por interaccion improductiva con H202 que intentan explicar la observada

inactivacion de HRP por perdxido.

El Compuesto I puede reaccionar con H2O3, el cual puede actuar como sustrato reductor
(reaccidn 1.4), en una reaccion que conduce a la formacion de HRP en su estado nativo con
la liberacién de O2. Esta via de reaccidn se conoce como modo catalatico de HRP, e implica
una reduccion del Compuesto I por transferencia de dos electrones desde H202. Existen en
la bibliografia reportes de la existencia de esta via de reaccidn en ausencia de sustratos
organicos reductores (Hernandez-Ruiz, Arnao, Hiner, Garcia-Cdnovas, & Acosta, 2001;
Hiner et al., 2001).
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Esquema 1.3. Reacciones principales del ciclo catalitico de HRP. AH; representa el sustrato

fendlico.

Por otro lado, la reaccion de reduccion de Compuesto I con H20Oz puede ocurrir como una
reduccion con transferencia de un electron para dar lugar a la formacion de Compuesto 11
(reaccion 1.5). Posteriormente, el Compuesto II puede reaccionar con H20: con la
consecuente formacion del Compuesto III ((aa)Por Fe(Il)—Oz2~) (reaccidén 1.6), el cual es
altamente estable y puede regenerar el estado nativo (reaccion 1.7) o el Compuesto I
(reaccion 1.8) a muy bajas velocidades (Hiner et al., 2001). Las reacciones 1.5 y 1.7
implican la generacion de radicales superoxido (OO™), el cual puede provocar la liberacion
de Oz por medio de la reaccion: 2 Oz~ + 2 H 2 H202 + Oz (Hiner et al., 2001). Este set de
reacciones con HzOz, alternativas a la via catalatica se conoce como via pseudo—catalética y
es reconocida como la via posible de generacion de O de las monoperoxidasas, como es el
caso de HRP (Vlasits et al., 2010). No obstante, a pesar de haber sido detectada la formacion
de estas especies radicalarias, resultados de simulacién computacional reportados por Hiner
y colaboradores indican que la principal via de consumo de H20: en ausencia de sustratos

reductores es la via catalatica de reaccion (Hernandez-Ruiz et al., 2001; Hiner et al., 2001).

A su vez, el exceso de H20: puede provocar la inactivacion irreversible de la enzima a
partir del Compuesto III (reaccion 1.9) o del Compuesto I (reaccion 1.10), por formacion
de verdo— hemoproteina (P670) (Adediran, 1996; H B Dunford, 1999; Hernandez-Ruiz et
al., 2001; Reihmann & Ritter, 2006).
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Esquema 1.4. Posibles reacciones catalizadas por HRP en presencia de peroxido de

hidrogeno y sustratos orgdnico reductores. La nomenclatura (aa) representa a la estructura
proteica de la enzima, mientras que Por Fe(Ill) hace referencia al grupo hemo, el cual

conforma el grupo postético de HRP.

1.4.3 Aplicacion en sistemas de tratamiento de efluentes

La eliminacion de derivados aromaticos mediante procesos de menor impacto ambiental
colocd a las enzimas como objeto de estudio exhaustivo de innumerables trabajos de
investigacion. Sin embargo, hay una serie de caracteristicas inherentes al empleo de HRP en
sistemas de tratamientos de efluentes que dificultan su aplicacidn a sistemas reales: (1) alta
especificidad a sustratos, (2) facil inactivacion debido a las condiciones de operacion, (3)
necesidad de inmovilizar los biocatalizadores para garantizar la viabilidad econdmica del
proceso, (4) inactivacidon del biocatalizador producida durante la inmovilizacion, y (5) su

elevado costo.

Por un lado, la elevada especificidad a sustratos de HRP impacta de forma negativa en el
disefio de un sistema de tratamiento de efluentes de composicion variable. Existen reportes
de inactivaciéon por interacciones no productivas con moléculas de colorantes, a altas
concentraciones de los mismos (Bhunia, Durani, & Wangikar, 2001). La produccion de
intermediarios cataliticamente inactivos por reaccion con exceso de H20:2 (ver seccidon
1.4.2) y la desnaturalizacion de la enzima por el ataque de radicales libres generados

durante la reaccién (Kapeluich, Rubtsova, & Egorov, 1997; ] A Nicell et al., 1995; Wagner
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& Nicell, 2002) constituyen los mayores obstdculos para su empleo en efluentes. Por otra
parte, la actividad enzimatica es Optima a valores dcidos y neutros de pH (Hamid & Khalil
ur, 2009). Esta limitada estabilidad que presenta HRP en las condiciones normales de los
tratamientos de remediacion, implican la necesidad de emplear grandes cantidades de
enzima fresca, lo que se traduce en un notable aumento de los costos de operacion (Husain
et al., 2009).

Existen diversos trabajos publicados sobre la utilizacion de las peroxidasas de los hongos de
la pudricion blanca como alternativas de menor costo a HRP (Husain et al., 2009;
Mohor¢i¢, Teodorovi¢, Golob, & Friedrich, 2006; Pointing, 2001), como asi también de
biomiméticos (Ambrosio, Rueda, & Ferreira, 2009; Kadokawa, Kokubo, & Tagaya, 2002;
Nagiev et al., 2000; Singh et al., 2001; Yao et al., 2014). En el campo de los biomiméticos,
los derivados de las porfirinas de hierro y de complejos férricos o ferrosos con ligandos
derivados de anilina se reportan como eficientes en el tratamiento de efluentes acuosos
contaminados con fenol y derivados (Crestini, Pastorini, & Tagliatesta, 2004; Emmert Ilii
Thomas, J., Hon, B., Gengenbach, A. J., 2008; Hemmert, Renz, & Meunier, 1999).

1.5. Metaloporfirinas

Los complejos porfirinicos de hierro constituyen el grupo prostético de las hemoproteinas.
Una gran cantidad de procesos bioldgicos se encuentran mediados por estos compuestos.
Hemoglobina y mioglobina son responsables del transporte de dioxigeno durante la
respiracion, Citocromo B y C catalizan el transporte de electrones durante la produccion de
energia celular o la detoxificacion de sustancias foraneas, mientras que catalasas y
peroxidasas catalizan la reduccion de H20: en distintos sistemas. El grupo prostético de
todas estas proteinas se compone por estructuras porfirinicas de Fe(II) o Fe(IIl), conocidas

como hemo o hemin respectivamente (Metalloporphyrins in Catalytic Oxidations, 1994).

La estructura porfirinica es conocida como protoporfirina IX y se presenta en la Figura 1.7.
El hierro posee seis electrones d capaces de formar enlaces coordinados. En las
protoporfirinas de Fe, la porfirina se une al metal formando cuatro enlaces de coordinacion,
mientras que los sitios axiales de coordinacion quedan libres (Metalloporphyrins in
Catalytic Oxidations, 1994). En las proteinas, uno de estos sitios es ocupado por un residuo

aminoacidico. En el caso de HRP y catalasa histidina es el ligando axial (Veitch, 2004).

Las metaloporfirinas de origen natural o sintético se convierten en una alternativa

econdmica y versatil a la hora de sustituir biocatalizadores. Su capacidad de oxidar
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diferentes sustratos fenolicos ha sido probada (Ghosh et al., 2008; Hodges, Lindsay Smith, &
QOakes, 1997; Pirillo, Einschlag, et al., 2010a; Pirillo, Garcia Einschlag, et al., 2010a). La
principal aplicacion de estos catalizadores es en reacciones de oxidacion en sintesis
organica (W. Nam, Mi Hee, Sun Kyung, & Kim, 2000; Stephenson & Bell, 2007a, 2007b).
La susceptibilidad del ligando porfirinico a la oxidacién destructiva es uno de los

principales problemas asociados a su aplicacion.

1.5.1 Hematin

Hematin es una hidroxil— ferri— protoporfirina IX de origen natural (Figura 1.7.) presente
en la sangre. Su caracterizacion estuvo motivada principalmente por el desarrollo de drogas
para el tratamiento de la malaria (De Villiers, Kaschula, Egan, & Marques, 2007). Su valor
comercial es del orden del 10% del valor de HRP y su performance como catalizador fue
probada exitosamente en la oxidacion de etilfenol, en presencia de H202 (Akkara, Wang,
Yang, & Gonsalves, 2000). Posteriormente, la efectividad de hematin en la decoloracion de
soluciones acuosas diluidas de colorantes azoicos como Azul Negro de Eriocromo R, entre
otros sustratos fenolicos fue estudiada en distintas oportunidades (Ambrosio et al., 2009;
Pirillo, Einschlag, et al., 2010a; Pirillo, Garcia Einschlag, et al., 2010a; Saidman et al., 2006;
Singh et al., 2001). Estos precedentes permiten considerar a hematin como una potencial
alternativa a HRP, tomando en cuenta principalmente las ventajas asociadas a su menor
costo. Sin embargo, la baja solubilidad y capacidad de formar agregados a bajos valores de
pH limitan la aplicacion de hematin. A los fines de superar estos problemas, se han
propuesto diferentes estrategias como la modificacion quimica o la inmovilizacion (Adams,
Adams, Berman, & Baldwin, 1982; Ambrosio et al., 2009; Curvetto et al., 2006a; Moosavi-~
Movahedi et al., 2008; Saidman et al., 2006).

El estudio del comportamiento en solucién de las porfirinas de hierro permite analizar el
efecto del pH del medio de reaccion sobre la solubilidad de los mismos y su capacidad de

formar dimeros, asi como la naturaleza de los dimeros formados (De Villiers et al., 2007).
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HO,C CO,H

Figura 1.7. Hematin.

Figura 1.8. Estructuras diméricas que puede formar Hematin. a) Dimeros n— n. b) Dimeros

U= 0XO.

Estos compuestos pueden agregarse, dependiendo de factores como pH, concentracion,
fuerza idnica y polaridad del solvente (Asher, de Villiers, & Egan, 2009). La Figura 1.8
presenta las estructuras de los dimeros que puede formar hematin en solucion. Los dimeros
n— 7 se observan en soluciones con solventes proticos, ya que la naturaleza de la
interaccion es de tipo hidrofdbica. Sin embargo, el aumento de concentracion de sal del
medio, asi como el agregado de solventes aproticos, como el DMSO pueden provocar la

formacién de dimeros pu—oxo, los cuales se caracterizan por la formacion de un enlace
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covalente Fe— O—Fe. Estos resultados, obtenidos por Asher y colaboradores, demostraron
que hematin en solucién acuosa forma espontaneamente dimeros no covalentes n—m, los
cuales pueden transformarse mediante una reaccion reversible en dimeros p—oxo por

alteracién de las condiciones del medio (Asher et al., 2009; De Villiers et al., 2007).

El espectro de hematin en solucidon acuosa de buffer fosfato pH 7, 0.1 M se presenta en la
Figura 1.9. En el espectro se observa la presencia del pico correspondiente a la banda soret,
a 394 nm y el hombro a 347 nm. La formacién de agregados altera las absortividades de la
banda a 394, mientras que la absortividad a 347 permanece constante (De Villiers et al.,
2007). En el recuadro se observa en una ampliacion, la banda de transferencia de carga
cercana a 610 nm, la cual es asignable a la formacion de dimeros no covalentes n—n (De
Villiers et al., 2007). En este tipo de dimeros, los Fe(Ill) pentacoordinados se enfrentan de
manera tal que los ligandos axiales se orienten hacia el exterior (ver Figura 1.8). De
acuerdo con los datos obtenidos experimentalmente, el 17% de las moléculas totales de
hematin se encuentran como monodmeros en las condiciones estudiadas de la Figura 1.8. La
formacion de dimeros pu— oxo puede determinarse por la presencia de un nuevo pico a 575
nm (Asher et al., 2009).

0.14 ~ 0.0020
Hematin 0.0015 |
0.12 ~
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Figura 1.9. Espectro UV— Visible de solucién de hematin en buffer pH 7, 0.1M. En el

recuadro: ampliacion del espectro de hematin en iguales condiciones entre 500 y 800 nm.
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1.5.2 Mecanismo catalitico de metaloporfirinas

El accionar de HRP se encuentra bien definido, mientras que el mecanismo oxidativo de las
metaloporfirinas es aun una incognita. Estudios reportan vias de reaccidn de
metaloporfirinas similares al mecanismo enzimatico, no obstante se postulan mecanismos
con ruptura homolitica del enlace O-O de H20: (W. Nam, Han, et al., 2000), o
mecanismos basados en los sistemas Fenton, con formacion de intermediarios Fe*?
(Stephenson Bell, A.-T. , 2005). La mayoria de estos mecanismos involucran la generacion
de radicales OH", a diferencia del mecanismo de HRP. Debido a la probada accion
cooperativa de residuos aminoacidicos en la coordinacién de sustratos y ruptura de enlaces
claves en la formacion de los intermediarios cataliticos de las peroxidasas, es imaginable
que la ausencia de estructura proteica en hematin debe impactar en el mecanismo

catalitico.

Accidn catalitica tipo Fenton

La quimica del hierro en solucidén y sus reacciones con HO: han sido ampliamente
estudiadas. Fe(Il) y Fe(IIl) en solucidn se encuentran hexa— coordinados con ligandos H:O,
OH- 0 OOH". El sistema conformado por las sales de Fe(Il) y H20: se denomina Fenton. En
los sistemas Fenton el Fe*? cambia su estado de oxidacion entre +2 y +3 y el enlace O— O de
H2O: se escinde homoliticamente, con la consecuente generacion de radicales hidroxilo
(OHY) y peroxilo (OOH’) como especies oxidantes (I Magario, Garcia Einschlag, Rueda,
Zy<gadlo, & Ferreira, 2012). No obstante, existe evidencia espectroscopica de formacion de
especies idnicas oxo—Fe en presencia de Fe™® (Fenton—like), como FeO*2, que contiene
Fe(IV), analogo al Compuesto I de peroxidasas; y FeO*3, que contiene Fe(V) (Bray & Gorin,
1932; H Brian Dunford, 2002). Ghosh y colaboradores estudiaron la cinética de las
reacciones de oxidacion catalizadas por activadores de H20: Fe(Ill)-TAML (complejo
sintético de Fe(Ill) y Ligando Macrociclico Tetra— Amido). Los resultados que obtuvieron
permiten postular un mecanismo de reaccidn andlogo al de las enzimas peroxidasas, con
formacion de oxo— especies de Fe(IV) y (V), oxidacion de sustratos por abstraccion de un H
y actividad catalasa de formacién de dioxigeno en ausencia de sustrato orgdnico (Ghosh et
al., 2008).

Accion catalitica de metaloporfirinas sintéticas
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El estudio del mecanismo de las porfirinas de hierro acarrea una larga discusion respecto a
las especies participantes y la formacidon o no de especies reactivas de oxigeno como lo son
los radicales hidroxilos, peroxilos o superoxidos. El peroxido de hidrdgeno coordina la
sexta posicion del Fe en las porfirinas férricas. Traylor y Xu proponen la ruptura
heterolitica del enlace peroxidico con formacion de cation radical m de Fe(IV) y radicales
HOO" y HO' altamente reactivos (Traylor & Xu, 1987, 1990). Paralelamente, diferentes
estudios presentan resultados que concuerdan con un mecanismo de oxidacion de un
electron, con ruptura homolitica del enlace peroxidico y formacion de la especie porfirinica
de Fe(IV) junto al radical hidroxilo (Almarsson & Bruice, 1995; Bruice, 1991). A su vez,
existe también un mecanismo propuesto para metaloporfirinas sintéticas catalizando
reacciones de epoxidacion que supone la presencia de rupturas homoliticas y heteroliticas
simultaneas (Esquema 1.5) (W. Nam, Han, et al., 2000; Stephenson Bell, A.T. , 2005;
Stephenson & Bell, 2007a). Los autores postulan que. (1) la naturaleza protica y aproética de
los solventes, asi como su acidez; (2) la naturaleza de los ligandos del complejo porfirinico
como donores o aceptores de electrones; o (3) la presencia de haldgenos en los ligandos y
sustratos son factores que afectan la relacion entre las rupturas homoliticas y heteroliticas,
asi como también los productos de oxidacion formados. Un aumento de la densidad
electrénica cercano al enlace O—O del complejo Por Fe(Ill)— OOR favorece la ruptura
homolitica del enlace. Esto ultimo implica que una estructura pobre en electrones de la
metaloporfirina, del sustituyente del hidroperodxido y del ligando axial, tienden a provocar
la escision heterolitica del enlace O—O (W. Nam, Lim, & Oh, 2000; W. Nam, Han, et al.,
2000). Por otro lado, en trabajos llevados a cabo por Stephenson y Bell, la naturaleza
aprética de los solventes favorecio la formacion de radicales inorganicos, lo que provocod un
mayor consumo de H20O: y desactivacion de las porfirinas analizadas (Stephenson & Bell,
2007D).

Hay estudios con diferentes porfirinas de hierro que demuestran la existencia de especies
oxoperferril cation radical © y oxoperferril como los analogos del compuesto I y compuesto
II de las peroxidasas, respectivamente (W. Nam, Mi Hee, et al., 2000; Stephenson Bell, A.T.
, 2005; Traylor & Xu, 1990). La formacién de porfirinas oxo—Fe(IV) por reaccion con
terbutil hidroperdxido en medio acuoso ha sido detectada mediante espectroscopias UV—
Visible, NMR y EPR, y de resonancia Raman. Ademads, se determind que los ligandos
aceptores de electrones en los anillos porfirinicos actuan estabilizando dichas especies. No
obstante, empleando metanol como solvente no fue posible detectar la formacion de
oxoespecies (Bell et al., 1991; Hodges et al., 1997). La participacion de oxo— Fe(IV) cation

radical m en la hidroxilacion de alquenos fue determinada por UV-Visible a —40°C en
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mezcla de solventes CH2Clz y CH3CN con complejos porfirinicos acil— peroxo— Fe(IIl) (W.
Nam, Lim, et al., 2000).

— &)

. O0OH
o T+ H,0;
H
]
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Esquema 1.5. Heterolisis y homdlisis de perdxido de hidrdgeno catalizada por porfirinas de

Fe (II). Esquema publicado por Ned Stephenson y Alexis Bell (Stephenson & Bell, 2007a).

La pérdida de actividad de estos catalizadores debe ser considerada en la discusion respecto
de los mecanismos de reaccion. Stephenson y Bell sostienen que la produccién de radicales
inorganicos debida a la homdlisis del enlace O—O aumenta la degradacion de las
metaloporfirinas. A su vez, la formacion de dimeros p— oxo disminuye la actividad catalitica
(Stephenson & Bell, 2007a).

Accion catalitica de hematin

En comparacién con las porfirinas de hierro sintéticas meso— sustituidas, hematin contiene
un sustituyente pirrol como el que compone el sitio activo de las hemo—enzimas. Solo se
diferencia de estas en la coordinacion de la quinta posicion, ya que en las enzimas esta es
ocupada por la estructura proteica. Mediante estudios de espectroscopia Moesbaiier,
Akkara y sus colaboradores postularon un mecanismo de accion similar al de HRP para
hematin en la polimerizacion de fenoles que se presenta en el Esquema 1.6 (Akkara et al.,
2000). Las diferencias propuestas residen en la remocion del grupo —OH coordinado en la

quinta posicion de hematin durante la formacion del intermediario I y un mayor consumo
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de sustrato oxidante (H202) por parte de hematin en contraste con la enzima. Ademads, los
autores proponen también la presencia de una via de inactivacion reversible con formacion
del Compuesto III (Akkara et al., 2000). Sin embargo, trabajos anteriores realizados con
hematin, basados en espectroscopia EPR, postulan la escision homolitica del enlace
peroxidico de perdxidos organicos y la presencia de OOH* y OH® (Kalyanaraman, Mottley,

& Mason, 1983; Rafiquzzaman, Komagoe, & Tamagake, 1995).

EP-EP " 00 Complex with
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. ’ J OH _~OH
EP + EP OH
H,0, :
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* EP Hzo\
. 1,0 Hy0+ O,
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Esquema 1.6. Mecanismo de polimerizacion de etilfenol (EP) propuesto por Joseph Akkara

(Akkara et al., 2000). Notar que los intermediarios i y ii son andlogos a Cpd 1y II de HRP.

Contemplando la discusidn existente, a la hora de analizar el mecanismo de decoloracién
de hematin, su eficacia y los productos del tratamiento, se plantean las siguientes cuestiones

a determinar durante el desarrollo de esta tesis:

(1) ;EI mecanismo de eliminacién de los colorantes estudiados es degradativo o

polimerizante?
(2) ;Qu¢ efecto tiene la estructura del sustrato en el mecanismo de hematin?
(3) ;La ruptura del enlace O—O es homolitica o heterolitica en las condiciones a

estudiar?
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(4) ;Son las especies reactivas de oxigeno las responsables de la oxidacion de los
sustratos organicos? O de manera analoga a HRP se forman radicales organicos por

abstraccion de H.

(5) ;Cuales son las reacciones de consumo de H202 que intervienen en los sistemas de

reaccion a evaluar?

(6) 4Cuales son las vias de inactivacion del catalizador que es necesario inhibir?

1.6. Inmovilizacion de catalizadores

El empleo en fase soluble de catalizadores en procesos de escala industrial trae aparejado

una serie de inconvenientes:

(1) Inestabilidad quimica y térmica de los catalizadores homogéneos (especialmente
enzimaticos), lo cual puede provocar la pérdida de actividad producto de las condiciones

del medio.

(2) La incorporacion del catalizador homogéneo al medio de reaccidn, lo que implica la

necesidad de incluir etapas posteriores de separacion, cuando estas sean posible.

(3) La dificultad de ser reutilizado para lograr una mejor eficiencia econodmica de los

procesos cataliticos.
(4) La dificultad de disenar reactores cataliticos de operacion continua.

La necesidad de contar con un catalizador heterogéneo para el desarrollo de un sistema
catalitico de tratamiento de contaminantes fendlicos requiere, por lo tanto, del estudio de

una etapa de inmovilizacion.

Se conoce como inmovilizacion al proceso mediante el cual se restringe, completa o
parcialmente, el movimiento de enzimas, células, o cualquier otro catalizador homogéneo,
por union de los mismos a un soporte (Ivana Magario, 2009). El alto costo de las enzimas
favorecio el desarrollo de distintos métodos de inmovilizacion, los cuales se presentan en la

Figura 1.10.
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Figura 1.10. Métodos de inmovilizacion de enzimas. a) Unidn covalente, b)
Entrecruzamiento, c¢) Unidn Iénica, d) Union Metalica, €) Adsorcion, f) Atrapamiento, g)

Encapsulacion.

Los métodos de inmovilizacion pueden clasificarse en funcidn del tipo de unidn involucrada
al soporte o entre las mismas enzimas. Los métodos que requieren de una interaccion
covalente presentan como principal ventaja la estabilidad de estos enlaces, por lo que no se
producen pérdidas de la fase activa del catalizador en el medio de reaccion (leaching). En el
método de union covalente (Figura 1.10, a), un enlace de tipo covalente se forma entre
grupos funcionales de la enzima y el soporte activado. Requiere de una etapa previa de
activacion del soporte, mediante la cual se activa un grupo funcional de interés, susceptible
a un posterior ataque nucleofilico de los aminodcidos de la enzima. Los principales
aminodcidos participantes en enlaces covalentes son cisteina, lisina, tirosina, treonina,
histidina, metionina, triptdfano, asparagina, acido aspartico y glutamico, entre otros
(Guauque Torres, 2013). Un método comun de activacion superficial es la unién con un
agente acoplante como glutaraldehido. La unidén enzima-— soporte puede ser directa, o
mediada por un bloque espaciador. La ventaja del empleo de un bloque espaciador se asocia

a un mayor grado de movilidad de la enzima, lo que provoca un aumento de su actividad.

Por su parte, el entrecruzamiento (Figura 1.10, b) involucra la union de las enzimas
mediante el empleo de un reactivo acoplante. El glutaraldehido es uno de los mas utilizados
para este fin. De esta manera se logra la inmovilizacion de las enzimas sin la presencia de
un soporte insoluble, y en su lugar la molécula entrecruzante actia como soporte. Este
método permite mejorar las eficiencias volumétricas de los catalizadores heterogéneos

obtenidos (Guauque Torres, 2013).
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Los métodos que involucran interacciones fisicas incluyen union idnica (Figura 1.10,c),
union metalica (Figura 1.10,d) y adsorcion (Figura 1.10,e). Se diferencian entre ellos en el
tipo de interacciones no covalentes con el soporte. La unidn ionica implica la unién entre
grupos ionizados del soporte y la enzima; en la inmovilizacion por unidn metalica, una sal
metalica previamente precipitada sobre el soporte es capaz de unirse con algun grupo
nucleofilico de la proteina; y la adsorcion implica la participacion de fuerzas mads débiles
como Van der Wals, atracciones hidrofobicas, y enlaces puente hidrdgeno. Son métodos
mas econdmicos que los covalentes, pero tienen la desventaja de ser reversibles, en funcion
de las caracteristicas del medio, lo cual los hace muy inestables (Nisha, Karthick, & Gobi,
2012).

Por ultimo, otra forma de inmovilizar catalizadores homogéneos implica el atrapamiento de
los mismos en matrices poliméricas (Figura 1.10, f) o su encapsulacion (Figura 1.10, g). Las
redes poliméricas empleadas pueden ser de origen natural o sintético. Estas deben ser
permeables a los reactivos y productos de las reacciones involucradas y, a su vez, deben
retener las enzimas dentro de la red. La principal ventaja de estas técnicas es que no alteran
la estructura de las enzimas, sin embargo los catalizadores heterogéneos obtenidos
presentan limitaciones de transferencia de masa (Guauque Torres, 2013; Nisha et al.,
2012).

El método de inmovilizacion utilizado, asi como el soporte seleccionado en cada caso
influyen en el comportamiento del catalizador heterogéneo obtenido. Los soportes pueden
reunir diferentes caracteristicas de porosidad, tamano de particula, densidad y forma.

Pueden ser matrices organicas o inorganicas, naturales o sintéticas.

Las desventajas asociadas a los procesos de inmovilizacion pueden ser, por un lado la
pérdida de 1a actividad de la fase activa del catalizador por modificacidon de su estructuray,
por otro lado, la gran heterogeneidad de los catalizadores heterogéneos. La optimizacion de
los procesos de inmovilizacidén, por lo tanto, constituye una etapa vital a la hora de

desarrollar sistemas cataliticos eficientes.

1.7. Motivacion y objetivos

El presente estudio se enmarca dentro de la catalisis enzimatica y biomimética, cuyo objeto
son las enzimas y compuestos capaces de mimetizar su actividad, asi como la optimizacion

de los procesos que catalizan.
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El estudio de una tecnologia novedosa capaz de ser aplicada al tratamiento de efluentes

conteniendo residuos fenolicos implica considerar diferentes aspectos:

1.

2.
3.

Eficacia del proceso de eliminacion a través del analisis de parametros claves de los
efluentes como DBO, BQO o TOC; y/o parametros especificos para el tipo de
contaminante como grado de decoloracién y/o conversion de la estructura target a
eliminar.

Analisis de los productos de reaccion a fin de confirmar su baja toxicidad.

Optimizacion de la reaccion para ser llevada a cabo en condiciones tales que se

obtenga la mayor eficacia y eficiencia del tratamiento.

4.
5.

Inmovilizacion del catalizador para posibilitar el re—uso del mismo.

Estudio cinético como soporte para la seleccion apropiada del modelo de reactor y su

modo de operacidn; y la obtencidn de informacion del mecanismo de reaccion que

permita predecir condiciones de mayor eficiencia del sistema.

El objetivo general de esta tesis es el desarrollo de un sistema catalitico de decoloracion de

soluciones modelo de colorantes textiles por medio de la aplicacion de hematin como

biomimético de HRP.

Los objetivos particulares incluyen:

El andlisis cinético de la reaccion de co-oxidacion de fenol y 4-aminoantipirina
catalizada por HRP y hematin, como reaccion test de actividad.

La determinacion de las condiciones Optimas de oxidacién de los colorantes
propuestos, catalizados por HRP y hematin en solucion.

La inmovilizacion de los catalizadores en distintos soportes econdmicos.

La optimizacién de la etapa de inmovilizacion del catalizador en un soporte
seleccionado.

El analisis de los mecanismos de reaccion —degradativos o polimerizantes—, asi como
la determinacion de las vias de produccion de oxigeno molecular.

El estudio de las vias de inactivacion de los catalizadores por reaccion con H20z o
por interaccidn con los productos formados durante la reaccion.

La determinacién de la naturaleza de los intermediarios de reaccidon participantes en
el ciclo catalitico de hematin.

La determinacion de la toxicidad de las soluciones de los colorantes, luego de los
tratamientos con HRP y hematin inmovilizado.

Fl estudio tedrico-experimental de la cinética de reaccion de decoloracion

catalizada por hematin.
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La tesis se divide en tres partes. La Figura 1.11 incluye una representacion esquematica de

la misma.

La primera parte corresponde al estudio de los catalizadores solubles e incluye los capitulos

2,3, 4 y 5. En estos capitulos se presentan los resultados correspondientes al estudio

cinético de la reaccion de co—oxidacion de fenol con 4—aminoantipirina (Capitulo 2), el

estudio del comportamiento en solucion de los colorantes seleccionados sumado a

resultados preliminares de decoloracion y co—oxidacion con HRP (Capitulo 3). Por su parte,

los capitulos 4 y 5 presentan resultados de optimizacion de las condiciones de reaccion de

decoloracion de Naranja II (Capitulo 4) y Rojo de Alizarina S (Capitulo 5), incluyendo un

andlisis preliminar de los mecanismos de eliminacion del color con ambos catalizadores.

HO,C COH
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Caracterizacién inicial | Colorantes: Estudios | Colorantes: optimizacién
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@ ’, ’
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é 5 Caracterizacion de HRP Capitulo 3- Decoloracion de soluciones
T > : : . s ..
= g y hematin mediante Caracterizacion Inicial de Rojo de Alizarina Sy
nw = unareaccion test. de sustratos. Naranjall.
a5 J
ag Y
[ Optimizacién de las condiciones de reaccién en el sisterna homogéneo ]
o Uy
O ) del
S = , timizacién de la
VU o Capitulo 6- Op zaclo s
< a e condiciones de
N = Inmovilizacion de inmovilizacién
=) N hematin en soportes » i
=) ;: econdmicos. Obtencién f‘Je catahz.adores
= = heterogéneos activos
z J

N Interaccién H,O,/hematin | Colorantes: Cinética y Mecanismos de decoloracién
S

O

= Capitulo 7- Estudio

i,_‘_! cinéticoy modelado de Capitulo 8 y g - Estudio cinéticoy modelado de

il sistemas homogéneos reacciones de decoloracion de Naranja Il y Rojo de
tn hematin/H202 Alizarina S.

] ' v
a Y

% Determinacién de intermediarios cataliticos participantes

w Obtencién de expresiones cinéticas

Figura 1.11. Division de la tesis.
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La segunda parte corresponde al estudio y optimizacion del proceso de inmovilizacion de
HRP y hematin en diferentes soportes, incluyendo el comportamiento de los catalizadores

en usos sucesivos. Esta seccion incluye el Capitulo 6.

La tercera parte corresponde al estudio cinético experimental y tedrico de las reacciones de
oxidacion de Naranja II y Rojo de Alizarina S catalizadas por hematin. Se compone por el
Capitulo 7, en el cual se presenta el andlisis de la interaccidén de los catalizadores con el
sustrato oxidante H202, en ausencia de sustrato fendlico; y los Capitulos 8 y 9 que
presentan resultados de modelado cinético y parametrizacion de las reacciones de
decoloracion en sistemas homogéneos y heterogéneos de Naranja II y Rojo de Alizarina S

respectivamente.

Finalmente, en el capitulo 10, se presentan las conclusiones de esta tesis y se sugieren

posibles trabajos futuros.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACION DE PEROXIDASA DEL RABANO PICANTE Y SU

BIOMIMETICO MEDIANTE UNA REACCION TEST SELECCIONADA

Se corrobora la actividad de hematin en reacciones de oxidacion de compuestos
fendlicos.

Se observa la inhibicion de las vias principales de oxidacion de fenol para altas
relaciones molares [H-Oz/:[catalizador].

No se observo la formacion de polifenoles en las condiciones de reaccion estudiadas.
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2.1. Introduccién

Existen multiples reacciones test para evaluar la actividad enzimatica de peroxidasa o
catalitica de biomiméticos y miméticos. La reaccion de co—oxidacion de fenoles y
4- aminoantipirina (AAP) con H2O> ha sido ampliamente estudiada (Carvalho et al., 2006;
Metelitsa et al., 1994; Vojinovic et al., 2004). La deteccion se basa en la formacién de un
producto condensado del radical fenoxi con AAP para dar lugar a una quinonaimina de
color purpura (Figura 2.1), cuya concentracidon es susceptible de ser medida
espectrofotométricamente, lo cual posibilita su extendida aplicacion (Biava & Signorella,
2010; Mifune et al., 2003; Odo et al., 2009). Esta reaccion encuentra su principal
aplicacion en sistemas de deteccion rapida y sencilla de H2O2 o fenol, y otros compuestos
como glucosa, etanol, lactato y colesterol en diferentes inmunoensayos basados en
peroxidasas y en el monitoreo de bioprocesos en reactores con inyeccion de flujo (Mifune et
al., 2003; Omuro Lupetti, Rocha, & Fatibello-Filho, 2004; Ribeiro, Segundo, Reis, & Lima,
2009). Fue originalmente testeada en 1943 por Emerson empleando ferricianuro de potasio
en medio alcalino como catalizador (Emerson, 1943). En la actualidad, tanto HRP
(Metelitza, Litvinchuk, & Savenkova, 1991; Vojinovic et al., 2004), como complejos
metalicos (Omuro Lupetti et al., 2004; Rajendiran & Santhanalakshmi, 2006; Tang, Zhang,
Liu, & Han, 2002) y entre ellos metaloporfirinas sintéticas (Mifune et al., 2003; Odo et al.,

2009) demostraron ser catalizadores activos para esta reaccion.

H,C NH,
N N\ —
HsC \N o + N
7N \
S ~ HsC N O
2H,0, 4H,0
a) b) c)

Figura 2.1. Co— oxidacion de fenol y AAP. a) 4— aminoantipirina, b) fenol, ¢) Estructura de

la quinonaimina producto de la co— oxidacion.
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El mecanismo de la reaccion de la co— oxidacion catalizado por HRP fue propuesto por
Nicell (J A Nicell & Wright, 1997) y modificado por Carvalho y colaboradores (Carvalho et

al., 2006). Las reacciones cataliticas que componen la secuencia incluyen:

Eo E;
k
(aa)Por FeUD + H,0, > (aa)Por *Fe) = 0 + H,0 (2.1)
Ep Eqr
k
(aa)Por +FeU) = 0 + PhOH — (aa)Por Fe) — OH +PhO’ (2.2)
Eqp Eg
k
(aa)Por Fe!) — OH + PhOH = (aa)Por FeUD +PhO" + H,0 (2.3)

Los radicales fenoxi formados en 2.2. y 2.3 dan lugar a las siguientes reacciones

radicalarias de propagacion (2.4) y terminacion (2.5):

PhO®* + Am — NH, If_‘f PhOH + Am — NH*® (2.4)

k
PRO® + Am — NH* S Am —NH —Ph =0 (2.5

Finalmente, por reaccidén con H2O2 se genera el producto coloreado que es determinado por

espectroscopia UV- Visible:

k
Am — NH — Ph = 0 + H,0, > Quinonaimina + 2 H,0 (2.6)

Se considera, ademads, una via de inactivacion reversible de HRP de tres pasos:
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Eqp Emn

ka .
(aa)Por Fe) — OH + H,0, —5 (aa)PorFeUD" — 00H + H,O0 (2.7)
Emnn Eo
L] k
(aa)PorFelD" —00H =5 (aa)Por FeUD + HO," (2.8)
Emnn Ef
L] k
(aa)PorFe(D" — 00H + PhOH = (aa)Por *Fe) = 0 + PhO* + H,0 (2.9)

Carvalho planted, ademads, la necesidad de incluir en el modelo cinético la reaccion de
desproporcion de H20: catalizada por HRP, para mejorar la prediccion de la formacion de

la quinonaimina en condiciones de exceso de H2O2 (Carvalho et al., 2006).

E; Eo
k
(aa)Por +Fe) = 0 + H,0, = (aa)Por FeD + 0, (2.10)
Er . En
(aa)Por +FeU) = 0 + H,0, > (aa)Por Fe(") —OH + 0,"~ (2.11)

Por su lado, los intermediarios Ei y En pueden extraer un protén del grupo amino de la
molécula de AAP generando el radical aminil (AM—NHY). No obstante, las altas
concentraciones de fenol respecto a AAP empleadas permiten descartar estas reacciones
ademas del acoplamiento de radicales aminil como rutas paralelas relevantes para el

modelo de prediccion de formacion de la quinonaimina.

Este capitulo incluye una evaluacion y analisis del mecanismo catalitico de hematin en la
reaccion de oxidacidn de fenol con presencia de 4— aminoantipirina, lo que permite evaluar
la capacidad catalitica de hematin como biomimético de HRP en base a una reaccidon
ampliamente estudiada. Se presentan resultados experimentales de la cinética de oxidacion
de fenol/AAP a diferentes concentraciones de catalizador y H20,. Ademas, en base a los
resultados experimentales obtenidos, se estiman los valores de las constantes de velocidad
del ciclo catalitico principal para HRP y hematin, considerando en este ultimo caso la

formacion de intermediarios cataliticos andlogos a los de la enzima.
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2.2. Metodologia

2.2.1. Ensayos cinéticos

Se realizaron dos series de experimentos para cada catalizador, hematin y HRP. En la
primera se modificod la concentracion inicial de H2O2 en cada corrida, mientras que en la
segunda se modifico la concentracion de catalizador. Las condiciones de cada corrida

experimental se detallan en la Tabla 2.1.

La solucion madre de HRP se prepard en buffer KH2PO4/NaOH pH 7 0.IM a una
concentracion de 500 mg/l. Hematin se disolvio en NaOH 0.01 M, obteniéndose una
solucion de 324 mg/1. Previo a su empleo, las soluciones de catalizador se sometieron a 30
(HRP) y 15 (hematin) minutos de agitacion. Soluciones de 7.8 mM de AAP y 140 mM de
fenol se prepararon en buffer KH2PO4 0.1 M, pH 7.

La determinacion de las concentraciones de fenol y AAP a utilizar se fijaron en base a los
reportes de esta reaccion publicados por diferentes autores. Buchanan y Nicell emplearon
una relacion molar [fenol]:[AAP]=4, mientras que Carvalho aumenta esta relacion a 63
(Buchanan & Nicell, 1997; Carvalho et al., 2006; J A Nicell & Wright, 1997). Es importante
mencionar que, a los fines de evitar las reacciones de los catalizadores con AAP como
sustrato, se emplea un exceso de fenol en el medio de reaccion. Metelitza y colaboradores
probaron que la concentracion de AAP no afecta a las velocidades de formacion de la
quinonaimina producto para relaciones [fenol]:[AAP] alrededor de 50 (Metelitza et al.,
1991).

Las concentraciones de AAP y fenol en todas las corridas experimentales fueron 0.11 mM
and 8.35 mM, respectivamente. Las reacciones se llevaron a cabo en cubetas pldsticas a
temperatura ambiente, con un volumen final de 3 ml. Las correspondientes alicuotas de
soluciones de fenol, AAP, catalizador y buffer pH 7 fueron agregadas en las cubetas hasta
alcanzar las concentraciones requeridas (ver Tabla 2.1). Se did inicio a la reaccion
mediante la adicidén de la cantidad correspondiente de solucion de H202 (H202 30 vol.
diluido 1:10 en buffer KH2PO4 0.1 M, pH 7). Las cubetas se invirtieron 3 veces, a los fines
de lograr la homogeneizacion de la mezcla y se colocaron en el espectrofotdémetro para dar
lugar a las mediciones. Cada corrida se realizo por triplicado para determinar la desviacion
estandar asociada a las velocidades iniciales obtenidas. La formacion de color se monitored
por la determinacion de la absorbancia a 510 nm a intervalos de 1 s, durante 300 s de

reaccion.
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Adicionalmente, se analizaron las modificaciones espectrales del sistema fenol/H20O./HRP
en presencia y ausencia de AAP, para el cual se emplearon las siguientes condiciones:
[fenol]: 8.35 mM, [H20z]: 0.3 mM, [HRP]:0.3 mg/1, [AAP]:0.11 mM. Se recolectaron los
espectros de las mezclas de reaccion en el rango 300— 800 nm cada 30 s utilizando

cubetas de cuarzo (Perkin— Elmer).

Tabla 2.1. Series de experimentos para la co— oxidacién de fenol/AAP con HRP y hematin.

HRP Hematin
Exp. [H202]o [HRP] Exp. [H202]0 [hematin]

N° (mM) (mg/1) N° (mM) (mg/1)
1 0.09 0.30 23 0.09 0.30
2 0.17 0.30 24 0.17 0.30
3 0.26 0.30 25 0.3 0.30
4 0.30 0.30 26 0.87 0.30
5 0.60 0.30 27 1.3 0.30
6 0.86 0.30 28 1.73 0.30
7 1.73 0.30 29 3.46 0.30
8 0.30 0.56 30 6.90 0.30
9 0.30 1.00 31 8.65 0.30
10 0.30 1.39 32 17.3 0.30
11 0.30 1.72 33 34.6 0.30
12 0.30 2.89 34 69.2 0.30
13 0.30 3.44 35 86.5 0.30
14 0.30 6.94 36 17.3 0.50
15 0.30 13.89 37 17.3 1.50
16 0.30 34.44 38 17.3 2.00
17 3.46 0.30 39 17.3 2.50
18 6.91 0.30 40 17.3 3.10
19 8.64 0.30 41 17.3 6.00
20 17.3 0.30 42 17.3 12.1
21 34.6 0.30 43 17.3 18.8
22 69.2 0.30
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2.2.2. Determinacion del coeficiente de absortividad de la quinonaimina producto

El coeficiente de absortividad molar de la quinonaimina formada se determino
experimentalmente, mediante las siguientes asunciones: (1) la quinonaimina se genera
hasta conversion completa del reactivo limitante (AAP) y; (2) el valor de absorbancia
maximo considerado es el correspondiente al punto de cambio de pendiente de los perfiles
de absorbancia obtenidos con HRP (ver Figura 2.2). En base a estas consideraciones, se
tomaron los valores de absorbancia de los experimentos N° 3 hasta 11 de la tabla 2.1 para
determinar el coeficiente de extincion a 510 nm. Se calcularon asi las velocidades iniciales
de generacion de quinonaimina a distintas condiciones de reaccién mediante (d[dye]/dt)

t=0.

2.2.3. Determinacion experimental de las constantes de velocidad

Para realizar la estimacién de las constantes cinéticas del modelo se realizd una
aproximacion al estado pseudo— estacionario para los intermediarios Eo, E1 y En propuesto
por Dunford (H B Dunford, 1999). Las suposiciones incluyen: (1) que las reacciones
cataliticas 2.1, 2.2 y 2.3 son las etapas controlantes de la velocidad; (2) Eiotat = Eo + Ei + E
y (3) k2>>ks. De esta manera fue posible obtener una ley de velocidad de tipo potencial que

solo dependa las concentraciones empleadas de catalizador, fenol y H20:x.

Er (2.13)

- =
Dye,0 i 1 . 1( 1 j
ki \H,0, J, (ks A PhOH J,

La forma reciproca de esta expresion permite computar de manera sencilla los valores de
las constantes ki y ks mediante una regresion lineal. La pendiente de la recta obtenida
corresponde a (kiEp)-! y la ordenada al origen es (ksEr[PhOH]Jo)-!, segun se observa en la

ecuacion 2.14.

pendiente ordenada
1 1 1 1
_ — + (2.14)
TDye,0 kiEr [H202]o  kzET[PhOH]o
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2.3. Resultados

2.3.1. Perfiles de absorbancia

La Figura 2.2 muestra algunos de los perfiles obtenidos de Abssio vs. tiempo para los
sistemas AAP/fenol/HRP y AAP/fenol/hematin. La formacion de producto coloreado fue
posible tanto con HRP como con hematin. En los sistemas catalizados por HRP se observa un
aumento lineal de la absorbancia hasta un valor maximo de 1,44 £ 0,02 (valor promedio
observado para los experimentos comprendidos entre el N° 3— 11 de la Tabla 2.1). No
obstante, luego de alcanzado este valor, se detecta un comportamiento bifasico, provocado
por una marcada disminucion de la velocidad de aumento de la absorbancia (cambio de
pendiente). Ademds, el valor de esta segunda pendiente, aumenta con la concentracion de
H20: empleada. La formacion de productos conjugados del tipo fenoxi— fenoxi podria ser
responsable de este incremento de absorbancia (Akkara et al., 2000; S. G. Datta, Dou,
Shibley, & Datta, 2012; Reihmann & Ritter, 2006). Este comportamiento no se observo en

los sistemas catalizados por hematin.

[Hematin]: 17.3 mg/l [H202]: 6 mM

- [Hematin]: 0.3 mg/l [H202]: 6.9mM
[Hematin]: 30.1 mg/l [H202]: 17.3 mM
[Hematin]: 12.06 mg/l [H202]: 17.3 mM

Absorbancia (/)
o
oo

0 50 100 150 200 250 300 350
t (seq)
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Figura 2.2. Mediciones de absorbancia a 510 nm vs. tiempo obtenidas para distintos

experimentos de la tabla 2.1. Cada perfil corresponde al promedio de tres repeticiones.

Por otro lado, a alta relacion molar [H20:]:[HRP] se observa un cambio de pendiente en el
perfil de color aumentando la velocidad de formacion de colorante luego de 300 s en una
segunda etapa (en la Figura 2.2 corresponde a [HRP]: 0.3 mg/1, [H20:]: 6.91 mM). Una
posible causa de este comportamiento bifasico es la participacion de vias alternativas de
reaccion que consumen HzO: tales como la vias catalatica o pseudo— catalatica de HRP
(Hernandez-Ruiz et al., 2001; Hiner et al., 2001; Vlasits et al., 2010), que pueden estar
favorecidas en los primeros minutos de reaccion frente a la formacién de color dada la alta

concentracion inicial de H20o.

Los experimentos con alto contenido de HRP (comprendidos entre el N°13— 16 de la tabla
2.1) no permitieron el calculo de las velocidades iniciales, ya que la reaccion se completd

casi instantaneamente.

2.3.2. Efecto de la concentracion de oxidante en la actividad catalitica

La Figura 2.3—A muestra la variacién de las velocidades iniciales de incremento de
absorbancia a 510 nm a diferentes concentraciones de H20:. Para las reacciones de
co— oxidacion catalizadas por HRP, la actividad aumenta con la concentracion inicial de
H20: hasta el punto maximo de 0,3 mM. Para concentraciones mayores la actividad cae

drasticamente (circulo rojo en la Figura 2.3,A). Este valor de concentracion optima de H202
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concuerda con resultados ya reportados para HRP, independientemente de la concentracion
de enzima utilizada (Curvetto et al., 2006b; J A Nicell & Wright, 1997; Vojinovic et al.,
2004). Por otro lado, la formacidon de quinonaimina catalizada por hematin fue de 10 a 15
veces mas lenta que la correspondiente a HRP en la region de baja concentracion de H20:.
La mayor actividad se detectd a una concentracion inicial de H20. de 17 mM. Ambos
catalizadores mostraron un aumento de la velocidad de reaccidon con el aumento de
concentracion de H202 hasta valores maximos. Esto indica que la etapa de activacion del
estado nativo de los catalizadores es influyente en la velocidad de reaccidon. Luego de
superados los valores maximos de velocidad, vias paralelas de inactivacion por reaccion
con Hz02 aumentan en importancia, reduciendo asi las velocidades de formacidén de

colorante.

o
=
5

o
o
=
o

o
o
S
a

0.3 mg/l catalyst

initial rate of dye formation (s‘1)

o
o
o
S

0 10 20 30 40
H->O5 initial concentration (mM)

initial rate of dye formation (s'l)

0 5 10 15 20
Catalyst concentration (mg/L)

0 10000 20000

H,0, to catalyst molar ratio (/)

Figura 2.3. Efecto de la concentracion inicial de H202 (A) y la concentracion de catalizador
(B) en las velocidades iniciales de formacion del producto coloreado. Simbolos blancos:
reacciones catalizadas por HRP, simbolos negros: reacciones catalizadas por hematin. Los

triangulos representan velocidad inicial vs. relacion molar [H20:]:[catalizador].
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2.3.3. Efecto de la concentracion de catalizador en la actividad catalitica

En la Figura 2.3—B se observa la variacion de la velocidad inicial de aumento de
absorbancia a 510 nm con la concentracion de catalizador empleada. La relacion lineal
observada entre las velocidades de reaccion y la concentracion del catalizador es
consistente con la hipotesis de que las reacciones cataliticas son controlantes de la
secuencia. La Figura 2.3— B presenta también los valores de velocidades iniciales frente a la
relacion molar [H20:]:[catalizador]. Las velocidades de reaccion disminuyen linealmente
con el aumento de relacion molar [H20:]:[catalizador] en ambos sistemas cataliticos. Sin
embargo, se evidencia un punto de inflexion en la curva, a partir del cual varia la
pendiente (circulos rojos en la Figura 2.3,B). Este punto puede indicar un cambio en la
distribucion del flujo de reacciones que ocurren en el medio, que va desde el ciclo catalitico
principal hacia las rutas de inactivacion como vias de mayor importancia relativa a altas

relaciones molares perdxido a catalizador.

2.3.4. Formacion de quinonaimina.

El valor determinado del coeficiente de absortividad es €= 13.473 + 296 M-! cm-!, el cual
varia considerablemente entre los coeficientes publicados para la quinonaimina producida
durante la reaccion de oxidacion de fenol/AAP catalizados por HRP. Los mismos van desde
7210 M1 em! (J A Nicell & Wright, 1997); 7870 M-! cm-! (Metelitza et al., 1991) a
11120 M-! cm! (Carvalho et al., 2006). Esta hipercromicidad observada en nuestras
condiciones de reaccidon puede ser producto de la formacion de complejos de transferencia
de carga. Estos complejos involucran la transferencia de un proton desde un donor a un
aceptor y presentan bandas de absorcion en el rango de 525 a 680 nm (bandas CT). Estas
bandas son asignables a la excitacion de electrones desde el orbital molecular ocupado de
mayor energia (en inglés: Aighest occupied molecular orbital, HOMO) del donor a los
orbitales moleculares vacios de menor energia (en inglés: lowest unoccupied molecular
orbital, LUMO) del aceptor (Vinod Kumar, 2000). En funcién del exceso de fenol presente
en las condiciones de reaccion empleadas, es de esperar la formacién de complejos

fenol— quinonaimina como el representado en la Figura 2.4.

El avance de reaccion provoca cambios en los espectros de los sistemas reactivos que se
muestran en la Figura 2.5. El transcurso de la reaccion estuvo acompanado de aumentos de

las absorbancias a 510 y 318 nm en ambos sistemas cataliticos. La formacion del producto
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deseado se confirma por estos valores observados de Amax (Fiamegos, Stalikas, & Pilidis,
2002; Rajendiran & Santhanalakshmi, 2006). La estructura de la quinonaimina producto
presenta un enlace N=C conjugado con el enlace C=0 del residuo de fenolato (ver Figura
2.1). La banda de absorcidon a 510 nm se puede asignar a la transicion n—>n* del enlace
C=0, mientras que la banda a 318 nm puede ser producto de una transicion t—>n * del
sistema conjugado. Para el caso de hematin, el espectro de absorcion del colorante se ve
afectado por la absorcion del catalizador en la regidn comprendida entre 300—450 nm

(linea discontinua).
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Figura 2.4. Complejo de transferencia de carga Fenol: Colorante.
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Figura 2.5. Cambios espectrales en el tiempo para sistemas AAP/fenol/H202 durante los
primeros 5 minutos de reaccion. Concentraciones iniciales: [AAP] = 0.11 mM; [Fenol] =
8.35 mM; [H20z2]ure = 0.3 mM;, [H2Oz2]uematy = 17 mM; [HRP]=0.3 mg/1; [Hematin]=6
mg/1.

2.3.5. Formacion de radicales fenoxi

Con el objetivo de comprobar el posible acoplamiento de radicales fenoxi, se monitorearon
espectros en el tiempo para el sistema fenol/H202/HRP en ausencia de AAP. Los resultados
muestran un aumento de la absorbancia a 400 nm; seguido por un corrimiento
batocromico de esta banda hacia valores cercanos a 430 nm y el ensanchamiento del pico.
Esta evolucion espectral se asigna a la acumulacion de radicales fenoxi seguida de
recombinacion con formacion de productos polifenodlicos como los que se presentan en la
Figura 2.7 (Reihmann & Ritter, 2006; Wagner & Nicell, 2002). Ademas, al final de las
mediciones se observd la formacion del un precipitado marron tipico de los polifenoles
insolubles. Esto implica que en presencia de AAP, es posible que la combinacion de
radicales fenoxi compita con las moléculas de AAP en las reacciones de transferencia de
electrones. Por otro lado, los productos polifendlicos contribuyen al aumento de
absorbancia a 510 nm y podrian ser responsables del aumento de absorbancia observado
en el punto de inflexion de los perfiles de la Figura 2.2. No obstante, la capacidad de
absorcion de los cromoforos presentes en los polifenoles es mucho menor a la del

cromoforo del colorante objetivo.
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Figura 2.6. Espectros en el tiempo obtenidos para el sistema fenol/ H202/HRP (izquierda) y

fewnol/H202/hematin (derecha, resultados obtenidos por la Dra. Ivana Magario).
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Concentraciones iniciales: [fenol]: 8.35 mM, [HzOz]uematin: 17 mM, [Hematin]: 6 mg/1; HRP
linea continua: [H202]ure: 0.3 mM, [HRP]:0.3 mg/1; HRP linea cortada: [H2O2]ure: 3 mM,
[HRP]: 3 mg/1.

El acoplamiento de los radicales fenoxi ha sido despreciado en los estudios reportados de la
reaccion de co—oxidacion de fenol y AAP catalizada por HRP (Metelitsa et al., 1994; ] A
Nicell & Wright, 1997). Sin embargo, a altas concentraciones de H2O2 y HRP la velocidad
de formacidén de polifenoles aumenta como puede apreciarse en la Figura 2.6. Fl
acoplamiento de polifenoles con AAP es, asimismo, probable en estas condiciones. Si la
formacion de los polifenoles es una via activa durante la formacion de color, los valores de
absorbancia del punto de cambio de pendiente en la Figura 2.2 deberian variar con la
concentracion de H202, asi como también respecto a los valores maximos alcanzados en los
sistemas con hematin. Dado que este no es el caso, se puede suponer que la formacion de
polifenoles resulta importante solo cuando la conversion de AAP es cercana al 100%, al
menos en el rango evaluado de concentraciones de H20:. Este resultado indicaria ademas
que el valor de la constante de velocidad para el acoplamiento fenoxi—fenoxi es mucho

menor que la constante de recombinacion fenoxi— AAP.

Experimentos posteriores llevados a cabo por la Dra. Ivana Magario permitieron observar
la ausencia de recombinacién de radicales fenoxi— fenoxi (ver Figura 2.6, derecha), asi
como la formacion de precipitado marron, en las reacciones catalizadas por hematin.
Akkara y colaboradores, sin embargo, lograron obtener polimeros de etilfenol a menores
relaciones molares [H20z]:[hematin] que las empleadas en la Figura 2.6 (Akkara et al.,
2000). Observaron a su vez, un decrecimiento progresivo de la banda soret (ubicada en
394 nm) al inicio de la reaccion, asignable a la oxidacion de la estructura de la porfirina
por accion del Hz0z o de radicales inorgdnicos formados durante el ciclo catalitico
(Cunningham, Danks, Hay, Hamerton, & Gunathilagan, 2001; Stephenson Bell, A.T. |,
2005). Este comportamiento, ausente en la Figura 2.6, puede verse enmascarado por la
acumulacién en el medio de reaccion de los radicales fenoxi, cuya absorbancia maxima es
también a 400 nm. La mayor relacion molar [fenol]:[hematin] empleada en nuestros
experimentos sustenta este posible enmascaramiento. Existen en la literatura reportes de
formacion de radicales peroxilo (HOO?) en sistemas de hematin/hidroperdxidos
(Kalyanaraman et al.,, 1983; J. Van Der Zee, Barr, & Mason, 1996). lLas altas
concentraciones de H202 empleadas en nuestros experimentos pueden promover vias de
descomposicion de peroxido con produccion de radical peroxilo (Cunningham et al., 2001;
W. Nam, Han, et al., 2000; Stephenson Bell, A.T. , 2005; Traylor & Xu, 1990). Estos
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radicales se encuentran en equilibrio con los radicales superoxidos (HOO® = H* + Oz), los
cuales se adicionan rapidamente con los radicales fenoxi, provocando la apertura de las
estructuras aromaticas (Rappoport, 2009), imposibilitando la formacidén de polifenoles en

las reacciones catalizadas por hematin, en ausencia de AAP.

HO
HO HO OH
O o]
—

HO OHHO OHHO o HO
el
OO —
HO

Figura 2.7. Productos conjugados del radical fenoxi.

2.3.6. Estimacién de constantes cinéticas

La Figura 2.8 incluye las representaciones graficas de la ecuacidon 2.14 para HRP y hematin,
asi como también los valores de los parametros de las rectas a las que se ajustaron los datos
experimentales. Los valores de las constantes (en mM-! s-1) obtenidos para HRP son ki: 1.70
103, ks: 2.4 101; mientras que para hematin ki: 1.70 10-2 y ks: 3.0 10-2. El valor obtenido
para las constantes pone en evidencia la mayor actividad de HRP respecto de hematin. Estas

estimaciones experimentales se emplearon como valores iniciales para la tarea de
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parametrizacion del modelo de accidn descripto, el cual fue desarrollado posteriormente
por parte de integrantes del grupo de trabajo. La activacion del estado nativo del catalizador
es dos ordenes de magnitud mayor respecto de ks en el caso de HRP. En base a estos
resultados es posible inferir que el intermediario E; se encontrard en mayor concentracion
que el estado nativo de la enzima, es decir que la activacion de Eo no resulta ser un paso
limitante de la velocidad para las concentraciones de reactivos estudiadas. En el caso de
hematin, la similitud entre los valores de las constantes impide hacer este analisis. No
obstante, es necesario obtener datos de todas las constantes de velocidad para poder

determinar las concentraciones de los intermediarios cataliticos con el avance de reaccidn.
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Figura 2.8. Formas reciprocas de velocidad inicial de reaccion vs. concentracion inicial de

peroxido.

2.4. Conclusiones

El estudio de la reaccion de co— oxidacion de AAP/fenol permitid corroborar la formacion
del producto condensado con ambos catalizadores, lo que demuestra la actividad de
hematin en reacciones de oxidacion de compuestos fendlicos. En las condiciones testeadas

para ambos catalizadores se observd una hipercromicidad del colorante producto, lo cual
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puede asociarse a la formacion de complejos de transferencia de carga del tipo

fenol:quinonaimina, debido al exceso de fenol presente en el medio de reaccion.

El estudio de las velocidades iniciales de formacion de quinonaimina en ambos sistemas
permite establecer como etapa influyente de la velocidad de reaccidon, a la etapa de
activacion con Hz2O: del estado basal de los catalizadores (Eo). Los valores estimados de las
constantes ki y ks indican que la reaccion de activacion de Eo no es limitante en el caso de

HRP, en presencia de HzOz.

Por otro lado, el aumento de la relacion molar [H20:z]:[catalizador] permite observar el
efecto inhibitorio de las vias principales de oxidacion de fenol a causa de la desactivacion
—reversible o irreversible— de ambos catalizadores por parte de H20»2. La disminucion de
la actividad fue mucho més marcada en caso de hematin, hecho que se asigna a la ausencia

de la estructura proteica en el biomimético.

Ademas, del estudio de los sistemas de oxidacion de fenol en ausencia de AAP, se corroboro
la formacion de radicales fenoxi, asi como su acoplamiento y la posterior precipitacion de
polifenoles. Sin embargo, en presencia de AAP, los resultados demuestran que estas
reacciones de acoplamiento de radicales fenoxi solo adquieren importancia luego del
consumo casi completo de AAP, lo que indica que el valor de la constante cinética de
acoplamiento de radicales fenoxi—fenoxi es mucho menor al de la constante de
acoplamiento de radicales fenoxi— AAP. Hematin, por su parte, no fue capaz de catalizar la
formacion de polifenoles en las condiciones de reaccion estudiadas, lo que puede asociarse
a la presencia de radicales inorganicos que provoquen la ruptura de las estructuras

aromaticas de los radicales fenoxi mediante un mecanismo degradativo.

Finalmente, los valores de las constantes de reaccidon estimados mediante el estudio cinético
experimental pueden ser empleados posteriormente como valores iniciales en estudios de

parametrizacion del modelo de accion descripto.

2.5. Resultados publicados

Los resultados que se presentan en este capitulo se emplearon como base experimental para
llevar a cabo estudios de modelado cinético y estimacidén de pardmetros, por parte de

integrantes de nuestro grupo de investigacion. Fueron publicados en:
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Chemical Engineering Science. “Mechanistic evaluation of hematin action as a
horseradish peroxidase biomimetic on the 4-aminoantipyrine/phenol oxidation
reaction.” Autores: Cordoba, A., Alasino, N., Asteasuain, M., Magario, 1., Ferreira,

M.L. 129 (2015), pag: 249-259.
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CAPITULO 3

LOS COLORANTES: CARACTERIZACION INICIAL

Se demuestra la disminucion de las velocidades de reaccion, para ambos
catalizadores, con el aumento del volumen molecular de los sustratos fenolicos.
Se epostula la formacion de agregados no covalentes de las moléculas de los

colorantes en solucion.
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3.1. Introduccion

Los colorantes seleccionados como modelo durante el desarrollo de esta tesis forman parte
de dos de las familias de mayor importancia en base a su utilizacion: azoicos y

antraquinonicos.

Los colorantes azoicos constituyen mas del 50% de la produccion total de colorantes. Se
caracterizan por poseer uno o mas grupos azo (— N=N-). Estos grupos se unen al menos
por uno de sus enlaces a un grupo aromatico (dos Santos et al., 2007; Willy Herbst, 2003).
Son mayormente usados para producir colores amarillos, rojos y naranjas (dos Santos et al.,
2007). Una de las principales caracteristicas del grupo azo es la posibilidad de presentar
tautomerismo, como se observa en la Figura 3.1 (circulos rojos). Cada especie tautomérica
presenta una coloracion diferente y la proporcidon de cada isdmero en la solucion depende

de la naturaleza del solvente y de los sustituyentes (Willy Herbst, 2003).
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Figura 3.1. Tautomerismo. Formas azo e hidrazona de Azul Negro de Eriocromo.

El colorante azoico seleccionado para ser empleado como compuesto modelo es Naranja II
(Nall) o C.I. Acid Orange 7, C.I. 15510 (Figura 3.2). Este colorante es altamente estable
debido a la fuerte formacién de enlaces intramoleculares y el tautomerismo, generado por
el sustituyente —OH en la posicién orfo, el cual inhibe la ionizacién, la abstraccidon de

hidrégeno y la isomerizacion cis— frans (Bandara & Kiwi, 1999).
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SO;Na
N
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OH

Figura 3.2. Estructura quimica de Naranja II (C.I. 15510).

Los segundos colorantes mas utilizados son de tipo antraquindnico, debido a la buena
relacion costo— efectividad que otorgan. La estructura caracteristica de esta familia de
colorantes es 9,10— antraquinona (ver Figura 3.3), el cual es un compuesto no coloreado.
Al incorporar sustituyentes fuertemente dadores de electrones se produce la formacion de

compuestos coloreados (Willy Herbst, 2003).

Este tipo de colorantes cubren casi todos los colores del espectro visible, pero son usados
principalmente para obtener colores violetas, azules y verdes (dos Santos et al., 2007).

Otorgan un buen brillo y resistencia a la luz (Willy Herbst, 2003).

O

O

Figura 3.3. 9,10-antraquinona.

Dentro de los distintos colorantes antraquindnicos se decidio estudiar la decoloracidon de
Rojo de Alizarina S (RAS) o C.I. Mordant Red 3, C.1. 58005 (Figura 3.4, a). Las soluciones de
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este colorante presentan una importante turbidez, que puede asociarse a la capacidad de
este compuesto de formar agregados en solucion (Vasileva, Godjevargova, Ivanova, &
Gabrovska, 2009). La seleccion de este colorante se asocia a la existencia de estudios
previos de decoloracidon de Rojo de Alizarina, el cual es un colorante cuya estructura se
encuentra altamente emparentada a RAS (Figura 3.4, b) (Pirillo et al., 2012). De esta

manera es posible analizar los efectos del grupo sulfénico sobre la decoloracion catalizada

por HRP y hematin.
O OH O OF
b
a) OO i | OO .
SO3Na
O O

Figura 3.4. a) Estructura Quimica de Rojo de Alizarina S (C.I. 58005). b) Estructura
Quimica de Rojo de Alizarina (C.1. 58000).

El presente capitulo presenta resultados preliminares de oxidacién de Naranja II (Nall) y
Rojo de Alizarina S (RAS), acompanados de estudios de comportamiento en solucidn de
dichos sustratos. El objetivo de este capitulo es determinar los rangos de las variables
operativas de reaccion en los cuales seran posteriormente evaluados y optimizados los
sistemas de eliminacién de colorantes. Ademas, se pretende evaluar el tipo de accidén
oxidativa de la enzima hacia los colorantes, degradativa con formacién de estructuras de
menor conjugacion o condensante con formacion de estructuras de mayor conjugacion por
union de moléculas de colorante o colorante— aminoantipirina. Los estudios llevados a cabo
con Nall y RAS incluyeron: (1) analisis de sus espectros UV/visibles; e impacto del pH del
medio solvente (2) estudios del comportamiento oxidativo de los sistemas
colorante/H202/HRP; y (3) estudios del comportamiento oxidativo de los sistemas

colorante/4— aminoantipirina/ H2O2/HRP.
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3.2. Metodologia

3.2.1. Mediciones espectrales

Se tomaron los espectros UV— Visibles (entre 200 y 800 nm) para RAS y Nall en soluciones
buffer de distintos valores de pH. Para las mediciones en buffer pH 5 se empled buffer
acetato de sodio, para pH 7 se utilizd buffer fosfato, para pH 9 se empleo buffer tris y para
pH 10.6 buffer carbonato/bicarbonato. En todos los casos la concentracion de buffer fue
0.1 M, mientras que la concentraciéon de colorante utilizada fue 8 mg/l. Las
determinaciones se realizaron en cubetas de cuarzo (Perkin—Elmer) a temperatura

ambiente, empleando como referencia el buffer correspondiente de disolucion.

Para las soluciones de RAS, se calculd el valor de pKa en funcion de las absorbancias
medidas a diferentes valores de pH (Gokhale, 2006).

3.2.2. Reacciones de oxidacion

Las condiciones de operacion empleadas fueron seleccionadas en base a la reaccion de
co— oxidacion de 4— aminoantipirina (AAP)/fenol estudiada en Capitulo 2. A los fines de
determinar la posible formacién de productos de co—oxidacion de AAP con Naranja II y
Rojo de Alizarina S se llevaron a cabo experimentos en presencia AAP analogos a los que se
presentan en el capitulo anterior. La tabla 3.1 indica las concentraciones empleadas en

cada experimento.

El buffer utilizado fue en todos los casos fue KH2PO4/NaOH pH 7, 0.1M. La soluciones
madre de HRP, de colorantes y de AAP se prepararon en el mismo buffer a una
concentracion de 500 mg/1, 10 mM y 7.8 mM, respectivamente. Previo a su empleo, la

solucion de catalizador se sometio a 30 minutos de agitacion.

Para poder analizar el avance de reaccion “en linea”, se disminuyo la concentracion de
sustrato fendlico a valores que otorguen absorbancias por debajo de 1.5, para que las
mediciones espectrales sean confiables (Exp. N° 1 a 4). Las reacciones se llevaron a cabo en
cubetas de cuarzo a temperatura ambiente, con un volumen final de 3 ml. Las
correspondientes alicuotas de soluciones de colorante (18 ul), catalizador (1.8 ul) y buffer

pH 7 (2950 pl) fueron agregadas en las cubetas hasta alcanzar las concentraciones
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requeridas. Se dio inicio a la reaccion mediante la adicion de 33.5 ul de solucion de H20:
(H202 30 vol. diluido 1:10 en buffer KH2PO4 0.1 M, pH 7).

Tabla 3.1. Concentracion de especies intervinientes en los ensayos de oxidacion.

Tipo de [Colorante] [AAP] [HRP]
Exp. N° [H202] (mM)
colorante mM-mg/1 (mM) (mg/1)

Medicion en linea

Nall

1 _
2 Nall 0.06 210 0.11
0.3 0.3
X RAS 0.06 - 20.5 P
4 RAS ‘ ' 0.11
Medicion por toma de muestras
5 Nall -
6 Nall 8.55 = 2900 0.11
; RAS - 0.3 0.3
3 RAS 8.35 — 2850 o011

Por otro lado, las reacciones a altas concentraciones de sustrato fenodlico (8.35 mM) se
monitorearon “off line”, mediante la toma de muestras de reaccion a tiempos determinados
que luego se analizaron espectrofotométricamente (Exp. N° 5 a 8). Las reacciones se
llevaron a cabo en viales de 10 ml con un volumen final de reaccion de 3 ml, a temperatura
ambiente. Las correspondientes alicuotas de soluciones de colorante (2505 pl), catalizador
(1.8 ul) y buffer pH 7 (460 ul) fueron agregadas en las cubetas hasta alcanzar las
concentraciones requeridas. Se dio inicio a la reaccion mediante la adicion de 33.5 ul de
solucién de H202 (H202 30 vol. diluido 1:10 en buffer KH2PO4 0.1 M, pH 7). Se tomaron
alicuotas de 15 ul a distintos tiempos de reaccidn y se llevaron a un volumen de 3 ml con
buffer en la cubeta. En todos los casos las cubetas se invirtieron 3 veces, a los fines de lograr
la homogeneizacidn de la mezcla. En todas las mediciones se recolectaron los espectros de
las mezclas de reaccidn en el rango de 300 a 800 nm, utilizando cubetas de platico y

empleando buffer fosfato pH 7 0.1 M en la cubeta de referencia.
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3.3. Resultados

3.3.1. Comportamiento en solucion de Naranja II y Rojo de Alizarina S

Analisis espectral UV/visible en agua bidestilda

Para obtener informacidén util en ensayos cinéticos a través de mediciones espectrales
UV-Visible es necesario determinar cuidadosamente la intensidad y longitud de onda del
pico maximo correspondiente al espectro de absorcion de cada colorante. La absorcion de
energia por parte de compuestos organicos implica la transferencia de electrones de los
orbitales 0, 1 y n (orbitales enlazantes) desde el estado fundamental a estados de mayor
energia. Existen también orbitales antienlazantes 0* y n*. Los electrones no implicados en
la formacidn de enlace se encuentran en los orbitales n de O, S, N y haldgenos (orbitales de
no enlace). La energia relativa implicada en las transiciones electronicas posibles se

presenta en la Figura 3.5.

S En orden de energia
—T decreciente:
I o>0*
_n_ n->o*
L m>m*
— m n>1*

n

Q

Figura 3.5. Transiciones electronicas y energias

Entre los parametros que afectan los espectros de una sustancia se encuentran la fuerza
ionica y el pH del medio solvente, la concentracion en solucidén y la presencia de otros
iones. Las bandas n—=>0* sufren el impacto del cambio de solvente. Este tipo de transiciones
se producen en compuestos saturados que poseen dtomos con pares de electrones no
compartidos. Aparecen en la region entre 150 y 250 nm y las absortividades molares son
del orden de 100 a 3000 M-! cm!. Los maximos de absorcion asignables a estos estados se

desplazan a longitudes de onda mas cortas en presencia de disolventes polares.
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Las transiciones 1> © * y n=>7n* son las que se observan principalmente por espectroscopia
UV-Visible. Ambas transiciones requieren de un grupo funcional (cromodforo) que
suministre orbitales m. Por otro lado, grupos funcionales como —OH o —NH2 se conocen
CcOmo auxocromos y su presencia desplaza los picos de los cromoforos a longitudes de onda
mas largas y aumenta sus intensidades. Los auxocromos poseen al menos un par de
electrones sin compartir, n, que puede interaccionar con los electrones n de los cromoéforos.
Esta interaccion posee un efecto estabilizante del estado n* por disminucion de su energia,

lo que provoca el desplazamiento batocréomico (al rojo).

El analisis de los espectros de las moléculas de colorante implica considerar los siguientes

aspectos:

(1) la asignacion de grupos funcionales a los picos espectrales

(2) el efecto del pH del medio en las especies isoméricas

(3) la formacion de agregados no coloidales que modifican los espectros observados

(4) la presencia de macromoléculas en el medio, que puedan aumentar la formacion de

agregados de los colorantes.
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0.8 - Naranja Il
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Figura 3.6. Espectros completos de Rojo de Alizarina S y Naranja Il en agua destilada.

Concentracion de colorante: 8 mg/I.

Los espectros de los colorantes se presentan en la Figura 3.6, en la cual se especifican las
posiciones de los picos de absorcion. Naranja II por su parte, presenta los picos
correspondientes a las transiciones n—=>7* de los anillos de benceno y naftaleno (229 y 310
nm, respectivamente); ademas de un pico a 410 nm asignable a transiciones n—>1* del
enlace C-N=N-C y un pico a 484 nm correspondiente a transiciones n—=>7* de los enlaces
—C=0 y —N=C. Estas observaciones permiten comprobar la presencia en solucion de las
formas azoica e hidrazona de Naranja II (Figura 3.7). Ademads, los valores relativos de
absorbancia permiten afirmar que la forma hidrazona se encuentra presente en mucha
mayor proporcidon (J. Chen & Zhu, 2006; Li, Qu, Zhang, & Liu, 2006; Liang et al., 2010;
Pasto & Johnson, 1981).

Rojo de Alizarina S presenta un pico a 260.8 nm correspondiente al anillo antracénico.
Ademas, el pico a 334.8 nm es asignable a las transiciones t=2>7* del enlace —C=0;
mientras que a las transiciones t=2>1* del enlace OH— C=C— OH se les asigna el pico a 429
nm; y el pico observado a 515 nm corresponde a transiciones n=>n* del enlace —C=0
perteneciente al auxocromo OH—-C-C=0 (Gao et al., 2008; Pasto & Johnson, 1981; P
Zucca, Vinci, Sollai, Rescigno, & Sanjust, 2008).
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SO;- Na+ Os- Na+
H N\\N
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Figura 3.7. Tautomerismo. Formas azo e hidrazona de Naranja II.

Efecto del pH en la estructura de los colorantes

El conocimiento de los efectos que pueda tener el pH de las soluciones sobre los espectros
UV-Visibles es fundamental para los posteriores estudios de optimizacion de las
condiciones de decoloracion que se proponen en los capitulos siguientes. El rango de pH
seleccionado para llevar a cabo este analisis de efecto es aquel en el cual se ha reportado
una maxima actividad de HRP (5<pH<9) (H B Dunford, 1999; Klibanov & Morris, 1981;
Monier, Ayad, Wei, & Sarhan, 2010). Ademas, en el caso de RAS se incluye el analisis del
espectro a pH 10.6.

El efecto del pH del medio disolvente sobre las estructuras de los colorantes se presenta en
la Figura 3.8. La Figura 3.8,a muestra los resultados obtenidos para Nall, el cual no
presenta modificaciones de su estructura al variar el pH de las soluciones en un rango de 5

a 9. No obstante, se observa una ligera hipercromicidad a valores mas altos de pH.

El valor de pKa reportado para Nall es de 10.7 (Abbott, Batchelor, Lindsay Smith, & Moore,
2009). La presencia de —OH en posicion orto estabiliza la estructura de Nall debido al
fuerte tautomerismo generado (Figura 3.7), el cual dificulta la ionizacidén del grupo alcohol
(Abbott et al., 2009; Hou, Li, Liu, Wang, & Wan, 2007). Las estructuras deprotonadas del

colorante se muestran en la Figura 3.9.

Rojo de Alizarina S por su parte, presenta importantes alteraciones del espectro asociadas a
cambios en su estructura a los distintos valores de pH testeados (Figura 3.8,b) Los circulos
en la Figura 3.8 marcan tres puntos isosbésticos, los cuales indican la coexistencia en
solucion de tres especies en equilibrio acido—base (ver Figura 3.10). Los valores de pKa

obtenidos para RAS fueron de 6.7 y 11.
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Figura 3.8. Espectros de Nall (a) y RAS (b) a diferente pH del medio.

Se observa el mismo comportamiento de hipercromicidad, incluso mas acentuado que en el
caso de Nall, en los picos a 260.8 nm y 335 nm para todos los valores de pH, mientras que
en el pico a 511 nm solo es observable a valores de pH mayores a 7. Este ultimo pico (515
nm, asignado a OH— C— C=0 desaparece a pH 5, mientras que aumenta la absorbancia a
429 nm (HO—- C=C- OH), lo cual es consistente con los hibridos de resonancia que pueden
existir en solucion segun el grado de disociacion de RAS (ver Figura 3.11). La solucidn de

RAS a pH 10.6 presenta variaciones en la banda a 511, la cual se traslada a 550 nm. Este
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pico puede asignarse a las transiciones n=> ©* de los enlaces — C=0 formados luego de la
deprotonacion completa del colorante. El hombro a 600 nm se asigna a los grupos
carbonilo conjugados presentes a pH 10,6, relacionados con la formacion de nuevos
enlaces = C=0 (ver Figura 3.11). A pH 9, existen cada vez mas especies con —OH ionizados
(y especies quinoides resonantes), puesto que el primer pKa de RAS sddico es de 6.7. La
especie principal en solucion es un dianion. Al presentar un segundo pKa de 11, la
concentracion relativa del trianion respecto al dianion a pH 10.6 es 0,4. Es decir que a pH
10,6 una proporcion importante de RAS se encuentra como trianion (con los dos —OH
ionizados, mas el grupo sulfonico como sulfonato). La presencia de un punto isosbéstico a
525 nm confirma que hay dos especies que coexisten a pH 10,6 (Nazar, Khan, & Shah,
2010).

SO5-
pKa: 10.6
+H*
N

Hidrazona S“O

Figura 3.9. Especies deprotonadas de Naranja II presentes en solucidn a valores de pH

cercanos a 10.6.
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O Ho
| OH
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| §':o pK,: 6.7 so pK, 11
o) o)

Figura 3.10. Especies deprotonadas de RAS en solucion.

Figura 3.11. Estructuras de resonancia de Rojo de Alizarina S a distintos pHs.

Formacion de agregados moleculares

La turbidez observada en las soluciones de RAS puede estar relacionada a la formacion de
agregados. La hipercromicidad observada en los espectros de ambos colorantes con el
aumento del pH del medio disolvente puede asociarse a la presencia de agregados de los

colorantes en solucion. Esta hipercromicidad es producto de un efecto desagregante del
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aumento del pH, ya que la absortividad de las especies disminuye con la formacion de
agregados no covalentes (Koleva, Stoyanov, Kolev, Petkov, & Spiteller, 2008; Sautter,
Thalacker, Heise, & Wurthner, 2002). Un aumento de la concentracion de la forma
monomeérica del colorante, producto de la disociacion de dimeros por aproximacion del
valor del pH del medio al valor de pKa se traduce en un aumento de la aborbancia (Bandara
& Kiwi, 1999; Reeves, Maggio, & Harkaway, 1979). A su vez, la presencia de

macromoléculas en solucion, como las enzimas, aumenta la formacion de agregados.

La capacidad de RAS de conformar agregados moleculares ha sido reportada con
anterioridad (Vasileva et al., 2009), asi como el estudio de las estructuras diméricas
producto de la formacion de enlaces puente hidrogeno (Pilipenko, Safronova, & Trachevsky,
1993). Pirillo y colaboradores observaron agregados de alizarina en solucion acuosa a pH

neutro (Pirillo, Garcia Einschlag, Rueda, & Ferreira, 2010Db).

H\o
N%N -

Na+ SO5-

Figura 3.12. Agregados bimoleculares de Nall. a) hidrazona— hidrazona. b)

hidrazona— azoica c) azoica— azoica.
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Diferentes interacciones intermoleculares no covalentes, como enlaces puente hidrogeno e

interacciones electrostaticas estabilizan estos agregados de colorante. Las estructuras

diméricas posibles para ambos colorantes se presentan en las Figuras 3.12 y 3.13.

038

H—O
0] O—H

0O

Figura 3.13. Agregados bimoleculares de Rojo de Alizarina S.

3.3.2. Reacciones de oxidacidn en sistemas catalizados por HRP

Colorantes/H202/HRP
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Las variaciones de absorbancia de los picos caracteristicos de cada colorante en presencia
de H202 se muestran en la Figura 3.14. Los espectros presentaron una oscilacion de los
valores maximos de absorbancia, con un leve aumento de la misma para RAS y una leve
disminucion en el caso de Nall luego de 1 hora de reaccion, sin corrimientos ni
modificaciones en la forma del espectro visible. Este comportamiento se observd para
concentraciones de los colorantes de 0.06 mM, razon por la cual se analizo el efecto del
aumento de las concentraciones a 8.35 mM sin presentar variaciones en los espectros
medidos. Asimismo, en el caso de RAS se observd un leve aumento de absorbancia a 300

nm luego de los 60 minutos de reaccidn, caracteristico de la formacidén de productos de

menor conjugacion.
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Figura 3.14. Variacion de los picos de absorcidn para cada colorante durante el tratamiento

con HRP/H,O:s.

La presencia de agregados de colorantes en el medio de reacciéon a valores de pH neutro
puede ser responsable del comportamiento oscilatorio observado. La disponibilidad de
grupos —OH de los sustratos fenodlicos, al igual que el volumen de los agregados no les
permite transformarse como tales en sustrato de la enzima, a diferencia de las estructuras

monoméricas (Pirillo et al., 2010). En este caso, la oscilacion de la absorbancia se atribuye a
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una disminucion por posible accion degradativa de HRP y un consecuente aumento
producto de un efecto desagregante, debido a la disminucion de concentracion de las
especies monomeéricas. La baja velocidad de reaccion asi como la baja conversion observada
en ambos casos puede deberse a las condiciones seleccionadas, las cuales favorecen la
inactivacion de los catalizadores por formacion de intermediarios no reactivos. Las
condiciones de reaccion como pH, temperatura, concentracion de peroxido de hidrogeno y
concentracion de catalizador deben ser modificadas para optimizar la eliminacion de los

colorantes y poder analizar los mecanismos de decoloracion.

Colorantes/ AAP/H202/HRP

Los resultados obtenidos en los experimentos de co— oxidacion de 4— aminoantipirina con
Naranja Il y Rojo de Alizarina S se muestran en la Figura 3.15. A su vez, la variacion de los
picos maximos de absorbancia se presenta en la Figura 3.16. A bajas concentraciones de
colorantes, los espectros registrados a tiempos de reaccion mayores a 2 h presentan un
aumento de la absorbancia a longitudes de onda inferiores a 400 nm, lo que puede
asociarse a la formacidn de productos de menor peso molecular. No obstante, a valores de
longitudes de onda menores a 330 nm el espectro puede verse afectado por el espectro de
absorcion de AAP. Por otra parte, se observa para ambos colorantes una leve disminucion
de la absorbancia de sus picos caracteristicos (484 nm para Nall y 511 nm para RAS), lo
que puede indicar la ruptura de las estructuras de los colorantes por accion catalitica de la

enzima, pero con muy bajos rendimientos.

Sin embargo, en el espectro medido para RAS, el avance de reaccion produce un aumento
de la absorvancia a 318 y 400 nm (Figura 3.16). Este pico de absorbancia a 318 nm,
andlogo al observado para el sistema fenol/AAP/H20; catalizado por HRP (ver capitulo 2),
se asignd a una transicion n—>m * del sistema conjugado N=C/C=0O presente en la
estructura de la quinonaimina producto de la reaccion. Sin embargo, no se observa en este
caso la formacion de un nuevo pico a mayores longitudes de onda producto de las
transiciones n=>7* del mismo sistema conjugado. Es importante aclarar, de todos modos,
que este pico puede estar siendo enmascarado por la banda de absorcion de RAS a 511 nm.
La co—oxidacion de RAS con AAP podria, por lo tanto, provocar la formacion de la
quinonaimina presente en la Figura 3.17, andloga a la obtenida con fenol, a velocidades

mucho menores.
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Figura 3.15. Avance de reaccion de co— oxidacion de AAP con Nall y RAS a altas y bajas

concentraciones de colorante.

En los espectros correspondientes a altas concentraciones de colorante se observa una
disminucién general de los valores de absorbancia. Este comportamiento podria indicar
cierta actividad degradativa del catalizador hacia los colorantes. Es evidente que las
concentraciones relativas de colorantes frente a AAP son tan altas que no ha sido posible

observar en ningun caso la formacién de productos de co— oxidacion.

Cabe indicar por otro lado que las bajas actividades enzimaticas medidas en estas
condiciones en comparacion a las observadas con el sustrato fenol (ver capitulo 2)
indicarian que los colorantes son estructuras mas voluminosas que generan cierto
impedimento estérico para el acceso al sitio activo de HRP en contraste con la pequena

molécula de fenol.
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Figura 3.16. Variacion de los picos de absorcidon para cada colorante durante la reaccion

de co— oxidacion con AAP catalizada por HRP/H2O3.
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Figura 3.17. Estructura propuesta de la quinonaimina producto de la co— oxidacion de AAP
con RAS.
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3.4. Conclusiones

El estudio del espectro de absorbancia de Naranja Il permite corroborar la existencia de las
formas azoica e hidrazona del colorante en solucion, siendo esta ultima la de mayor
presencia, debido a la estabilizacion producida por el tautomerismo. Rojo de Alizarina S
presenta importantes alteraciones del espectro a distintos valores de pH de la solucidn, lo
que es consistente con los valores obtenidos para las constantes de disociacion acidas de los
grupos — OH del colorante. Los valores testeados de pH del medio disolvente no produjeron
cambios observables en los espectros de Naranja II en las longitudes de onda de los picos
caracteristicos debido al tautomerismo generado que inhibe la disociacidon dcido—base en

esta estructura.

Se presume, ademas, la formacion de agregados no covalentes de Nall y RAS en solucion,
cuya concentracion es dependiente del pH del medio disminuyendo mientras el pH

aumenta.

Los estudios de oxidacion de Nall y RAS con HRP mostraron bajas velocidades de reaccion
en las condiciones testeadas. La presencia de un comportamiento oscilatorio en los valores
de absorbancia de los picos caracteristicos de cada colorante puede asignarse a la presencia

de agregados en el medio de reaccion.

Por ultimo, no fue posible confirmar la obtencidn de los productos de co— oxidacion de Nall
y RAS con AAP. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de formacion de quininonaimina

con RAS a bajas concentraciones de colorante.

Al comparar los resultados obtenidos con HRP en la oxidacion de fenol (Capitulo 2) vs.
colorantes fendlicos puede observarse una notable disminucion de las velocidades de
reaccion con el aumento del volumen molecular de los sustratos. Sumado a esto, lejos de
advertir la formacion de estructuras de mayor peso molecular (oligémeros), se evidencia
una leve formacion de productos de degradacidén con Nall y RAS. Esto ultimo permite
suponer que el aumento de complejidad en la estructura de los sustratos fendlicos provoca

la degradacion de los radicales organicos formados en lugar de su acoplamiento.

Las condiciones de reaccion, como el pH, la temperatura, la concentracion de H202 y la
concentracion de catalizador deben ser modificadas posteriormente para optimizar las

velocidades de las reacciones de oxidacion de Naranja II y Rojo de Alizarina S.
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3.5. Resultados publicados
Los resultados presentados en este capitulo fueron publicados en el IV Encuentro Regional
de Biocatalisis y Biotransformaciones, realizado en Montevideo en el ano 2010, en el

trabajo titulado: “Eliminacion de Rojo de Alizarina S y Naranja II catalizada por peroxidasa

de rabano picante”. Autores. Agostina Cordoba, Ivana Magario, Maria Lujan Ferreira.
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CAPITULO 4

DECOLORACION DE ROJO DE ALIZARINA S

Se evidencia la formacion de productos de menor peso molecular con ambos
catalizadores, lo que permitio postular la existencia de mecanismos degradativos de
oxidacion de Rojo de Alizarina S.

Se observa un efecto inhibitorio de la concentracion de HzOz.

Se propone la presencia de una via paralela de reaccion por coordinacion de HzO:z
en competencia con el colorante, capaz de producir Oz (via catalitica o
pseudo—cataldtica) en los sistemas catalizados por hematin.

Se demuestra la falta de especificidad de hematin a los sustrafos tendlicos frente a

HRF.
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4.1. Introduccién

La degradacion de Rojo de Alizarina S (RAS) mediante el empleo de procesos fotocataliticos
con oOxidos metalicos semiconductores ha sido objeto de estudio en los ultimos anos en
diferentes grupos de investigacion. La utilizacion de oxidos de zinc, titanio y hierro
presentaron buenos resultados en la decoloracidon de RAS (Bellanti, Castrucci, Ruiu, Visco, &
Campanella, 2010; Kansal, Lamba, Mehta, & Umar, 2013; Lai, Zhou, Wang, Yang, & Chen,
2013). También existen reportes en la literatura de las mejoras producidas por el dopado
con bismuto (Sood, Mehta, Umar, & Kansal, 2014). No obstante, el efluente generado por el
empleo de luz ultravioleta resulta perjudicial para la vida acudtica (Muhd Julkapli,
Bagheri, & Bee Abd Hamid, 2014) ademads de encarecer el proceso de decoloracion. La
incorporacion de metales nobles como oro y plata mejora las eficiencias de decoloracion
pero eleva los costos de los catalizadores obtenidos (M. L. de Souza & Corio, 2013; Pal, Deb,
& Sircar, 2013).

Resultados de la degradacion catalitica de RAS mediada por la metaloporfirina sintética
5,10,15,20- tetrakis(4— sulfonatophenyl) porphine-Mn(IlI) como biomimético de lacasa se
presentan en el trabajo de Paolo Zucca y colaboradores. El mecanismo propuesto de
eliminacion de RAS es degradativo y culmina con la obtencion de acido ftalico como
producto final (P Zucca et al., 2008). Durante estos estudios los autores descartaron la

participacion del radical hidroxilo como oxidante en las condiciones evaluadas.

Existen antecedentes de nuestro grupo de investigacion de estudios de degradacion del
colorante antraquinodnico Alizarina (ver Figura 4.1,a) en condiciones seleccionadas con
HRP y hematin solubles utilizando el enfoque OFAT (un factor a la vez). Los resultados
mostraron la capacidad de hematin (25 mg/l) para eliminar el 97% de alizarina en
solucién acuosa a pH neutro durante 2 h de reaccion, para soluciones de colorante de 50
mg/l. A su vez, estudios UV— Visible del medio de reaccion permitieron concluir en la
formacion de productos por acoplamiento/condensacién de radicales del colorante (Pirillo,
Garcia Einschlag, et al., 2010a). No obstante, estudios de la degradacion del colorante
Fluoresceina (ver Figura 4.1,b) no otorgaron buenos rendimientos de decoloracion y los
espectros del medio de reaccion presentaron evidencia de formacion de estructuras de

menor peso molecular (Pirillo, Finschlag, Ferreira, & Rueda, 2010b).
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a) b)
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Figura 4.1. Estructura de los colorantes Alizarina (a) y Fluoresceina (b).

En esta tesis se pretende abordar el estudio de la oxidacion de RAS catalizada por hematin
como biomimético de HRP, analizando las diferencias y similitudes de los mecanismos de
ambos catalizadores. El presente capitulo contiene resultados correspondientes a la catalisis
homogénea con hematin y HRP. El empleo de herramientas de diseno estadistico de
experimentos permite seleccionar la cantidad y condicion de una serie de corridas
experimentales de forma de optimizar recursos para obtener determinado nivel de

conocimiento del sistema bajo estudio.

La interaccion de HRP con H20: y la consecuente formacion de Ei, asi como las
caracteristicas electronicas y estéricas de Ei, En y Em han sido objeto de diferentes estudios
tedrico— experimentales que emplean métodos de quimica computacional para analizar los
resultados experimentales (Porphyrin Handbook, 2000; Shelnutt, 2000; Tatoli, Zazza,
Sanna, Palma, & Aschi, 2009; Zazza, Aschi, & Palma, 2006). La quimica computacional
simula estructuras y reacciones quimicas numéricamente, basandose total o parcialmente
en las leyes de la fisica. Los métodos computacionales pueden dividirse en dos grandes
categorias, aquellos basados en la mecanica molecular y los basados en la mecanica
cuantica. La mecdnica molecular aplica las leyes cldsicas de la fisica a los nucleos de las
moléculas, sin consideraciones electronicas. Trata a los dtomos como esferas rigidas y a los
enlaces como resortes. La capacidad de estiramiento, torsidon y flexion de los enlaces se
describe matematicamente mediante el empleo de la ley de Hooke. Se incorporan, a su vez,
las interacciones de van der Waals, repulsion estérica y atraccion/repulsion electroestatica
entre los atomos no enlazados. La energia potencial total de la molécula se describe a partir
de la suma de las energias de las interacciones de estiramiento, flexion y torsion y de la

energia de no enlace. Por su parte, los métodos basados en la mecanica cuantica emplean la
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ecuacion de Schrodinger para describir a las moléculas incluyendo el tratamiento explicito

de su estructura electronica (Maria Laura Foresti, 2006).

Este capitulo incorpora a la discusion resultados de modelado molecular obtenidos por la
Dra. Ferreira, a los fines de soportar las observaciones experimentales. Los calculos fueron
desarrollados con un método de mecdnica molecular, MM2 (Molecular Mechanics Allinger
program version 2) incluido en Chem 3D Pro 5.0 de Cambridge Soft 1999, y con un
método semiempirico que considera la configuracion electronica, PM6 (Parameterized
Model 6), incluido en el software MOPAC.

Los objetivos particulares de este capitulo se detallan a continuacion:

. Analizar el efecto de variables operativas en la actividad de decoloracion de RAS con

HRP y con hematin en solucion.

. Optimizar las condiciones de los factores analizados para maximizar la eficiencia y

la eficacia de ambos catalizadores en la decoloracion de RAS.

J Determinar la naturaleza degradativa o polimerizante de la catalisis oxidativa en

ambos casos.

o Analizar los perfiles de oxigeno disuelto y la concentracion de perdxido de
hidrégeno para ambos catalizadores durante el proceso de decoloracion a fin de

inferir sobre el mecanismo de accidn en ambos casos

. Incorporar a la discusion de resultados un estudio de modelado molecular que

permitan analizar las interacciones de los intermediarios cataliticos con H2O2 y RAS.

4.2. Metodologia

4.2.1. Disefio de Experimentos y analisis estadistico

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es un conjunto de técnicas matematicas y
estadisticas, que permiten obtener modelos polindmicos por regresion a los datos
experimentales. De esta manera, es posible determinar las condiciones Optimas de

operacion en sistemas en los cuales la respuesta se ve influenciada por varios factores
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(variables independientes). Para establecer la relacion entre la respuesta y las variables
independientes se emplean datos cuantitativos obtenidos de un diseno optimo de
experimentos. Las técnicas de Disenno Optimo de Experimentos (DOE) hacen uso de
herramientas estadisticas que permiten la seleccion de un minimo numero de experiencias,
distribuidas dentro de la region experimental. Las condiciones (o niveles) de cada variable
independiente son modificadas simultaneamente de un experimento a otro, 1o que permite
evaluar efectos de interaccion de variables sobre la respuesta (Gutierrez Pulido, De la Vara

Salazar, & Interamericana, 2008; Montgomery, 2001).

Con objeto de evaluar la actividad de ambos catalizadores dentro de una region especifica
de condiciones de reaccion en base a la metodologia de superficie de respuesta (RSM), se

selecciond un diseno experimental para determinar los experimentos a realizar.

La relacion funcional real entre los factores y las respuestas se desconoce, por lo que se
establece una aproximacion a la relacion entre la variable dependiente (respuesta) Y=£(X;)
y el conjunto de variables independientes (factores) (X;) mediante un modelo matematico
polinomial multivariado, obtenido por estimaciones de minimos cuadrados a partir de las
respuestas obtenidas experimentalmente. Estas ultimas se ajustaron al siguiente modelo

polindmico de segundo grado:

Y=by+Y bi'Xi+Z by. X2 + ) Xby.X.X @.1)

donde Yes la respuesta prevista, b, es el promedio de todas las respuestas experimentales,
b el principal coeficiente de efecto de la variable X;, b; el coeficiente de segundo orden de
la variable X;, y by el coeficiente de efecto de interaccion entre las variables X;y X; (i Z ).
Las variables independientes y sus efectos, asi como los efectos de curvatura (interacciones)
sobre la respuesta estudiada se evaluaron estadisticamente. Un disenio Doehlert (Doehlert,
1970) con cuatro factores se selecciond con el fin de estimar los pardmetros de la ecuacion
4.1. La particularidad de este disefio es que presenta una distribucidén de puntos igualmente
espaciados y, en contraste con los disenos conocidos, las matrices Doehlert son mas
uniformes y eficientes (numero de experimentos igual a k? + k + 1 siendo k el numero de
factores). Ademads, permiten determinar en un primer paso los efectos de un grupo de

factores y, a través de una expansion de la matriz experimental, extender el analisis a mas
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variables independientes (Benoit-Marquié, Puech-Costes, Braun, Oliveros, & Maurette,
1997; Ivana Magario, 2009).

El diseno experimental utilizado se realizd en dos etapas. En una primera etapa se
evaluaron los efectos de la temperatura, el pH y la concentracion de perdxido de hidrogeno
para la cual la matriz experimental contenia trece experimentos uniformemente
distribuidos representando los vértices de un cubo octaedro (Figura 4.2) (Tabla 4.1,
experimentos 1—13). En una segunda etapa se introdujo una cuarta variable independiente,
la concentracién de catalizador; lo que sumo 8 experimentos al diseno (Tabla 4.1,
experimentos 13—21). Para evaluar la reproducibilidad de las experiencias se realizaron
cuatro repeticiones en el centro de la region experimental. El orden de los experimentos en
cada etapa se realizo en forma aleatoria aunque se agruparon aquellos que compartian el

mismo valor de temperatura.

Figura 4.2. Cubo octaedro.

La regidén experimental fue definida considerando las condiciones de pH y temperatura de
efluentes clasicos de la industria textil (Badawy & Ali, 2006; COMMISSION, 2003). Asi, el
rango de variacion de la temperatura se fijo entre 30—50°C, el rango de pH fue de 7—-11, la
concentracion de peroxido de hidrogeno se modificod entre 0,05—5 mM, y la concentracion
de catalizador entre 0,05—4,95 mg/I. La relacion molar H202/RAS varid desde 0,24 a 24 y
la relacién masica catalizador/RAS vario entre 6.10-* y 6.10-2. Los niveles de cada factor
son los valores de los mismos. En este caso se trabajo con 5 niveles para la temperatura, 7
niveles para la concentracion de H202, 7 niveles para el pH y 3 niveles para la
concentracion de catalizador. A su vez, el volumen de reaccion, la concentracion de

colorante y la agitacion se mantuvieron constantes.
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Los valores de las variables fueron normalizados o codificados como: X; = (U; — Up)/AU.
Donde X; es la variable codificada en un rango que va desde — 1 a +1, U el valor de la
variable efectiva, Uy el valor central del rango de la variable y AU el paso de la variable
(ZUsstax = Uppiin) /2).

Las respuestas analizadas fueron la Conversion porcentual (1) y el Rendimiento Catalitico

(2, las cuales de definen en las ecuaciones 4.2y 4.3

Y = (A";ﬂ) 100 4.2)

0

Donde Ao es la absorbancia a tiempo cero y Aeo la absorbancia a los 60 min de reaccion,

ambas a 511 nm, el pico correspondiente al cromoforo de RAS (ver Figura 3.6, capitulo 3).

Re [Rojo de Alizarina S]
"~ 100.[Catalizador].[H,0,].V,

Z
(4.3)

En la ecuacion 4.3 [RAS/y [H-O-/ denotan la concentracion molar de RAS y H202 en mM,
1, el volumen de reaccion en litros, y /Catalizador/ la concentracion de catalizador en /1.
El rendimiento catalitico expresa los milimoles de colorante convertido por gramo de

catalizador y por milimol de oxidante.

El analisis estadistico de los resultados se efectud por medio del software comercial
STATGRAPHICS Centurion, version XV.1 (Virginia, USA). Se analizaron los efectos sobre las
respuestas estudiadas y se ajustaron las respuestas mediante modelos de regresion multiple.
Los modelos se evaluaron por medio de los coeficientes de determinacion o de regresion
(R?). La significancia estadistica de los factores y de sus efectos de interaccion se determind
mediante el Test de ANOVA, siendo descartados aquellos factores que no afectaron las
variables dependientes analizadas (p>0,05). No obstante, la jerarquia de los modelos se

mantuvo (Gutierrez Pulido et al., 2008).
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Tabla 4.1: Disetio de Experimentos: Doehlert para cuatro factores.

Exp Temperatura Concentracion de pH Concentracion de
N° H20:2 Catalizador
Efectivo Codificado Efectivo  Codificado Efectivo Codificado Efectivo Codificado
(°C) (mM) “) (mg/1)
Matriz experimental para el estudio de los factores temperatura, Concentracion
de H,O» v pH
1 40 0 2,5 0 9,0 0 2,5 0
2 50 + 1,0000 2,5 0 9,0 0 2,5 0
3 45 + 0,5000 4,7 + 0,8660 9,0 0 2,5 0
4 35 - 0,5000 4,7 + 0,8660 9,0 0 2,5 0
5 45 + 0,5000 3,2 +0,2887 10,6 +0,8165 2,5 0
6 35 - 0,5000 3,2 +0,2887 10,6 +0,8165 2,5 0
7 40 0 1,1 ~-0,5774 10,6 +0,8165 2,5 0
8 30 ~ 1,0000 2,5 0 9,0 0 2,5 0
9 35 - 0,5000 0,4 ~ 0,8660 9,0 0 2,5 0
10 45 + 0,5000 0,4 ~ 0,8660 9,0 0 2,5 0
11 35 - 0,5000 1,8 - 0,2887 7.4 - 0,8165 2,5 0
12 45 +0,5000 1,8 -0,2887 74 -08165 25 0
13 40 0 4,0 +0,5774 74 -0,8165 2,5 0

Experimentos adicionales para el estudio del factor Concentracion de catalizador

4 45  +0,5000 32 +0,2887 94 +0,2041 444 +0,7906
15 35 - 0,5000 3,2 +0,2887 94 +0,2041 444  +0,7906
16 40 0 1,1 -0,5774 94  +0,2041 4,44  +0,7906
17 40 0 2,5 0 10,2 +0,6124 444  +0,7906
18 35 - 0,5000 1,8 -0,2887 86 -0,2041 0,56 - 0,7906
19 45  +0,5000 1,8 -0,2887 86 -0,2041 0,56 - 0,7906
20 40 0 4,0 +0,5774 86 -0,2041 0,56 - 0,7906
21 40 0 2,5 0 78 -0,6124 0,56 - 0,7906

Una herramienta interesante a explorar cuando existen diferentes factores que afectan a
mas de una respuesta estudiada es la funcion deseabilidad. La metodologia de multicriterio
es muy util para ser empleada en la optimizacion y es aplicable cuando varias respuestas
han sido estudiadas simultdneamente. En nuestro caso, es de interés encontrar un
compromiso entre la decoloracion porcentual y el rendimiento catalitico. La funcidon
deseabilidad es la mas utilizada actualmente para este fin (Murphy, Tsui, & Allen, 2005). La
escala de la funcion deseabilidad (d) va desde d=0 a d=1. Las ventajas de esta funcién han
sido reportadas para multiples y variadas aplicaciones (Bezerra, Santelli, Oliveira, Villar, &
Escaleira, 2008).
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4.2.2. Reacciones de decoloracion de RAS

Las reacciones de decoloracion se llevaron a cabo en viales de vidrio de 10 ml con agitacion
magnética, los cuales se sumergieron en un bano térmico, (ver Figura 4.3). la
concentracion inicial de colorante se mantuvo constante en todos los experimentos en un
valor de 75 mg/1. RAS se disolvio en las siguientes soluciones tampodn de concentracion 0.1
M: (1) pH de 7 a 7.8, buffer fosfato; (2) pH de 8.6 a 9.4, buffer Tris/HCL; y (3) pH mayor a
10, buffer carbonato/bicarbonato. En todos los casos el contraion fue sodio. La solucion
madre de HRP se preparo disolviendo 4.62 mg en 9240 ml de buffer fosfato de sodio 0.1 M
pH 7.0 (500 mg/1). Mientras que la solucion madre de hematin (324 mg/1) se prepard
disolviendo 8.1 mg en 25 ml de solucion de NaOH 0.01 M. La mezcla de reaccion estuvo
conformada por 5150 pl de solucion de RAS 150 mg/1, el volumen correspondiente de
solucion madre de HRP o hematin (11.5 a 141 ul) y la cantidad requerida de solucion
buffer correspondiente hasta alcanzar un volumen final de 10.3 ml. El volumen total de
solucidn comercial de H202 (Laboratorios Apotarg S.R.L., Argentina) (1.4 a 5 ul) se repartio
en tres agregados iguales, a tiempo O, 10 y 20 min de reaccidn a los fines de disminuir los
efectos de inactivacion de los catalizadores. Con el primer agregado de perdxido de
hidrégeno se dio inicio a la reaccion. Se tomaron dos muestras del medio de reaccion, de
300 ul cada una, la primera previo al agregado de H202 y la segunda a los 60 minutos de

reaccion.

Todas las muestras fueron inmediatamente diluidas en 2.7 ml de la solucion buffer
correspondiente a cada experimento y analizadas por espectroscopia UV- Visible. La
evaluacion de la eficacia del tratamiento se llevo a cabo mediante lecturas de absorbancia a

511 nm no obstante, los espectros se midieron en el rango de 200 a 800 nm.

Figura 4.3. Bano termostatizado con agitacién magnética empleado para las reacciones de

decoloracion de RAS
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4.2.3. Determinacion de perfiles temporales de Oxigeno Disuelto, RAS y H202

Las reacciones de decoloracion se llevaron a cabo con agitacion magnética a 30 °C. Las
condiciones experimentales seleccionadas fueron: concentracidén de catalizador: 4 mg/1;
concentracion de peroxido de hidrogeno: 2,5 mM, concentracion del RAS: 75 mg/1y el pH
del medio: 9. 400 ul de solucion madre de HRP 500 mg/1 se anadid al sistema HRP/RAS y
361,5 ul de solucidén madre de hematin de 553,2 mg/1 se anadio al sistema hematin/RAS.
Para dar inicio a la reacciéon se anadieron 46,6 pl de 30% vol. peroxido de hidrdgeno a
49,55 ml del medio de reaccién compuesto por solucion de RAS 75 mg/1 en buffer Tris pH

9y el volumen del correspondiente catalizador.

La medicion de oxigeno fue continua durante 60 minutos de reaccion. El monitoreo se llevo

a cabo con sensor Pasco pasport Disolved Oxygen PS—2108 (California, EE.UU.).

Para obtener los perfiles de concentracion de peroxido de hidrogeno se tomaron muestras
de 1 ml a diferentes tiempos durante el avance de reaccion. Las muestras se diluyeron en 8
ml de agua destilada y 1 ml de solucion de H2SOs 1 M para detener la reaccion. La
concentracion de H202 en cada muestra se midio a través de titulacion yodométrica (I. M.
Kolthoff E.]J. Meehan, Stanley Bruckenstein, 1972).

Para los perfiles de concentracion de RAS, se llevaron a cabo reacciones de decoloracion
con: 9,33 ul de peroxido de hidrogeno 30% vol., 9,91 ml de solucion de RAS 75 mg/I en
buffer tris pH 9 y 80 ul de solucion madre de HRP 500 mg/I para el sistema HRP/RAS y
72,3 ul de solucion madre de hematin 553,2 mg/1 para hematin/RAS. Se tomaron muestras
en diferentes momentos después de la adicidon de peroxido y se tratan como se especifica en
la seccidn 4.2.1. Las conversiones se calcularon segun la ecuacion (4.2), con los valores de
absorbancia a 511 nm y se multiplicaron por la concentracion inicial del RAS para obtener

valores de concentracién final de colorante.

4.3. Resultados y Discusion

4.3.1. Analisis de Interferentes

Preliminarmente, se analizo, el efecto de los catalizadores y el H202 (5 y 50 mM para HRP y
hematin, respectivamente) en el espectro de absorcion de RAS en buffer pH 9. Los

resultados obtenidos se presentan en la Figura 4.4. HRP no provoca ningun efecto en el
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espectro de RAS. Sin embargo, la presencia de hematin provoca una hipercromicidad a
longitudes de onda comprendidos entre 300 y 430 nm. Por otro lado, la presencia de H202
afecta el espectro mediante un aumento de absorbancia comprendida entre 200 y 250 nm,
debido a la absorcion de H20Oz. Debido a que ninguna especie de la reaccidn, aparte de RAS,
absorbe a 511 nm; puede confirmarse que una disminucion de la absorcion en esta

longitud de onda es directamente proporcional a la ruptura del grupo cromoforo.
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Figura 4.4. Efecto de los catalizadores y peroxido de hidrdgeno en el espectro de
absorcion de la solucion de RAS en buffer pH 9. [RAS]: 75 mg/1; [Catalizador]: 10 mg/1;
[H202]: 5 mM para HRP y [H202]: 50 mM para hematin.
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4.3.2. Reacciones de decoloracion de RAS

El rango de variabilidad de los factores bajo estudio y el tiempo de corte de reaccion deben
ser cuidadosamente seleccionados. La Figura 4.5 muestra cinéticas de decoloracion para
HRP y hematin modificando en ambos casos la concentracion de catalizador y de H202. Con
hematin se obtuvieron conversiones cercanas al 80% en los primeros 20 min de reaccion,
independientemente de la concentracion de catalizador y oxidante testeadas en este caso.
HRP por su parte, presentd conversiones crecientes con la concentracion de catalizador. En
base a estos resultados se seleccionod la region experimental de la matriz de experimentos
que se detalla en la Tabla 4.1. El tiempo del tratamiento se fijo en una hora para todas las

corridas.

La Tabla 4.2 muestra los valores de respuesta del disenio experimental. Para determinar si el
peroxido de hidrogeno es capaz de decolorar soluciones RAS mediante reacciones no
cataliticas se llevaron a cabo reacciones sin catalizador a pH 9 y 10,6, con una
concentracion inicial de perdxido de 2,5 mM. Se obtuvieron solo el 2,3% y el 3,4% de
conversiones, respectivamente, evidenciando la naturaleza catalitica de la decoloracion en

presencia de hematin o HRP.
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Figura 4.5. Perfiles de conversion de Rojo de Alizarina S. [RAS]: 75 mg/1; pH: 9 y Temp:
40°C.

Tabla 4.2. Resultados obtenidos de conversion y rendimiento catalitico para cada punto del

diseno experimental.

116



Decoloracion de Rojo de Alizarina S

HRP Hematin
Exp. Rendimiento Rendimiento
N°  Conversion. Catalitico Conversién Catalitico
(%) (MMcolorante (MMr202 (%) (MMcolorante (MMH202
gCataIizador) 1) gCatalizador) 1)
1 30.5 (+4.46) @ 1069 (+156) 2 77.6(+0.45 % 2722 (415817
2 28.0 1361 61.2 2982
3 25.9 907 71.0 2488
4 29.2 800 92.3 2527
5 57.1 12511 73.5 16106
6 21.8 763 86.4 3030
7 27.7 606 66.8 1463
8 40.5 8869 77.2 16916
9 39.5 1083 92.6 2716
10 25.5 2034 88.3 2738
11 16.0 299 72.2 2537
12 22.7 1105 61.8 3010
13 13.8 257 71.8 1339
14 19.5 301 92.3 1423
15 23.2 358 93.6 1444
16 29.8 1335 102.7 4606
17 12.9 254 91.9 1814
18 13.0 2829 23.8 5164
19 27.4 5950 17.7 3851
20 3.0 292 22.2 2171
21 0.0 0 0.0 0.0

aValores promedio obtenidos de las repeticiones del punto central.
Hematin como catalizador
Los modelos cuadraticos obtenidos para las conversiones (1) y los rendimientos cataliticos

(2) por ajuste de las respuestas de la Tabla 4.2 a la ecuacion (4.1) son:

Y =76.6(1087) + 43.3(11.7) X[ematin] T 17-6(21.7) Xpu — 41 (11.6)Xr — 18.4(142) X[Hematin]z -
40'34(i90) X[Hem]XpH (4.4)

Z = 2080(i424) - 6943(i742) X[HZOZ] + 873(i750) XpH + 8779(i1269) X[H202]2 (4.5)
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En cada caso, los factores se representan en sus valores codificados. El modelo elegido
ofrece la mejor relacion entre las respuestas y los factores estadisticamente significativos.
Para la conversion, el coeficiente de determinacion es R = 98,69% y R? sjustado= 98.33%.
Para el rendimiento catalitico, el coeficiente de determinacion es R? = 86.43% y R? sjustado=
84,40%.

La Figura 4.6 presenta las superficies de respuesta obtenidas para la conversion y el
rendimiento catalitico. Es posible observar un efecto positivo del aumento de la
concentracion de hematin sobre la conversion del RAS, al igual que el aumento del pH
desde valores neutros a alcalinos. El rendimiento catalitico ¥, por su parte, se ve afectado
principalmente por la concentracion de H202 y en menor medida por el aumento de pH. Y
disminuye hasta su un valor minimo a concentraciones medias de H20:, seguido de un
aumento posterior. La disminucion de Y con el aumento de la concentracion de H2Oz es un
indicativo de existencia de vias paralelas de reaccidén y/o de inactivacion de hematin que
consumen ineficientemente H2O2. No obstante, la recuperacion del rendimiento puede
asociarse a: (1) la regeneracion de especies cataliticas activas de hematin por reaccion con
H2O:; mediante la vias cataldtica o pseudo— catalatica (ver discusion de mecanismos de
reaccion en Capitulo 1); o (2) la produccion de radicales inorganicos a altas
concentraciones de H20z, que atacan la estructura de RAS aumentando asi los milimoles de
RAS convertidos por gramo de catalizador por milimol de oxidante (Granados-Oliveros et
al., 2011; Granados-Oliveros, Ortega, Paez-Mozo, Ferronato, & Chovelon, 2010; Granados~
Oliveros, Paez-Mozo, Ortega, Ferronato, & Chovelon, 2009). Sin embargo, Zucca y
colaboradores han demostrado que la oxidacion de RAS en soluciones de pH neutro
catalizada por una porfirina de manganeso, con concentraciones de H202 similares a las
empleadas en este estudio, no involucra la formacion de radicales HO® (P Zucca et al.,
2008).

Las conversiones obtenidas con hematin son maximas a altas concentraciones de
catalizador y valores alcalinos de pH, lo cual se asocia con el aumento de mondmeros de
hematin en solucion. La solubilidad de hematin en agua aumenta con el aumento del pH de
la solucion. Ademds, De Villiers y colaboradores estudiaron el comportamiento de la
metaloporfirina en solucidn acuosa y demostraron que la constante de dimerizacion
presenta un valor maximo a pH= 7,5, luego del cual decrece (De Villiers et al., 2007). El
aumento de pH del medio de reaccion provoca también la disociacion del H202 (cuyo pKa=
11,62) con el consecuente aumento en la concentracion de HOO-, el cual presenta mayor
poder nucleofilico, lo que le confiere mayor reactividad (Rafiquzzaman et al., 1995). Sin

embargo, la conversion tiene un maximo a pH 10 y luego disminuye; lo que puede
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relacionarse a las especies de RAS presentes en solucion a valores mayores de pH. Emmert y

colaboradores estudiaron la oxidacion de colorantes azoicos catalizada por

metaloporfirinas y determinaron que la reaccion de oxidacion se produce por la
abstraccion de hidrégeno (Emmert lii Thomas, J., Hon, B., Gengenbach, A. J., 2008). RAS a
pH <5,5 se encuentra presente como monoanion, entre 5y 11 como dianién y a pH>11,
como un trianion completamente desprotonado (Ghasemi et al., 2006). Esto implica que la
ausencia de hidrogeno disponible para reaccionar con el enlace Fe=0 de hematin activado
(especie Er y En) no permite la generacion de radicales del colorante. En resumen, para
obtener una alta conversion de RAS, se requiere un compromiso entre la cantidad de
hematin disponible y la reactividad del RAS a valores de pH entre 9,5 y 10.

La temperatura ha presentado un efecto despreciable o nulo sobre la conversion y el
rendimiento en el rango considerado.
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Figura 4.6. Superficies de respuesta para la conversion y el rendimiento catalitico de los

sistemas Hematin/RAS. La temperatura se fijo en 40°C.

HRP como catalizador

Los modelos cuadraticos seleccionados para adaptarse a las respuestas estudiadas con HRP
como catalizador son:

Y = 29'2(i15) - 13'5(i31) X[HZOZ] + 6'5(i3-1) X[HRP] + 3'8(i3-1) XT - 51.4(110.1) X[HRP]XPH
13'0(i7-8) X[HzOz]XT + 11'9(i89) XpHXT (4.6)

Z = 725(i350) - 4627(i64—5)X[H202] - 1083(i638)X[HRP] + 6153(i1107)X[H202]2 +
4398(i1863)X[H202]X[HRP] (4.7)

Estos modelos tienen bajos coeficientes de correlacion. Para la conversion R?= 74.04% y R?
ajustado= 6D.84% y para el rendimiento catalitico, R?= 79,48% y R? sustado= 75.58%. A

diferencia de hematin, los resultados obtenidos para la decoloracidén de RAS catalizada por
HRP (ver Tabla 4.1) permitieron obtener ajustes pobres.

La Figura 4.7 presenta las superficies de respuesta obtenidas para la conversion y el
rendimiento catalitico. A diferencia de hematin las conversiones obtenidas son menores y

se ven negativamente afectadas por la concentracion de H:0:. Este efecto puede estar
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asociado a la inactivacion que sufre HRP por H2O2 y por el ataque de radicales organicos a
los residuos aminoacidicos de la proteina (Baynton et al., 1994; H B Dunford, 1999; Hiner
et al., 2001; Q. Huang et al., 2005; Kapeluich et al., 1997; Wagner & Nicell, 2002). La
inactivacion por H20: es producida por: (1) una ruta de reaccion alternativa de En
(reacciones 1.6 y 1.9, Capitulo 1), o por una via alternativa de reaccidén con E; (reaccion
1.10, Capitulo 1), ambas con formacion de (aa)P670. La segunda via de inactivacion
mencionada implica a los radicales de RAS formados durante el ciclo catalitico. Alizarina
tiene una estructura similar a RAS, no obstante, se observaron altas conversiones de
Alizarina, incluso a concentraciones de H202 de 21 mM (Pirillo, Garcia Einschlag, et al.,
2010b). La estructura de RAS, a diferencia de Alizarina, presenta un grupo sulfénico
cargado negativamente a la par de los grupos —OH. Por lo tanto, es mds razonable pensar
que RAS no es un buen sustrato para HRP debido a su mayor volumen y al efecto del grupo

sulfénico, o a la existencia de alguna reaccion secundaria diferente.
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Figura 4.7. Superficies de respuesta para la conversion y el rendimiento catalitico de los

sistemas HRP/RAS. La temperatura se fijo en 40°C.

Por su parte, el pH no afecta a las respuestas estudiadas. No obstante, existe una interaccion
negativa entre el aumento del pH y la concentracion de HRP. Este hallazgo es consistente
con la actividad catalitica reportada para HRP en presencia de sustratos simples, que se
mantiene practicamente constante en el intervalo de pH de 7 a 9, y cae a valores de pH mas
altos (H B Dunford, 1999). Ademas, el aumento de moléculas de RAS deprotonadas a
valores de pH cercanos a 11 impide la formacion de radicales por abstraccion de

hidrégeno, como se menciono para el sistema con hematin.

Al igual que la conversion el rendimiento catalitico disminuyd con el aumento de la
concentracion de H20: probablemente debido a la inactivacion inducida por H:20:
(inactivacion suicida, formacion de (aa)P670). Por otra parte, el rendimiento presentd un
ligero aumentd a altas concentraciones de H2Oz y HRP (ver Figura 4.7). Comportamiento
que puede asociarse a una regeneracion de HRP al estado nativo producto de la activacion

de vias catalaticas o pseudo-catalaticas de reaccion y a la regeneracion desde el Compuesto

Em (reacciones 1.4, 1.5, 1.6 y 1.7, Capitulo 1).
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4.3.3. Optimizacion de las condiciones de reaccion

Teniendo en cuenta que las respuestas estudiadas, rendimiento catalitico y conversion,
representan la eficiencia y eficacia catalitica respectivamente, se empled la funcion
deseabilidad para determinar las condiciones que maximizan ambas caracteristicas. La

Figura 4.8 muestra los resultados obtenidos para HRP y hematin.
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Figura 4.8. Funcion deseabilidad para HRP y hematin, considerando rendimiento catalitico

y conversion de RAS. Los valores de las variables se encuentran codificados.
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La sensibilidad de HRP al aumento de la concentracion de H2O2 impide alcanzar el valor
maximo de la funcion deseabilidad en las condiciones testeadas. El valor dptimo para este
sistema se encuentra en el rango mas bajo de concentraciones de H2O2 y HRP. El aumento
de la concentracion de HRP no ayuda a maximizar ambas respuestas. Esto implica que la
disponibilidad de la enzima al sustrato esta siendo afectada. La agregacion de enzimas en
solucion acuosa tamponada es un problema importante que muchas veces no se aborda
adecuadamente cuando las enzimas libres se ponen a prueba en sistemas acuosos, y puede

ser responsable de la falta de disponibilidad observada (M L Foresti & Ferreira, 2005).

La funcion deseabilidad observada para HRP se puede explicar como el resultado de cuatro
reacciones diferentes que ocurren en paralelo: (1) la generacion de radicales
inorganicos/organicos a altas concentraciones de HRP; (2) la destruccion del grupo
Ferriprotoporfirina IX y/o de la estructura proteica de HRP a alta concentracion de H2Og;
(3) la formacion de agregados de la enzima a alta concentracion de HRP y; (4) el potencial
impacto negativo de los dimeros/oligdmeros de sustrato en la inhibicion de la actividad
enzimatica (mds alta a bajas concentraciones de HRP); considerando que el bloqueo de la
enzima ha sido reportado como inhibidor con ciertas estructuras de sustrato (Ziemys &

Kulys, 2005). Tres de estas reacciones disminuyen la conversion final de RAS.

El problema de la agregacion de proteinas o el bloqueo del sitio activo de la enzima por
interacciones no productivas con dimeros de RAS no se observaron en el caso de hematin.
Los mejores resultados para el andlisis combinado de conversion de RAS y rendimiento
catalitico se encontraron a la mayor concentracion de hematin y a una concentracidén
media de H20:2 en todo el rango estudiado. Sin embargo, a altas concentraciones de H20z, la
degradacion parcial del anillo porfirinico debido a una mayor generacion de radicales
inorganicos y/u organicos se propone como la causa probable de la disminucion de la
funcion deseabilidad a valores inferiores a 1. En el caso de hematin, la funcion deseabilidad
puede ser resultado de dos reacciones diferentes que ocurren en paralelo: (1) la generacion
de radicales inorgdnicos/organicos a altas concentraciones de hematin; y (2) la formacion
de especies inactivas de hematin y/o destruccion del grupo hemo a altas concentraciones
de Hz0:x.

4.3.4. Analisis UV-Visible de las reacciones de decoloraciéon

La Figura 4.9 muestra los espectros UV— Visible para soluciones de RAS, antes y después del

tratamiento, con HRP y hematin como catalizadores en condiciones seleccionadas. La
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decoloracion es mads eficaz en el sistema hematin/H202. Sin embargo, con ambos
catalizadores es evidente la caida de los valores de absorbancia en las longitudes de onda
caracteristicas. En ningun caso se observan corrimientos a mayores longitudes de onda de
los picos, asociados a la formacion de productos de acoplamiento de radicales. Por el
contrario, el aumento de absorbancia entre 200 y 220 nm esta relacionado a la formacion

de compuestos aromaticos de menor peso molecular y alta absortividad molar.

La Figura 4.10 muestra el grado de decoloracion alcanzado durante los experimentos, con
HRP y hematin. La diferencia de color observada en el estado inicial de las soluciones se
debe a la diferencia de pH de las mismas. En ninguna de las reacciones de oxidacion
llevadas a cabo se observd generacion de material insoluble indicativo de formacion de

precipitado de productos oligoméricos.

Estas observaciones permiten postular la naturaleza degradante de los mecanismos de
oxidacion de RAS con HRP y hematin en el rango seleccionado de las condiciones aqui

estudiadas.

La presencia de un grupo sulfonico en la estructura del colorante afecta el mecanismo de
decoloracion debido a su gran volumen y carga neta negativa. La Figura 4.11 muestra los
posibles productos de acoplamiento de radicales de Rojo de Alizarina S, los cuales se
encuentran altamente desfavorecidos por interferencias electronicas y estéricas. Estas
interferencias no se presentan en el caso de Alizarina, lo cual puede entenderse como la

razdn por la que no se observan productos de polimerizacion con RAS.
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Figura 4.9. Espectros UV— Visible de soluciones de RAS 75 mg/1, al inicio y luego de 60 min
de tratamiento. Sistema HRP: [HRP]:2.5 mg/1; [H202]:0.4 mM; pH:9; T:35 °C. Sistema
Hematin: [Hematin]:4.44 mg/1; [H20:]:3.2 mM; pH:9.4; T:45 °C.

Figura 4.10. Grado de decoloracion alcanzado luego de 60 minutos de tratamiento. [RAS]:
75 mg/1. Izquierda: [HRP]: 2.5 mg/1, [H20z]: 3.2 mM, pH:10.6, Temp: 35°C. Derecha:
[Hematin]: 2.5 mg/1, [H202]: 4.7 mM, pH: 9, Temp: 35°C.

Existen en la literatura propuestas de mecanismo degradativo para RAS, bajo diferentes
tratamientos. Zucca y colaboradores han propuesto mecanismos de degradacion con
formacién de diquinonas en decoloraciones de RAS catalizadas por lacassas y
5,10,15,20— tetraquis(4— sulfonatofenil) porfina— Mn(III) (P Zucca et al., 2008). Ademas, se
han propuesto vias degradativas de decoloracion de soluciones de RAS tratadas mediante
sistemas foto— Fenton, electro— Fenton, procesos electroquimicos o fotocataliticos (Devi,

Rajashekhar, Raju, & Kumar, 2009; Faouzi, Nasr, & Abdellatif, 2007; Gao et al., 2008;
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Lachheb et al., 2002; Panizza & Oturan, 2011). Por otro lado, estructuras de colorantes de
mayor complejidad como Fluoresceina (Figura 4.1,b), presentaron evidencia de
degradacion a productos de menor peso molecular en presencia de HRP/H20; (Pirillo,

Einschlag, et al., 2010a).

Figura 40.11. Posibles estructuras de acoplamiento de radicales de Rojo de Alizarina S.
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4.3.5. Perfiles de reaccidén en condiciones seleccionadas

La Figura 4.12 muestra los perfiles de oxigeno, peroxido de hidrdgeno y concentracion de
Rojo de Alizarina S con el avance de reaccion en condiciones seleccionadas. El estudio de
consumo o produccion de oxigeno y peroxido de hidrdgeno durante la oxidacion de RAS

puede dar indicios de las diferencias en las rutas de reaccidén de ambos catalizadores.

La concentracion del RAS solo disminuyd un 40% del valor inicial con HRP como
catalizador. Sumado a esto, los consumos de perdxido de hidrdgeno y oxigeno disuelto son
casi invariables después de los primeros 20 minutos de reaccion. Estos resultados indican la
ausencia de participacion de una via cataldtica o pseudo— catalatica de reaccion (reaccion
1.4, Capitulo 1); en linea con los resultados publicados por Hernandez—Ruiz y sus
colaboradores, los cuales aseguran que en presencia de sustrato fenolico no hay

participacion de la via catalatica de HRP (Hernandez-Ruiz et al., 2001; Hiner et al., 2001).

En el caso del sistema hematin/H202, los resultados fueron muy prometedores. La
concentracion de RAS se redujo casi a cero. Disminuyo la concentracion de perodxido de
hidrogeno y aumentd la concentracion de oxigeno disuelto. Esto puede asociarse a la
participacion de reacciones de produccion de oxigeno, como pueden ser las vias catalatica
o pseudo— catalatica de hematin. De todas maneras existen diferentes vias cataliticas y no
cataliticas de produccion y consumo de Oz que pueden tener lugar en estos sistemas (I
Magario et al., 2012). Estas reacciones pueden tener un impacto negativo sobre las
reacciones de oxidacion, debido a que: (1) consumen H2O; disponible; (2) pueden generar
radicales altamente reactivos, tales como OH* y HOO", capaces de atacar no solo a sustratos

y productos intermedios, sino también a los catalizadores.

El aumento del consumo de H202 y la produccion de O: al inicio de la reaccion difieren de
lo observado durante la oxidacion de alizarina y otros colorantes, como azul negro de
eriocromo y fluoresceina, utilizando hematin como catalizador, a mayores concentraciones
de H202 (21 mM) y a pH 7, llevadas a cabo anteriormente en nuestro grupo de
investigacion. En esas condiciones, hematin presentd un consumo de oxigeno, frente a una

liberacion del mismo observada para HRP (Pirillo, Einschlag, et al., 2010b).
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Figura 4.12. Perfiles de Oxigeno disuelto, [RAS] y [H202]. Condiciones iniciales: [H202]=
2.5 mM, [RAS]= 75 mg/1, pH= 9, T= 30 °C, [HRP]= 4 mg/1, [Hematin]= 4 mg/I.

Granados— Oliveros y colaboradores estudiaron la formacién de radicales inorganicos y su

efecto en la oxidacion de compuestos orgdnicos. Los resultados les permitieron proponer

que en presencia de metaloporfirinas el principal radical formado con H202 es O -. Este

ultimo, es el principal precursor de HO", mediante la reaccion: Oz - + H2O2 - HO" + OH- +

Oz

(Granados-Oliveros et al., 2011, 2010, 2009). Considerando estos resultados en el

marco de la discusion respecto al mecanismo de reaccion de las metaloporfirinas que se
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presenta en el Capitulo 1, es posible suponer que la liberacion de Oz observada puede

asignarse a la participacion de una via pseudo— catalatica de hematin.

4.3.6. Modelado molecular

Los resultados experimentales obtenidos generaron una serie de interrogantes asociados a
las diferencias observadas entre los sistemas de degradacion de RAS y de Alizarina, a pesar
de las similitudes de sus estructuras. Las principales diferencias observadas fueron: (1)
Alizarina presentd altas conversiones con HRP, incluso a mayor concentracion de H2O2,
mientras que RAS no permitié obtener conversiones mayores al 57%. Sin embargo, los
valores de conversion de ambos colorantes fueron buenos con hematin como catalizador.
(2) Los estudios UV-Visibles del medio de reaccion demostraron mecanismos de
degradacion de estructuras en el caso de RAS, mientras que para Alizarina se observo la
formacion de productos de condensacion. (3) La decoloracion de Alizarina catalizada por
HRP estuvo acompanada de la produccion de Oz, mientras que con hematin se produjo un
consumo del mismo. No obstante, la decoloracién de RAS con hematin como catalizador
provocd un aumento del O disuelto en el medio de reaccidn, y en presencia de HRP no se

observaron cambios significativos en la concentracion de Oz.

Tabla 4.3. Resultados de la minimizacion de MM2 en Kcal/mol (Diferencia de energia
estérica asociada a la reaccion 1 o 2, ASy) y calculo de PM6 (AH,). AH,=XAHp — XAHg,
siendo P productos y R reactivos. LM=modelo ampliado, RM= modelo reducido,
Ri=reaccion 1, Rz=reaccién 2, siendo RAS— 1y RAS— 2 la coordinacion de RAS al

catalizador a través del -OH 1 o 2.

Sustrato de Hematin/E; Modelos de HRP/ E;
reaccion
MM2 PMo MM2 PM6
ASg AH; ASg, Kcal/mol A
H,
Kcal/mol Kcal/mol
M M Kcal/mol
RM
R: H20: -12 - 24 H20; -21 -24 +15,8
Rz RAS—-1 -37 - 25 (OH1) RAS-1 -29 —44 - 55
Rz RAS-2 -26 - 38 (OH2) RAS—-2 —47 -50 - 68
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Para intentar dar luz a estas cuestiones se presentan a continuacion estudios de modelado
molecular realizados por la Dra. Ferreira, que permitieron explorar la absorcion de H202 y
RAS sobre Ei, para hematin y HRP. La metodologia empleada para los calculos se encuentra
en el Anexo B. No obstante, es importante aclarar que se emplearon modelos para el sitio de
union a sustrato de HRP, y se mantuvo una molécula de agua coordinada al O de Fe=0O de
Er (ver estructura en Figura 13,b). Mientras que en el caso de hematin, se incluyeron seis
moléculas de agua proximas a Fe=0, una de las cuales fue remplazada por los sustratos
estudiados (H202 y RAS). A su vez, se analizaron dos orientaciones distintas de RAS, la
forma 1 o RAS—1, a través del —OH denominado 1 y la forma 2 o RAS-2, a través del —-OH
denominado 2 en la Figura 4.13,a. En la Figura 4.13,c se presentan los diferentes modelos
usados en los calculos de MM2 y PM6 para hematin y HRP y el tamano relativo de los
sustratos y los modelos de catalizadores. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla
4.3.

a) b) E
0 OH; | ‘ﬁ’w
OH; é zF,e; iﬁ
(I m
SO3Na ( /
o ™
5
c) ¢ AR

AP

Hematin Qs
i ‘{% HRP-RM

HRP-LM

Figura 4.13. a) Estructura de RAS, notar denominacion de los —OH. b) Sitio activo de

compuesto I de HRP (Ep). ¢) Modelos empleados para calculos MM2 y PM6, los atomos de
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hidrégeno no se muestran en las figuras. LM: Modelo Ampliado, en inglés: Large Model.
RM: Modelo Reducido, en ingiés: Reduced Model.

La Figura 4.14 muestra el mecanismo propuesto de interaccion de HRP (con una molécula
de agua coordinada al Fe=0) con RAS. Mientras que la Figura 4.15 muestra el resultado
obtenido para RAS, utilizando el modelo reducido para HRP (HRP-RM). Se analizo la
coordinacion de RAS al sitio de union al sustrato de HRP con el grupo sulfonico hacia
afuera (Forma 1), o apuntando al sitio de unidn (Forma 2). La figura muestra con claridad

la cavidad de unidén a sustrato de HRP y cémo RAS se localiza alli de dos formas diferentes.

Por otro lado, en la Figura 4.16 se muestran las conformaciones de hematin y H202, y las
dos posiciones de coordinacion al Fe=0 para RAS en hematin. De los resultados es posible
observar que la coordinacion de una molécula de H2O2 a Ei de HRP es endotérmica (ver el
resultado PM6 para RM en la Tabla 4.3). Sin embargo los valores de AH, medidos para la
coordinacion de RAS en ambos casos (forma 1y 2), es siempre muy exotérmica. Esto indica
que HRP con una molécula de agua coordinada a Fe=O prefiere como sustrato a RAS.
Contrariamente, los valores de entalpia calculados para hematin indican que el mismo
puede coordinar peroxido de hidrégeno o RAS-1 de manera competitiva. No obstante, la
forma 2 de coordinacion de RAS, es decir con la molécula orientada perpendicularmente en
la sexta posicion de coordinacion del hierro es la mas favorecida entalpicamente (por
diferencia de 13 kcal/mol). Asimismo, los resultados obtenidos de MMZ2 son opuestos,

debido a las interacciones estéricas generadas por la posicion del grupo sulféonico en RAS-1

vs. RAS-2.
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Figura 4.14. Mecanismo de coordinacion y reaccion con RAS, con una molécula de H20

coordinada al Fe=O del E; de HRP.
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Figura 4.15. Coordinacion de RAS al sitio de unién de HRP. Las flechas muestran el grupo

sulfénico de RAS en las formas 1 y 2.
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RAS-1
coordinada a través de -OH1

RAS-2
coordinada a través de —OH2

Figura 4.16. Estructuras obtenidas para las minimas energias estéricas reportadas en la

Tabla 4.3 para hematin coordinando H202 o RAS 1y 2.

La Figura 4.17 muestra el estrecho contacto entre el agua inicialmente coordinada al Fe=0,
Arg38 e His42 en HRP. Ambas conformaciones (RAS-1 y 2) mostraron enlaces puente H
entre RAS y los residuos claves del sitio de enlace a sustrato del modelo de HRP empleado. Es
evidente como la conservacion de la molécula de agua en la formacion Ei, estd relacionada
a la manera en la que RAS se aproxima al sitio de unidén de HRP. Otro aspecto a considerar
es como esta molécula de agua puede actuar en el ciclo catalitico para producir la
protonacion de Fe=0. Las dos formas de coordinacion de RAS se ven favorecidas en el caso

de RAS-HRP/RM, pero la coordinacién de RAS-2 presenta menor entalpia de reaccion.
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Figura 4.17. Interacciones entre RAS-1 y RAS-2 con los residuos claves de HRP.
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La Figura 4.18 presenta las longitudes de las interacciones puente hidrdgeno obtenidas para
la coordinacion de RAS-1 y RAS-2 con hematin. En este caso, RAS desplaza la molécula de
agua que se encuentra coordinando la sexta posicion del Fe. Las distancias de los enlaces

puente H entre los ~OH (1 y 2) de RAS y el Fe=0 son 2.02 A en el caso de RAS-1y 1.9 A
para RAS-2; mientras que para E; de HRP/RM se hallaban entre 3.5 y 4 A (ver Figura 4.17).
A valores alcalinos de pH, la principal forma de coordinacion es RAS-1, debido a la

ionizacién de —OH 2.

La Figura 4.19 presenta las estructuras monoméricas y diméricas de Alizarina y RAS. Las
estructuras diméricas postuladas, resultaron ser las mas estables por minimizacion de la
energia estérica de las estructuras y/o minimizacion del AH;. Es posible observar como los
grupos hidroxilos se orientan hacia los extremos de las moléculas en el caso de RAS. Por el
contrario, en caso de los dimeros de Alizarina, los grupos hidroxilos se ubican en el centro,
dejando a las estructuras fenodlicas en los extremos. Esta diferencia tiene un efecto clave en
las distintas afinidades de HRP frente a los dos sustratos. Las caracteristicas hidrofdbicas de
la cavidad de enlace de HRP favorecen la formacion del complejo enzima—sustrato. Los
dimeros de Alizarina se acomodan en el sitio activo de HRP, interaccionando con estos
residuos hidrofdbicos, de manera que los —OH puedan reaccionar con Fe=0---H20:.
Mientras que los dimeros de RAS presentan importantes impedimentos electrénicos y
estéricos, sumados a las cargas negativas de los sulfonatos, adyacentes a los grupos —OH y
ubicadas en los extremos de las estructuras. Esto produce interacciones repulsivas que
resultan en una dificultosa coordinacién de dimeros de RAS a HRP y la consecuente

ausencia de formacion de radicales fendlicos.

En el caso del mondmero de RAS, el grupo sulfénico se acomoda en el sitio de union, pero
en el caso del dimero, las interacciones estéricas y electronicas no favorecen la
coordinacion. El grupo sulfénico cargado puede interactuar con grupos polares a través de
enlaces de H o incluso con cargas positivas de los residuos clave de HRP durante la reaccion
(hierro o quizas HisNH* o ArgNHz*), lo que hace ma4s dificil la adecuada coordinacion de

RAS para la transferencia de H a E; y la consecuente generacion de radicales de RAS.
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Figura 4.19. Estructuras monoméricas y diméricas de Rojo de Alizarina S y Alizarina.
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Estos resultados tedricos obtenidos por la Dra. Ferreira suman informacion muy valiosa a la
explicacion de los resultados experimentales obtenidos para alizarina (Pirillo, Garcia
Einschlag, et al., 2010b) y RAS como sustratos de HRP en presencia de H20:. Es notorio, en
base a la discusion aqui presente que el bloqueo de HRP debido a la generacion de dimeros
de RAS es un problema durante la decoloracion de estas soluciones. Es posible, por lo tanto,
suponer que esta es la principal razon de las bajas conversiones obtenidas con HRP, con un
maximo de 57% para soluciones de [RAS]: 75 mg/1, a 45 °C, pH 10.6, 2.5 mg/1 de HRP y
3,2 mM de H202; mientras que se obtuvieron conversiones de 90% para soluciones de

[Alizarinal: 100 mg/1, a 45 °C, pH 7, 25 mg/1 de HRP y 21 mM de HzO:.

Otro aspecto a destacar de estos resultados tedricos es que la transferencia de H de RAS al O
de Fe=O (E1 de HRP) se lleva a cabo a través de una molécula de agua coordinada a Fe=0O.
Esta molécula de agua es crucial para la transferencia de protones con sustratos de gran
volumen, formando parte de una red de enlaces de H que participa de la donacion de

protones de los sustratos al O de Fe=O de Ei.

4.4. Conclusiones

La optimizacidon de las condiciones de reaccion, asi como la medicién combinada de las
concentraciones de Rojo de Alizarina S, peroxido de hidrogeno y oxigeno disuelto en
condiciones seleccionadas, permitieron dar respuestas a varias incognitas planteadas al
inicio del capitulo. La naturaleza catalitica de las reacciones de decoloracion fue probada
por las conversiones despreciables (menores al 3.5%) obtenidas en ausencia de
catalizadores. A su vez, la ausencia de precipitados, sumada a la evidencia de formacion de
productos de menor peso molecular obtenida durante el analisis de los espectros
UV-Visible de los medios de reaccion permiten postular mecanismos degradativos de

oxidacion de RAS con ambos catalizadores.

La estructura estérica y electréonica de HRP hace que esta enzima no sea un catalizador
adecuado para la oxidacion de cierto tipo de colorantes, tales como RAS, incluso cuando es
muy eficiente en la degradacion de una estructura familiar, como alizarina. Los resultados
de modelado molecular permitieron determinar los impedimentos estéricos producidos por
la coordinacion de estructuras diméricas de RAS, vs. sus andlogas de alizarina, al sitio activo
de HRP. Fue posible demostrar la participacion de una molécula de agua como puente entre

HRP y sustratos fenolicos de gran volumen, junto a la red de enlaces de hidrogeno

140



Decoloracion de Rojo de Alizarina S

(altamente sensible a los valores de pH del medio) que colaboran con la transferencia de
hidrégeno necesaria para la formacion de los radicales organicos. Este hallazgo hace
hincapié en la especificidad a sustrato de HRP frente a la amplia aplicabilidad de hematin a

diferentes tipos de sustratos tales como alizarina y RAS.

Hematin, por su parte, ha demostrado ser un catalizador muy poderoso en la eliminacion
de alizarina, asi como también en la eliminacion de RAS, segun los resultados que se
presentan en este capitulo. Hematin fue capaz de eliminar aproximadamente el 100% de
RAS a 40 ° C, pH 9,4, [H202]: 1,1 mM, y [hematin]:4,4 mg/1. Valores alcalinos de pH, del
orden de los valores caracteristicos de los efluentes textiles, permitieron obtener las

maximas actividades.

La concentracion de peroxido de hidrogeno presentd un efecto negativo, en general, sobre
los rendimientos de ambos catalizadores. Sin embargo, a altas concentraciones de oxidante
se observa un aumento en los rendimientos cataliticos. No obstante, los resultados de
evolucion de oxigeno disuelto durante la reaccidon permiten postular diferentes mecanismos
de inactivacion para HRP y hematin. En el caso de hematin, es posible proponer la
presencia de una via paralela de reaccion por coordinacion de H202 en competencia con el
colorante debido a la evolucion de oxigeno observada durante la reaccidon, sumado a los
resultados de modelado molecular que confirman la competencia entre RAS y H20: en la
coordinacion de E; para hematin (via cataléatica o pseudo— catalatica). Por otro lado, al no
detectarse la evolucion del oxigeno durante la reaccion catalizada por HRP, no hay sustento
empirico de la ocurrencia de de reaccidn que recuperen el estado nativo de la enzima via
evolucion de Oz como producto (via catalatica o pseudo— catalatica). A su vez, el estudio de
la coordinacién de HzO2 con E; permitid confirmar los resultados de ausencia de
produccion de oxigeno en el sistema HRP/RAS, debido a los valores positivos calculados

para la entalpia de dicha coordinacion AH;.

4.5. Resultados publicados

Los resultados que se presentan en este capitulo fueron publicados en:

e XVII Congreso Argentino de Catalisis y VI Congreso de Catalisis del MERCOSUR que

se realizo en Salta en el ano 2011, bajo el titulo: “Eliminacion de Rojo de Alizarina S
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catalizada por hematin y HRP: Andlisis de surperficie de respuesta.” Autores:

Agostina Cordoba, Ivana Magario, Maria Lujan Ferreira.

e Journal of Molecular Catalyst A: Chemical. “Experimental design and MM2-PM6
molecular modelling of hematin as a peroxidase-like catalyst in Alizarin Red S
degradation.” Autores: Agostina Cordoba, Ivana Magario, Maria Lujan Ferreira. 355

(2012), pag: 44-60.
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CAPITULO 5

DECOLORACION DE NARANJA 11

Se demuestra el efecfo negativo del aumento de la concentracion de HzOz con
ambos catalizadores, siendo este mayor para HRP.

Se confirma la mayor eficacia de la aplicacion de hematin en reacciones de
decoloracion, considerando el costo de los catalizadores.

Se contirma la ruptura del enlace azoico y la formacion de estructuras oxigenadas y

alifdticas hidrocarbonadas.
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5.1. Introduccion

Naranja II (Nall) es uno de los colorantes azoicos mas estudiados debido a la popularidad
de su uso. Las vias de eliminacion de Naranja II mediante la aplicacion de diversas
tecnologias y sus eficiencias han sido objeto de innumerables publicaciones. Es posible
encontrar en la literatura analisis de tratamientos bioldgicos (Cardona, Osorio, & Quintero,
2009; Hai, Yamamoto, Nakajima, & Fukushi, 2009; Mutambanengwe, Togo, & Whiteley,
2007), quimicos o la combinacion de ambos (Lodha & Chaudhari, 2007; Tantak &
Chaudhari, 2006). No obstante, la degradacion reductiva del enlace azoico producida
durante los tratamientos anaerobicos conduce a la formacion de aminas aromaticas

carcinogénicas (J. Zhang et al., 2012).

La aplicacion de procesos de naturaleza Fenton y foto— Fenton demostroé buenos resultados
en la eliminacion de Nall (Bandara, Morrison, Kiwi, Pulgarin, & Peringer, 1996; J. X. Chen
& Zhu, 2010a; Fernandez, Bandara, Lopez, Buffat, & Kiwi, 1999; Maezono, Tokumura,
Sekine, & Kawase, 2011). Sin embargo, estos procesos presentan una serie de desventajas
entre las que se pueden citar como mas importantes: (1) la necesidad de ajustar el pH del
sistema a valores 4cidos alejados de los valores alcalinos caracteristicos de los efluentes
textiles y; (2) la generacion de un efluente tratado con altas concentraciones de hierro
(Bandara, Nadtochenko, Kiwi, & Pulgarin, 1997; Daneshvar, Aber, & Hosseinzadeh, 2008;
Ramirez, Costa, & Madeira, 2005; Scheeren, Paniz, & Martins, 2002). Por estas razones es
que existen numerosos esfuerzos direccionados a la obtencion de catalizadores tipo Fenton
heterogéneos que presenten bajas lixiviaciones de hierro y tengan la capacidad de operar a
valores neutros de pH. Altos porcentajes de decoloracion de soluciones de Nall por medio
de estos sistemas se han reportado en distintos estudios (Hartmann, Kullmann, & Keller,
2010; Liang et al., 2010; Rodriguez, Ovejero, Sotelo, Mestanza, & Garcia, 2010; Tian, Tu,
Chen, Chen, & Xiong, 2011). Ademas, se incluye el efecto de la accion de la luz UV
(Foto— Fenton) para aumentar las eficiencias del proceso (Duarte & Madeira, 2010; J. Feng,
Hu, Yue, Zhu, & Lu, 2003a, 2003b; Herney-Ramirez, Lampinen, Vicente, Costa, & Madeira,
2008; Lam & Hu, 2007, Manzano, Riaza, Quiroga, & Kiwi, 2009; Ramirez, Godinez,
Méndez, Meas, & Rodriguez, 2010). Por otro lado, la produccion in situ del H2O2 empleado
en la decoloracion también se presenta en diferentes trabajos cientificos (Peralta-
Hernandez et al., 2008; Ramirez et al., 2010; H. Zhang, Li, Zhong, & Ran, 2011).

Ademas del empleo de sales de hierro como catalizadores, Naranja II fue sustrato modelo

en diferentes estudios de aplicacion de “Procesos de Oxidacion Avanzada” (AOPs) basados
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en la generacion de radicales OH' a partir H2O2 y UV/H202 (Aleboyeh, Kasiri, Olya, &
Aleboyeh, 2008; Olya, Kasiri, Aleboyeh, & Aleboyeh, 2008) y TiO2 (Liang et al., 2010). Shi
y colaboradores presentaron resultados de la activacion catalitica de peroximonosulfatos
para generar radicales sulfatos capaces de degradar Nall, como un AOP alternativo (Shi et
al., 2014).

Mediciones de carbono organico total (TOC), Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y
Demanda Bioldgica de Oxigeno (DBO) se incluyen en los estudios de eliminacion de
contaminantes a los fines de determinar el grado de detoxificacion de las soluciones
alcanzado. Monteagudo et al. (Monteagudo et al., 2008) obtuvieron disminucién de hasta
el 100 % de DQO y el 80 % de TOC de soluciones de Nall mediante tratamientos
Foto— Fenton asistidos con ferrioxalato a valores dcidos de pH. Por otro lado, Liang y sus
colaboradores reportaron disminuciones de TOC de hasta el 30 % en tratamientos Fenton

heterogéneos (Liang et al., 2010).

El uso de peroxidasas en la decoloracion de Nall presentod excelentes resultados (Lopez,
Moreira, Feijoo, & Lema, 2004; Lopez, Valade, et al., 2004; Yousefi & Kariminia, 2010).
Lopez y colaboradores estudiaron la degradacion de Nall a compuestos oxidados de menor
peso molecular, mediada por Peroxidasa de Manganeso (MnP). No obstante, a pesar del
mecanismo degradativo observado, no lograron obtener una completa mineralizacion del
colorante (Lopez, Valade, et al., 2004). Estudios de la degradacion de este azocolorante con
HRP, llevados adelante por A. Zhang et al. (A. Zhang, Fang, Wang, & Liu, 2013)
demostraron la eficacia de esta enzima para alcanzar grados de decoloracion del 95.8% en
condiciones optimizadas mediante la metodologia de la superficie de respuesta. Estos
autores analizan el mecanismo de accidén de HRP y proponen dos vias de rupturas simétrica
y asimétrica del enlace azoico que producen estructuras degradadas del colorante, las
cuales posteriormente sufren reacciones de acoplamiento. El estudio de la ruptura del
enlace azoico se incluye también en un trabajo de J. Zhang y sus colaboradores, en el cual
dos sustratos azoicos (Naranja II y Amarillo Ocaso) se someten a un tratamiento oxidativo
con CloroPeroxidasa (CPO) en presencia de H202. Los resultados obtenidos en este sistema,
presentan evidencia de rupturas tanto simétricas como antisimétricas (J. Zhang et al.,
2012). Resultados similares fueron publicados recientemente para la decoloracidén del
azocolorante Crystal Ponceau 6R catalizada por la peroxidasa del poroto de soja (SBP),
donde un anadlisis detallado de intermediarios de reaccion le permite a los autores proponer
ambos caminos degradativos de ruptura del enlace azo, simétrico y asimétrico, seguidos de
oxidacion a acidos carboxilicos, desulfonacion y reacciones de oxidacion de fenoles (Ali et
al., 2013).
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T. K. Saha y sus colaboradores presentaron recientes avances en el campo de la catalisis
biomimética homogénea, mediante el empleo una porfirina de Mn (Mn!'(zzzeso— tetrakis
(1— metilpiridinio— 4 - il) porfirinato) en presencia de H202 en el tratamiento oxidativo de
colorantes azoicos. Este trabajo se enfoca al estudio de las especies de la metaloporfirina
participantes en la reaccidn, respecto de las cuales se postula la formacion de
intermediarios andlogos a Eo, Er y En durante el ciclo catalitico (Saha, Frauendorf, & John,
2013).

Estudios anteriores llevados a cabo por integrantes de nuestro grupo de investigacion
demostraron la capacidad de hematin en la eliminacion del colorante azoico Azul Negro de
Eriocromo R, cuyas formas azo e hidrazona se presentan en la Figura 5.1. Estos estudios se
efectuaron en condiciones neutras de pH y se obtuvieron decoloraciones del 60 % de
soluciones de 25 mg/l de colorante. Ademads, del estudio UV-Visible de avance de
reaccion, se observd una disminucion inicial de las longitudes de onda caracteristicas, 1o
cual es consistente con un mecanismo degradativo. Sin embargo, el espectro presentd un
nuevo pico a mayores longitudes de onda, a tiempos prolongados de reaccion, lo que
permite postular presencia de reacciones de acoplamiento de los productos de la reaccidon
de oxidacion que puedan a su vez, actuar como sustrato del catalizador (Pirillo, Einschlag,
et al., 2010a).

N/
Y/
i
Y/

HO

a
a
a
7N

Figura 5.1. Estructura del colorante Azul Negro de Eriocromo R. Formas azo e hidrazona.

Este capitulo evalua la accion catalitica de hematin frente a HRP en la decoloracion de
Naranja II empleando la herramienta del disenio de experimentos. Ademads, se incluyen

resultados de demanda quimica de oxigeno y estudios FTIR y UV- Visibles de las soluciones
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luego del tratamiento, a los fines de establecer la presencia de mecanismos degradativos o
de acloplamiento de radicales libres, confirmar la destruccion del enlace azoico e inferir

respecto a los productos de reaccion remanentes en solucion.

Los objetivos particulares de este capitulo incluyen:

. Determinar la influencia de las condiciones de reaccidn en el grado de decoloracion

de soluciones acuosas de Naranja II.

. Optimizar las condiciones de reaccion para maximizar la eficiencia de ambos

catalizadores en la reaccion de decoloracién de Nall.

J Determinar el grado de oxidacion de Naranja II alcanzado luego del tratamiento con
ambos catalizadores, mediante mediciones de la demanda quimica de oxigeno de las

soluciones obtenidas.

J Analizar el mecanismo de eliminacion de Naranja II por medio de analisis de los

productos obtenidos durante los tratamientos cataliticos.

. Analizar el efecto de la estructura del sustrato reductor sobre los mecanismos de
reaccion, degradativos y/o polimerizantes, de ambos catalizadores por comparacion de

resultados con Azul Negro de Eriocromo R.

5.2. Metodologia

5.2.1. Disefio experimental y anélisis estadistico

Tanto el diseno experimental (Tabla 4.1, Capitulo 4) como el analisis estadistico aplicado a
los sistemas homogéneos Naranja II/hematin/H202 y Naranja II/HRP/H20: son andlogos a

los detallados en la seccion 4.2.1 del Capitulo 4.

5.2.2. Reacciones de decoloracion de Naranja I

Las reacciones se llevaron a cabo segun el procedimiento descripto para Rojo de Alizarina S

en la seccidon 4.2.1 del Capitulo 4. La concentracién de Nall se mantuvo constante en todos
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los experimentos en 75 mg/1. La evaluacién de la eficacia del tratamiento se llevo a cabo a
través de las lecturas de absorbancia a 484 nm. Ademas, los espectros UV— Visible se

registraron en un rango de 200— 800 nm.

Para computar los perfiles de conversion de Nall a distintas concentraciones de catalizador
(seccidn 4.3.2, Capitulo 4), alicuotas de 300 ul de solucidon fueron extraidas a diferentes
tiempos de tratamiento hasta un tiempo final de 120 minutos de reaccion. Para estas

mediciones el volumen total de H202 se agrego al inicio de la reaccion.

5.2.2. Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno

La Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) es una medida aproximada del contenido de
materia orgdnica presente en una muestra de agua. La DQO consiste en acelerar el proceso
de biodegradacion que realizan los microorganismos que se encuentran presentes en los
cauces de agua naturales, mediante un proceso de oxidacion forzada con oxidantes
quimicos. Asi, la degradacion bioldgica de un carbohidrato se expresa como: CeHi206 + 6
02 =2 6 COz2 + 6 H20. La oxidacioén quimica de la misma sustancia se expresa como:
CéHi206 + 4 Cr:07~ + 32 H* > 6 COz + 8 Cr¥* + 22 H20. Las
determinaciones de DQO permiten obtener informacion a cerca de: (1) la materia orgdnica
susceptible de ser oxidada quimicamente en las soluciones analizadas; y (2) la naturaleza

degradativa del mecanismo catalitico de HRP y/o su biomimético, hematin.

Se realizaron determinaciones DQO de las soluciones de Naranja II de acuerdo al método
de reflujo cerrado (5520 D), descripto en Standard Methods para valores de DQO menores
a 75 mgoz/1 (APHA, 1998). La DQO se determind en soluciones de Nall sin tratamiento
previo y luego de 1, 4 y 24 hs de tratamiento con sistemas de HRP/H202 o hematin/Hz20z.
Las determinaciones de DQO se realizaron por espectroscopia UV— Visible. Se determino la
absorbancia de las soluciones a A =600 nm y se emplearon soluciones de biftalato de

potasio como estandares para la obtencion de una curva de calibracion.

5.2.3. Caracterizacion por FTIR de los productos de reaccion

Se midieron los espectros de FTIR (Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier)
(en el rango de 4600 a 400 cm!) de muestras solidas de Naranja Il y de las mezclas de
reaccion luego de 1 h de tratamiento en las condiciones Optimas determinadas por los

métodos de superficie de respuesta. Se tomaron alicuotas de 2 ml de solucién tratada, se
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acidificaron con 250 ul de solucion 1 M de HCl y se agitaron durante 5 minutos con 2 ml
de Cl2CH: para lograr la extraccion de los productos de reaccion. Posteriormente, un
mililitro del extracto se deshidratd con sulfato de sodio anhidro y se concentrd por
evaporacion a factores por 100 y por 200 para las muestras de reaccidon catalizadas por
HRP y hematin, respectivamente. Posteriormente, 10 ul del extracto concentrado se
depositaron en un disco delgado de KBr y el solvente se elimind por el pasaje de un flujo de
aire caliente en direccidon paralela al disco. Por otro lado, el colorante solido se mezclod con
KBr en una proporcion masica del 1% y se sometid a presion para obtener un disco fino. Los
blancos utilizados fueron aire y discos delgados de KBr, para Nall y los extractos de
productos de reaccidn respectivamente. Las mediciones se realizaron con un equipo JASCO
FT/IR 5300 (resolucion de 4 cm-!) equipado con un detector infrarrojo de sulfato

triglicérido deuterado (en inglés: DTGS).

5.3. Resultados y Discusion

5.3.1. Analisis de interferentes

La Figura 5.2 presenta el efecto del agregado de H20: y el catalizador sobre el espectro de
absorcion de las soluciones de Naranja II en buffer Tris/HCl pH 9. El unico efecto
provocado por HRP y H20:; en el espectro de Nall es una despreciable disminucién de la
absorbancia a 484 nm, lo que puede asignarse a la formacion de agregados moleculares del
colorante. Por su parte y en concordancia con lo observado en el Capitulo 4, la presencia de
hematin provoca hipercromicidad a valores de longitudes de onda comprendidos entre 300
y 430 nm. Por otro lado, a altas concentraciones de H202 (50 mM) el espectro de Nall se ve
afectado por un aumento de absorbancia entre 200 y 250 nm debido a la absorcion de

H20:.
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Figura 5.2. Efecto de catalizadores y peroxido de hidrdgeno en el espectro de absorcion de

la solucion de Naranja II en buffer pH 9. [Nall]: 75 mg/1; [Catalizador]:10 mg/I; [H20:2]: 5

mM para HRP y [H202]: 50 mM para hematin.

5.3.2 Reacciones de decoloracion de Naranja II

La Figura 5.3 muestra el grado de decoloracion alcanzado durante los experimentos, con

HRP y hematin. En ninguna de las condiciones testeadas con ambos catalizadores se observo

formacidn de precipitado indicativo de productos oligoméricos de reaccion.
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Figura 5.3. Grado de decoloracion alcanzado luego de 60 minutos de tratamiento con
[H202]:1.8 mM , pH:7.4, Temp:45, [Catalizador]: 2.5mg/1.

La Figura 5.4 incluye perfiles de decoloracion obtenidos en condiciones seleccionadas
variando la concentracion de catalizador en cada caso. A 2.5 mg/1 de catalizador se puede
observar una mayor velocidad de reaccién con HRP, no obstante los valores obtenidos con
hematin son comparables a los obtenidos con la enzima. La elevada conversion obtenidas

con 2.5 mg/1 de de HRP hacen que sea ineficiente emplear mayores cantidades.

Es importante notar aqui la mayor actividad obtenida con HRP en la decoloracion de Nall
comparado con RAS. Como se menciond en los Capitulos 3 y 4 los colorantes poseen la
capacidad de dimerizarse en solucion. En el Capitulo 4 se atribuyen, en parte, las bajas
conversiones alcanzadas con la enzima al impedimento estérico y electronico producido
por los dimeros de RAS en el sitio activo de HRP. Nall puede formar la estructura dimérica
estable que se presenta en la Figura 5.5, la cual presenta los grupos oxidrilos hacia el
centro. Esta estructura posibilitaria el ingreso al sitio de union de HRP. Igualmente, los
dimeros de Nall poseen en los extremos los grupos sulfonicos cargados negativamente, 1o
cual puede generar importantes impedimentos electronicos durante la coordinacion al sitio

de reaccidn de la enzima.

En el caso de hematin, las mediciones a 10 mg/1 se llevaron a cabo con 25 mM de H20: y
mostraron altas conversiones —comparables a las obtenidas con HRP con menores
concentraciones de enzima y oxidante— lo que puede asociarse a un menor rendimiento y

selectividad en las reacciones catalizadas por el biomimético.
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Figura 5.4. Perfiles de conversion de Naranja II. [Nall]: 75 mg I'1; pH: 9 y Temp: 40°C.

Reacciones de decoloracion sin catalizador se llevaron a cabo a pH 9 y 10.6, con una
concentracion inicial de H202 de 2.5 mM. Las conversiones obtenidas fueron del 11% y

9.9% respectivamente, evidenciando la naturaleza catalitica de las decoloraciones medidas
en el set completo de experimentos.

Figura 5.5. Dimeros de Nall. Los circulos negros muestran la posicion de los grupos

sulfénicos.
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La Tabla 5.1 presenta los valores de respuesta obtenidos durante el diseno experimental.
HRP alcanzo mayores conversiones y rendimientos cataliticos que hematin. No obstante, los

resultados obtenidos con el biomimético resultan comparables con los de la enzima.

Tabla 5.1. Resultados de las conversiones y los rendimientos cataliticos.

HRP Hematin
Exp. Rendimiento Rendimiento
N° Conversion, Y. Catalitico, Z. Conversion, Y. Catalitico, Z.
(%) (MMcolorante (MMH202 (%) (MMcolorante (MMH202

QCatalizador) 1) QCatalizador) 1)

1 87.4 (+2,8 @ 2995 (+96) 2 48.6 (+1,5) 2 1664 (+51)?
2 29.9 1423.5 17.7 745.5
3 84.2 2884.1 43.4 1485.1
4 96.8 2591.2 72.3 1934.5
5 88.3 18901.0 34.9 7471.2
6 86.6 2966.9 41.6 1426.2
7 15.8 339.1 15.2 325.1
8 85.4 18272.6 42.9 9194.6
9 91.6 2451.1 86.8 2324.1
10 85.7 6668.9 71.5 5567.9
11 85.4 1556.3 51.3 934.8
12 25.6 1216.8 19.2 9124
13 82.1 1495.1 55.9 1018.1
14 84.4 1271.4 63.0 949.72
15 87.0 1311.1 73.4 1105.8
16 77.6 3402.1 62.6 2744.0
17 97.7 1883.8 92.4 1781.8
18 52.8 11218.8 13.1 2774.6
19 59.0 12533.0 loc.4 3489.2
20 45.5 4350.3 17.8 1697.9
21 14.0 2144.2 4.9 751.8

a Valores promediados de las repeticiones del punto central.

HRP como catalizador

Los modelos cuadréticos obtenidos por el ajuste de los datos de la Tabla 5.1, para la
conversion (Y) y el rendimiento catalitico (Z), a la ecuacion 4.1 (Capitulo 4) se presentan a

continuacion (con los factores representados en sus valores codificados).

Y = 86(i12) + 43'6(i19) XpH + 11'1(i19) X[HRP] - 1'6(i1-7) X[HZOZ] - 43'9(i29) XpHZ -
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254127 Xiurey” + 9.7 (x5.0) Xin,0,1X(ure) + 14-8(148) Xipp0,1Xpn (5.1)

Z = 26364585 — 798321013 X[1,0,] — 4405(:1086) Xjrp) + 2265(21110) Xprr + 9951 (11780) Xi,0,1° +
7340 42020) X 1P 1 X{11,0,] (5.2)

Estos modelos fueron los més adecuados para representar las relaciones existentes entre las
respuestas estudiadas y los factores estadisticamente significativos: para la conversion se
obtuvo un coeficiente de determinacion R? de 98.53% y un R? 4justado=97.89%, mientras que

para el rendimiento catalitico, R? fue 85.46% y R? 4justado=81.42%.

El orden de intensidad en el efecto de los factores estudiados sobre la conversion fue: pH =
[catalizador] > [H20:2]; mientras que sobre el rendimiento catalitico fue: [H202] >
[catalizador] = pH. El efecto de la temperatura no fue significativo estadisticamente para

ninguna de las dos respuestas en el rango estudiado (30 a 50 °C).

Los efectos de pH y de la concentracion de HRP alcanzan méaximos de conversion en valores
intermedios. El efecto de la concentracion de H20z, por otro lado, se representa por sus
interacciones con los factores: pH y concentracion de enzima. La Figura 5.6 muestra las
representaciones en 3— D de las ecuaciones (5.1) y (5.2) expresadas en los valores naturales
de las variables. La conversion se vio afectada positivamente por altos valores de pH al igual
que el rendimiento catalitico. Las especies intermediarias de HRP contienen componentes
acidos y basicos los cuales presentan actividades relativas a los valores de pH. Esto produce
la variacion de los valores de las constantes cinéticas del ciclo catalitico con el pH del medio
de reaccion. Existen en la literatura reportes de valores de las constantes cinéticas
intervinientes en el mecanismo de reacciéon de HRP para sustratos fenolicos simples, los
cuales demuestran una actividad catalitica casi constante en el rango de pH de 7 a 9,
mientras que a valores de pH por encima de 9, esta cae abruptamente (H B Dunford,
1999). En el presente estudio, las mejores conversiones se obtuvieron a pH 10. Este
corrimiento en el valor 6ptimo de pH puede relacionarse a la estructura molecular de
Naranja II. Diferentes estudios han demostrado la formacion de agregados moleculares en
soluciones acuosas neutras de Nall por medio de procesos de dimerizacion (Asakura &
Ishida, 1989; Reeves et al., 1979; Simoncic, 1995). En el Capitulo 3, y en la Figura 5.5 se
presentan estructuras diméricas de Nall estabilizadas por enlaces de hidrdgeno. El aumento

de pH del medio solvente provoca la deprotonacion de las moléculas de colorante, lo cual
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implica la ruptura de estas estructuras diméricas (Reeves et al., 1979). A su vez, esto
produce la pérdida del tautomerismo. Nall tiene un pKa de 10.7, correspondiente al grupo
—OH (Abbott et al., 2009). En base a estas consideraciones, es posible inferir que es
esperable un aumento de la reactividad de Nall con el aumento de pH del medio. Sin
embargo, las estructuras de Nall remanentes en solucion a valores de pH altos no presentan
el —OH fendlico necesario para la formacion de una especie radicalaria por abstraccion de

H (ver Figura 5.7).

Por otro lado, el pH y la concentracion de H:0: interactuan positivamente para la
obtencion de altas conversiones. Como se menciond en el capitulo anterior, el aumento de
pH provoca la disociacion del H20: (pKa= 11,62) aumentando la concentracion de la
especie HOO-, de mayor reactividad (Rafiquzzaman et al., 1995). Sin embargo, esta
interaccion se puede asociar también con la descomposicion del H2O: inducida por el
medio alcalino, lo que produce la generacion de las especies activas de oxigeno, OH- y
HOO-, capaces de actuar sobre Naranja II (Kadla & Chang, 2001). De todos modos, las
conversiones obtenidas en ausencia de catalizador a pH 9 y 10.6 permiten considerar a la

via catalitica como la principal via de degradacion del colorante.

El rendimiento catalitico se vio favorecido a bajas concentraciones de H2Oz. A pesar de que
la estequiometria de la reaccion de oxidacion de Nall es desconocida, el exceso de H20:
puede, o bien permanecer en el medio de reaccion sin reaccionar o provocar la inactivacion
del catalizador mediante su participacion en las vias de consumo de H202 mencionadas en
los Capitulos 1 y 4 (formacién de Em y P670). Por otro lado, a una concentracién media de
enzima (3 mg/1) se obtuvieron conversiones casi completas, las cuales decrecieron a
mayores concentraciones del biocatalizador. Este efecto puede asociarse a la inactivacion
que sufre la enzima por ataque de los radicales organicos, lo que provoca una disminucion
relativa del efecto de inactivacion por H20:2 (Kapeluich et al., 1997; J A Nicell & Wright,
1997; Wagner & Nicell, 2002). El aumento de la concentracién de enzima provoca, por 1o
tanto, un aumento en la concentracion de radicales fendlicos. Este incremento de la
velocidad de generacion de radicales organicos con la concentracion de HRP disminuye el
numero de ciclos enzimaticos debido a la inactivacion que estos radicales producen, lo que

se traduce en las menores conversiones observadas.

157



Decoloracion de Naranja Il

=25mgl™

[HRP]

(o)) UOISIBAUOD

100

b)

80

(

pH=9

g ¢ N

0/,) UOISIBAUOD

(%) UOISIBAUOD

158



Decoloracion de Naranja Il

2

d)

& 950
=2
T 200 1
© [HRP]=2.5mg I
> 150
Q
% 100
©
QO 5

%

1.0
5 " 09\ (mN\)
e)

[
[=]
=]

N
o
o

3
<3

R
‘wt\\)“ R
RIRDEIRR
R
““""{‘;\\}"& Z
\‘{{%“:‘s&cpg.ﬁ'

Catalytic yield @

f)

300

[HzOz] =2.5mM

1

)
N
&

200

150

100

Catalytic yield (g

Figura 5.6. Superficies de respuesta para la Conversion y el Rendimiento Catalitico de
sistemas HRP/Nall. Los factores no graficados se fijaron en los valores centrales de la region

experimental.
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Figura 5.7. Especies presentes en solucion a pH mayores a 10.7.

El rendimiento catalitico presentd un valor minimo a 3 mM de H:02, luego del cual
comenzo a aumentar. Ademads, se observd una interaccion positiva de los efectos de pH y
concentracion de HzOz sobre el rendimiento catalitico y la conversion de Nall. Este efecto
puede estar asociado o bien a un menor impacto relativo de inactivacién debido al aumento
de concentracion de enzima; o bien a la reincorporacion de HRP en estado nativo al ciclo
catalitico principal por la recuperacion del intermediario inactivo Em por reaccion con
H2O: (reaccion 1.8, Capitulo 1). Por lo cual el efecto negativo causado por las reacciones
laterales sobre el rendimiento catalitico es compensado por la reincorporacion de HRP al

ciclo principal.
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Hematin como catalizador

Las ecuaciones obtenidas por el ajuste de los datos experimentales obtenidos en las

decoloraciones catalizadas por hematin se presentan a continuacion.

Y =46.7110) + 376120 Xpn + 23.512.0) X[rematin] + 6-7 (21.9)X[1,0,] — 15'1(15.0)X[Hematin]2 +

24-1(i10.9)X[Hematin]XpH + 8'6(i8.6)X[H202]XpH (5- 3)

Z = 1426(4181) — 3517 (4321 X (11,0, 1002 (343) Xppremating + 17822330 Xp + 42991550 X (11,0, (5.4)

La bondad del ajuste en ambas ecuaciones se computa por RZ=98.11% y R? 4justado=97.33%

para la conversion y R?=90.68% y R? 4justado=88.82% para el rendimiento catalitico.

La Figura 5.8 muestra las representaciones 3—D de las ecuaciones (5.3) y (5.4). Los
principales factores que afectan a las respuestas son, en general, los mismos y con los
mismos ordenes e intensidades que los que afectan a HRP. Las superficies de respuesta
obtenidas para hematin son mas simples que las correspondientes a HRP, y representan

menores efectos de interaccion y de curvatura.

La mayor eficiencia catalitica observada con HRP puede asociarse a los efectos producidos
por su estructura proteica sobre el microambiente generado en el sitio activo frente al
existente en la sexta posicion de coordinacién del Fe en la estructura de la porfirina. Estas
caracteristicas estructurales de HRP promueven la ruptura heterolitica, en lugar de
homolitica, del enlace O-O de H20: y a su vez, favorecen la ocupacién del sitio activo por
otras sustancias, como por ejemplo una molécula de agua, la cual puede prevenir

posteriores ataques del sustrato (Stephenson & Bell, 2007a).

La conversion crece linealmente con el pH y no se observa ningun valor optimo. Este
comportamiento es consistente con la ausencia de estructura proteica, la cual regula las
condiciones acido—base del sitio catalitico. En contraste con HRP, se observa una interaccion
positiva entre la concentracion de hematin y el pH del medio de reaccion. Este sinergismo
observado puede asociarse a la desagregacion de dimeros de hematin con el incremento del

pH del medio, aumentando la disponibilidad del catalizador para poder someterse al ataque

lel



Decoloracion de Naranja Il

del sustrato (De Villiers et al., 2007). Ademas, la interaccion positiva entre el pH y la

concentracion de H20; se asocia a la deprotonacion de H20: (Rafiquzzaman et al., 1995).

A diferencia de HRP, las conversiones de colorante alcanzadas con hematin se
incrementaron continuamente con el aumento de la concentracion del catalizador. No se
observd un efecto de detrimento de la conversion a altas concentraciones de hematin. Por lo
tanto, es posible considerar que hematin resulta insensible al ataque de radicales organicos
producidos durante la reaccion de oxidacion de Nall bajo las condiciones de concentracion
estudiadas, lo que demuestra una clara ventaja asociada a la ausencia de estructura

proteica.

Las conversiones de Nall catalizadas por hematin se ven ligeramente favorecidas con el
aumento de la concentracion de H20: en el rango de 0.05 a 5 mM (correspondiente a una
relacion molar H2Oz/Nall que va de 0.24 a 24). Por otro lado, los rendimientos cataliticos
decrecen con el aumento de la concentracion de oxidante, hasta alcanzar un minimo a 3
mM, incrementandose luego. Esto puede significar que el rendimiento catalitico puede
recuperarse a altas concentraciones de H20: a través de las mismas rutas cataliticas
propuestas para el sistema HRP. A diferencia de HRP, no se observd interaccion con la
concentracion de catalizador, lo que indica una menor participacion de vias de inactivacion
—como la formacion de estructuras analogas a Em y posteriormente P670, y/o el ataque de
radicales inorganicos (como OH) al anillo porfirinico— en comparacion al mecanismo de la
enzima (Cunningham et al., 2001; Stephenson Bell, A.T. , 2005). Por otro lado, si se
generan radicales inorganicos durante el ciclo catalitico de hematin, estos pueden
contribuir al aumento de la conversion debido al ataque de los mismos a las moléculas de

Nall, a altas concentraciones de perdxido de hidrogeno.
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Figura 5.8. Superficies de respuesta para la conversion y el rendimiento catalitico de los
sistemas Hematin/Naranja II. Los factores no graficados se fijaron en los valores medios de

la regidn experimental.
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5.3.3. Optimizacion de las condiciones de reaccion y validacion de los modelos

La seleccion de las condiciones Optimas de decoloracion implica alcanzar un compromiso
entre altas conversiones y rendimientos cataliticos aceptables. Esta situacion se obtiene para
ambos catalizadores a altos valores de pH, bajas concentraciones de H202 y concentraciones
moderadas de catalizador. La Tabla 5.2 muestra los valores propuestos para cada factor en
base a la funcion deseabilidad. Los modelos de superficie fueron sometidos a una validacion
experimental en condiciones seleccionadas y los resultados obtenidos también se presentan
en la Tabla 5.2. La temperatura, que no demostrd significancia estadistica en las
condiciones analizadas se fijo al menor valor analizado (30°C). Esta ausencia de efecto de la
temperatura en la reaccion de degradacion del colorante es indicio de bajas energias de
activacion de las reacciones implicadas para ambos sistemas, los cual es esperable en

sistemas reactivos que implican la participacion de radicales libres (Bandara et al., 1996).

Tabla 5.2. Optimizacion de las condiciones de reaccion y validacion de modelos.

pH  [H20:] Catalyst Conversion Rendimiento Catalitico
) (mM) concentration (%) (gh
(mg/1)
Predicted Experimental Predicted Experimental
HRP 10.02 0.52 3.0 91.0 % 95.7 % 14430.0 13398.0
9.2 0.4 2.13 88.0 % 75.2 % 18416.4 18535.2
~ 10.62 1.02 4.444 97.8 % 93.4 % 5717.6 4417.5
Hematin
0.4 4.44 87.1% 75.3 % 8903.7 8047.3

aValores de las variables que maximizan las respuestas estudiadas.

Mediante el empleo de la funcion deseabilidad, se seleccionaron las condiciones de reaccion
que permitieron obtener un Optimo compromiso entre altas conversiones y buenos
rendimientos cataliticos. Las graficas resultantes de la funcidn deseabilidad se presentan en
la Figura 5.9. Se observa claramente que HRP presenta tres zonas diferentes de actividad
enzimatica. A baja concentracion de H202, no mayor a 0.5 mM y a concentraciones medias
de HRP (2 a 3 mg/]); y otra a altas concentraciones de HRP y H20:. La desactivacion de
hematin con el incremento de la concentracion de perdxido de hidrdgeno es menor que la
observada para HRP. A pesar de que, para ambos catalizadores, la funcion deseabilidad es

similar, en el caso de hematin es ligeramente mas plana.
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Figura 5.9. Superficies de respuesta estimadas para la funcion Deseabilidad. a) HRP como
catalizador, T:40°C, pH:9. b) Hematin como catalizador, T:40°C, pH:9.

5.3.4. Demanda Quimica de Oxigeno de soluciones tratadas

Los valores obtenidos de DQO en las soluciones de Nall decrecen aproximadamente un
30% luego de 1 h de tratamiento con ambos catalizadores. Sin embargo, a mayores tiempos
de tratamiento los valores de DQO se incrementan a valores mayores a los obtenidos para
las soluciones no tratadas de Nall (ver Tabla 5.3). Inicialmente los valores de DQO
decrecen, lo cual se corresponde con la naturaleza oxidativa de la decoloracién. El aumento
posterior puede, por otro lado, estar asociado a la formacién de estructuras organicas de
menor tamano producto de la oxidacion de Nall que sean degradados mas eficientemente.
Los productos formados a partir de reacciones radicalarias no controladas, luego de la
decoloracion son mas susceptibles a la oxidacion de los agentes oxidantes empleados

durante el ensayo de DQO (K2Cr207) en comparacion con el sustrato de partida, Naranja
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II. Ulson de Souza y colaboradores obtuvieron resultados similares luego de aplicar un
tratamiento bioldgico con ozonizacidon a soluciones del colorante azoico Negro Remazol B
(S. M. D. A. G. U. de Souza, Bonilla, & de Souza, 2010). Por otro lado, el tratamiento
microbiano de los efluentes también produjo un aumento de la DQO cuando colorantes
azoicos recalcitrantes se hallaron presentes (Fang, Wenrong, & Yuezhong, 2004). En las
decoloraciones estudiadas, ni HRP ni hematin fueron capaces de degradar Nall hasta su
mineralizacion en las condiciones de reaccidn testeadas, permaneciendo en solucion
productos de degradacién de bajo peso molecular. A pesar de que los rendimientos
cataliticos fueron elevados a relativamente bajas relaciones molares H202:Nall, la cantidad
de oxidante empleado en las reacciones parece no ser suficiente para mineralizar
completamente los intermediarios de reaccion. Por otro lado, la técnica DQO parece no ser
apropiada como medida del grado de oxidacion alcanzado debido al caracter recalcitrante

de Nall hacia los reactivos del ensayo.

Tabla 5.3. Valores medidos de DQO en el medio de reaccion a 0, 1,4 y 24 h de tratamiento.

Oh 1h 4h 24 h
DQO DQO DQO DQO
(mg Oz I'1) (mg Oz I'1) (mg Oz I'1) (mg Oz I'1)
HRP 22.81 14.12 38.37 47.93
Hematin 20.75 14.78 34.83 44.24

5.3.5. Andlisis de productos de reaccion

Los radicales de Nall formados por abstraccion de hidrdgeno en las reacciones 1.2 y 1.3 del
mecanismo de HRP (Capitulo 1), pueden observarse en la Figura 5.10. Los posibles
productos de acoplamiento de estos radicales presentan importantes impedimentos
electrostéticos y estéricos producidos por el grupo sulfénico. Esto, sumado a los valores
alcalinos de pH presentes en el medio de reaccion que favorecen la repulsion electrostatica

de las especies; obstaculiza la formacion de productos poliméricos de Nall.
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Figura 5.10. Radicales libres formados por abstraccion de hidrogeno a partir de Naranja II.

Anadlisis por espectroscopia infrarroja

La Figura 5.11 muestra el espectro completo FTIR obtenido para Naranja II y para los
productos luego de 1 h de reaccion con hematin o HRP como catalizadores y H202 como

oxidante. La zona comprendida entre 500 y 2000 cm-! se muestra en detalle.

En el espectro de Nall se observan bandas entre 1600—-1450 cm-! (estiramiento del enlace
C=C aromatico), 1624 cm-! (estiramiento de C-N), 1508 cm-! (giro del enlace N-H), 1452
cm ! (estiramiento de N-N), 1000-1250 cm ! (estiramiento de S-O y giro del enlace
aromatico =C-H), las cuales son bandas de absorcidon caracteristicas de Naranja II en la

region infrarroja (Li et al., 2006).
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Figura 5.11. Espectro FTIR de Naranja II y sus productos de oxidacion luego de 1 h de

reaccion.

El espectro de Nall también presenta bandas cercanas a 750 cm-! correspondientes al orto—
benceno disustituido y a 817 cm-! correspondientes al benceno sustituido en la posicion
para. La banda ancha observada a 3500 cm-! se asigna a los grupos hidroxilos. Los picos a
1043 y 1209 cm™! son asignables al estiramiento de benceno—S03 y los picos a 1561 y
1124 cm-! son asignables al estiramiento de C-OH y a la deformacion del hidroxibenceno
(Conley, 1979; Pasto & Johnson, 1981).

Luego de una hora de reaccidén con ambos catalizadores, la intensidad de las bandas a 1514
cm 1, atribuida a los enlaces N=N, y las bandas de hidrazona o N-H y C-N ha disminuido
casi en su totalidad. La ausencia estos picos caracteristicos en los productos observados
indica la ruptura de la molécula de Nall por particion del enlace azoico. La misma puede
ser simétrica o asimétrica, segun se observo por diferentes autores que estudiaron en detalle
el mecanismo de degradacion de este colorante (A. Zhang et al., 2013; J. Zhang et al.,
2012). Los productos de estas rupturas del enlace azoico de Nall se presentan en la Figura
5.12.

Los espectros de los productos de reaccién de HRP y hematin son comparables, lo que
indica cierta similitud en los mecanismos de cataliticos de oxidacion de ambos catalizadores
a la vez que se encuentra en concordancia con los resultados DQO. De todas maneras, con
HRP se observan algunas diferencias que pueden asociarse a las mayores conversiones de
Naranja II. Existen bandas presentes en el espectro de los productos de reaccion de HRP que

no se encuentran en el espectro correspondiente a los productos obtenidos con hematin.
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Hay nuevas bandas cercanas a 900 cm™! y 1028 cm-!. Las bandas a 1120-1180, 1240-
1260 y 1460 cm! son similares a las publicadas por Li y colaboradores a 1154, 1270 y
1457 cm ! a pH alcalino asignables al estiramiento de enlaces C=C aromaticos (Ii et al.,

2006).

No se detectd evidencia de agua residual, especialmente debido a la ausencia de bandas en
la region comprendida entre 1600-1650 cm™!, caracteristica de los enlaces HOH. Debido a
la carencia de la compensacion adecuada para CO; del equipo de medicion empleado, no es
posible asignar las bandas comprendidas entre 2300-2400 cm! a enlaces o grupos
caracteristicos. Por otra parte, se encontraron nuevas bandas en los productos obtenidos
con hematin y HRP a 1700-1750, 1460, 1380, 1260 y 1240 cm-!, 1260 cm! (sélo en el
caso de HRP), 1200-1160,1120, 1040 cm-! (muy clara en el caso de los productos de
reaccion de hematin), 850 y 750 cm-!. La zona comprendida entre 1500—1600 cm-! no

presentd bandas de absorcion.

En la zona entre 2850-3000 cm! se observaron nuevas bandas (vibraciones de
estiramiento) que junto a las bandas a 1377-1464 cm™! (vibraciones de flexion) son
asignables a grupos metil-metileno. Ademas, se espera que el metileno se presente aislado o
en secuencia de 2, 3 o 4, observando las bandas a 760-720 cm! caracteristicas de las
deformaciones de balanceo de los grupos metilenos (Conley, 1979). Hay evidencia de CH:
debido a la presencia de bandas a 2900-3000 cm! y las bandas a 1450-1350 cm-!. Los
grupos terciarios no pueden ser descartados debido a la banda ancha en la zona de 1360—
1410 cm-!. Las bandas caracteristicas pueden ser enmascaradas por la fuerza de la banda

de estiramiento de metileno.
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Figura 5.12. Mecanismo de ruptura del enlace azoico y posibles productos de reaccion

asociados a la ruptura simétrica o asimétrica. a) 1-amino 2~ naftol ; b) 4~-amino bencen-

sulfonato; ¢) 1-diazo 2-naftol; d) 1,2-naftoquinona; ¢) 4-~hidroxi bencen-sulfonato; f) 4~

diazo bencen-sulfonato; g) Anilina.

La presencia de grupos C=0 en los productos se confirma por la intensidad y amplitudes de

las bandas entre 1700 y 1750 cm'! asignables a estiramiento de C=0 de quinonas,

aldehidos alifaticos, cetonas alifaticas, y acidos carboxilicos (Stuart, 2004). Ademas,
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también se encuentran presentes C—O y O—H, representados por la adsorcion en las zonas
comprendidas entre 1000-1250 cm! y 3300-3500 cm-!, respectivamente. Por lo tanto,
acidos carboxilicos, alcoholes, aldehidos y cetonas son productos de reaccion probables. La
banda préxima a 1420 cm! indica la presencia de grupos carboxilicos en la estructura del
producto, como puede ser el acido acético. La ausencia de bandas entre 1500—-1600 cm!
indica que no hay iones carboxilatos libres (Galindo, Jacques, & Kalt, 2000). Si se observan,
no obstante, bandas asignables al grupo eter C—O—C (1020-1200 cm!). Con HRP, el
espectro presenta bandas de baja intensidad a 1650 y 1680 cm-!. Estas longitudes de onda
asignables a la conjugacion de enlaces C=0 y C=C pueden atribuirse a la presencia de
estructuras conjugadas de grupos carbonilos (de acidos carboxilicos, cetonas, esteres o
aldehidos conjugados) y anillos aromaticos en los productos obtenidos con HRP (Gavril &
Hodson, 2007). Por otro lado, esta banda puede ser asignada a los grupos no aromaticos
HC=CH, que sumados a la presencia de grupos carboxilicos estan indicando la apertura de
los anillos de los intermediarios naftoquinona/p— hidroxifenol resultando en la formacion

de acidos carboxilicos.

La debilidad de la absorbancia entre 1650—-1430 cm !, correspondiente a las vibraciones de
esqueletos aromaticos (representando estiramientos de C=C), indica la presencia de mucha
menor proporcion de estructuras aromaticas en los productos de reaccion frente a las
estructuras alifaticas hidrocarbonadas. Los productos de la degradacion de Naranja II son
principalmente bencenos mono y orto—disustituidos. La presencia de nuevos picos a 850 y
890 cm1, y 700-760 cm-! pueden estar asociados a la vibracion de flexion fuera del plano
de C—H de los bencenos sustituidos. Las bandas de p—benceno presentan menor intensidad.

Ademds, hay evidencia de bencenos con sustitucion multiple (banda a 850 cm1).

El decrecimiento del grupo sulfénico es relativamente importante, quizas por la pérdida
como sulfato. Por otro lado, no hay evidencia de aminas primarias (enlace N-H), no
obstante la banda a 1265 cm-! puede asociarse a C—N aromatico. Es importante aclarar que
los productos que contienen grupos sulféonicos o aminas primarias pueden haber sido
extraidos débilmente en la fase ClI.CH: debido a la presencia de especies cargadas en el
medio de reaccion acidificado (pH 3). No se observa un pico a 1350 cm-!, por lo tanto no
hay nitratos remanentes en los productos de reaccion (Galindo et al, 2000).
Adicionalmente, no hay pico a 1528 cm-! por lo que puede concluirse que tampoco se

encuentra nitrobenceno entre los productos analizados.

La Figura 5.12 muestra el mecanismo propuesto acorde a los resultados obtenidos durante
el estudio FTIR de los productos obtenidos luego de 1 h de reaccidn, consistentes con la

ruptura asimétrica del enlace azoico. El mismo involucra apertura de anillos de
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intermediarios aromaticos con formaciéon de acidos carboxilicos alifaticos como productos

finales. Estos resultados son validos para la primera hora de reaccion en condiciones

alcalinas, lo que favorece la adicion de grupos hidroxilos a los radicales reactivos

aromaticos o alifaticos.

H20,/HRP  jlkaline pH

H,0,/Hematin

H

Bands at 2850-3000 cm™
Bands at 1350-1470 cm™

Band at 720 cm™

@)
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Bands of C-H in plane bending at 1275-1000 cm™
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Figura 5.12. Mecanismo propuesto de formacion de acido carboxilico.
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J. Xin Chen y L. Zhu publicaron una propuesta de mecanismo degradativo de Naranja II
donde demuestran la clara necesidad de varios intermediarios claves para explicar los
resultados obtenidos en LC/MS y FTIR (J. X. Chen & Zhu, 2010b). 1,2 naftoquinona fue
oxidada por la apertura de uno de los anillos bencénicos para dar lugar a la formacién de
acidos y aldehidos aromaticos y alifdticos. No obstante, las bandas a 2720-2815 cm!
asociadas a aldehidos no estan presentes en los espectros FTIR de los productos. Los grupos
para—amino benceno o benceno azo—sulfénico pueden ser oxidados por accidn de radicales
a para—hidroxi fenol y dcidos alifaticos, que incluyen acido oxdlico. Los autores de ese
manuscrito dan informacion de al menos 10 compuestos diferentes que detectaron con el
empleo de LC— Ms, muchos de ellos hidrocarburos C4, C5 y Co oxidados, de formula
general CxHyO,, tales como CsHgO4, CsHeO3 y C4HsOs. El acido oxédlico es considerado el
producto final obtenido durante la degradacion de Naranja II en solucion acidificada,

debido a la carencia de reactividad al ataque de radicales OH'.

Andlisis por espectroscopia UV/visible

Los resultados de los estudios UV/Visible de los productos de reaccion luegode 1 y 24 h de
tratamiento que se muestran en la Figura 5.13 permiten obtener mas informacion respecto
del mecanismo de oxidacion de los catalizadores. Los cambios espectrales luego de los
tratamientos fueron casi invariantes con las condiciones de reaccion. Se observd un
corrimiento hipsocromico del espectro en general. La pérdida total de fuerza de oscilacion
en espectros UV/visible después de 1 h de reaccidn es consistente con los espectros FTIR de
los productos, los cuales revelan que las estructuras oxidadas alifaticas saturadas estan
presentes en mayor medida que las estructuras aromaticas. El decrecimiento de la banda a
484 nm indica la ruptura del enlace azoico y la consecuente decoloracidn, lo cual
concuerda con lo observado en los espectros FTIR. A medida que aumenta el tiempo de
reaccion se produce un corrimiento del pico a 228 nm a 247 nm. Este cambio se asocia a la
ruptura del enlace azoico de Naranja II con la consecuente formacion de aminas
aromaticas. Lo primero que provoca la degradacion de Nall es la ruptura del enlace N=N.
Luego, con el avance de la reaccidon, se generan aminas aromaticas sustituidas y se
observaron corrimientos de las longitudes de onda caracteristicas. Kim y colaboradores
demostraron la formacion de acido sulfanilico, mediante la formacion de un pico a 247 nm
asociado a sulfanilato (Kim, Lee, Cho, Shim, & Moon, 2005). Es interesante notar que el
pico a 247 nm se observa claramente en los espectros de los productos obtenidos con ambos
catalizadores. Otro posible co—producto es 1-amino—-2-naftol (Hou et al., 2007). La

formacion de nuevos picos a 260 nm sugiere la destruccion reductiva de las estructuras
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conjugadas azoicas, la cual se revela por la presencia en los espectros de multiples picos
estrechos correspondiente a los anillos aromaticos (W. Feng, Nansheng, & Helin, 2000). Por
otro lado, Lopez y colaboradores detectaron 1,2—naftoquinona, 2-naftol, 4-—
hidroxibenzensulfonato, sulfanilato and benzensulfonato como los principales productos de
degradacion de Nall catalizada por peroxidasa de manganeso (Lopez, Moreira, et al.,
2004).

Existen importantes diferencias entre los espectros UV— Visible de los productos de hematin
y HRP, especialmente en la zona de 350 nm luego de 1 h de reaccion y en la zona
comprendida entre 400 y 500 nm luego de 24 h de reaccidn. En los espectros de productos
de reaccion catalizada por hematin practicamente no se observaron diferencias entre 1y
24 h. En el caso de HRP se producen corrimientos batocromicos de la banda que se
encuentra a 360 nm (luego de 1 h de reaccion) hacia 460 nm (luego de 24 h de reaccidn),
y de la zona comprendida entre 200— 300 nm. Esto puede asociarse a la formacion de
productos de oligomerizacion/condensacion entre 1y 24 h de reaccion. Este resultado esta
en linea con los resultados obtenidos en la degradacion de Azul Negro de Eriocromo R en
los cuales se observd un corrimiento batocrémico del espectro a tiempos avanzados de
reaccion (Pirillo, Einschlag, et al., 2010b). Sin embargo, los resultados de FTIR y
UV-Visible a 1 h de reaccion demuestran la degradacion de las estructuras de colorante

por ruptura del enlace azoico.

Es posible entonces proponer un mecanismo de escision rdpida del enlace azoico con la
consecuente generacion de intermediarios aromaticos. Los cuales, una vez formados, se
encuentran en una concentracion suficiente para ser oxidados por HRP o hematin. Por lo
tanto, puede existir un primer paso de degradacidon con ruptura del enlace azoico con la
consecuente generacion de quinonas (confirmadas por las bandas a 1750-1650 cm-!)
junto a otros compuestos, tales como acido sulfanilico (confirmados por el corrimiento en
la regién UV- Visible). Las especies remanentes pueden reaccionar lentamente con fenoles
estables aumentando la conjugacion/condensacion y produciendo un efecto batocrémico
hacia 450 nm luego de 24 h de reaccion con HRP. De todas maneras, la ausencia de bandas
asociadas al grupo azoico en los espectros FTIR, indica que los productos no presentan en
sus estructuras enlaces N=N. La estructura probable de los oligdbmeros es la resultante de la
condensacién a través de los grupos C—O—-C. La Figura 5.14 muestra una reaccidén de
condensacion potencial. La decoloracion de Nall se produce debido a la ruptura
electrofilica del enlace del cromdforo -N=N- (J. X. Chen & Zhu, 2010a).

175



0.8

Decoloracion de Naranja Il

Absorbance (/)

Hematin

Wavelenght (nm)

0.8

Absorbance (/)

HRP

200 300 400

Wavelenght (nm)

600

Figura 5.13. Espectro UV/Visible a tiempo inicial (linea continua), a 1 h de reaccion (linea

cortada) y a 24 h de reaccion (linea de puntos) en las condiciones optimas detalladas en la

Tabla 3.3.
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SO,
SO;

Figura 5.14. Posible producto de condensacion obtenido con HRP luego de 24 h de

reaccion.

En conclusion, la evidencia de la presencia de sulfanilato en los espectros UV— Visible se
relaciona a una ruptura simétrica, mientras que la presencia de 1,2—naftoquinona al igual
que 4-hidroxy—bencensulfonato muestra una alternativa de ruptura asimétrica. Del analisis
FTIR, se obtuvo evidencia de la presencia de grupos sulfonatos en los productos de reaccion,
asi como también de la descomposicion parcial a 4cidos carboxilicos y compuestos

bencénicos sustituidos con estructuras oxidadas en las cadenas hidrocarbonadas saturadas.

5.4. Conclusiones

La metodologia de superficie de respuesta permitié evaluar con efectividad las diferentes
condiciones de reaccidén sobre la performance de hematin y HRP en la decoloracion de
Naranja II. En contraste con los sistemas cataliticos Fenton, los valores de optima actividad
catalitica de HRP y hematin se identificaron en condiciones alcalinas de pH, caracteristicas
de los efluentes textiles. Se alcanzaron conversiones mayores al 92%, de soluciones de 75
mg/1 de Naranja II con ambos catalizadores luego de 1 h de tratamiento. Por otro lado, fue

posible obtener altas conversiones y rendimientos cataliticos a relaciones molares
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H2O2:Naranja II relativamente bajas, 2.5 para HRP y 5 para hematin. Las respuestas

medidas para hematin resultaron ser menos sensibles a la concentracion de oxidante.

En base masica, HRP fue 2 veces mas eficiente que hematin, no obstante el precio regular de
HRP es alrededor de 20 veces mayor que el del biomimético. Por lo tanto, hematin demostro
ser una alternativa efectiva a la enzima en la degradacion de este colorante en particular,

considerando los costos de los catalizadores.

El diseno experimental Doehlert demostrd ser robusto a los fines de obtener un analisis
sistematico y consistente con un numero limitado de experimentos, y la inclusion del
rendimiento catalitico como una respuesta, permitidé expandir la aplicacién potencial y

mejorar el analisis de los datos en forma comparativa.

El analisis de los espectros UV— Visible y FTIR permitid confirmar la ruptura del enlace
azoico con el avance de la reaccion. Ademas, ambos espectros sefialaron la presencia de
una mezcla de productos que contiene principalmente estructuras oxigenadas y alifaticas
hidrocarbonadas. En base a los resultados que se presentan en este capitulo, podemos
inferir que los intermediarios fenolicos pueden ser degradados con apertura de anillos
aromaticos produciendo acidos carboxilicos y/o condensarse para dar lugar a la formacion

de oligdmeros en el caso de HRP, a largos tiempos de reaccion.

5.5. Resultados publicados

Los resultados que se presentan en este capitulo fueron publicados en:

e XVII Congreso Argentino de Catalisis y VI Congreso de Catalisis del MERCOSUR que
se realizo en Salta en el afio 2011, bajo el titulo: “Optimizacién de la eliminacién del
colorante monoazoico Naranja II catalizada por hematin y peroxidasa de rabano
picante (HRP) mediante el andlisis de superficie de respuesta.” Autores: Agostina

Cordoba, Ivana Magario, Maria Lujan Ferreira.

e International Biodeterioration and Biodegradation. “Evaluation of hematin-
catalyzed Orange II degradation as a potential alternative to horseradish
peroxidase.” Autores: Agostina Cordoba, Ivana Magario, Maria Lujan Ferreira. 73
(2012), pag: 60-72.
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INMOVILIZACION DE CATALIZADORES






CAPITULO 6

INMOVILIZACION DE HEMATIN COMO BIOMIMETICO DE PEROXIDASA

o Se logra un catalizador heterogéneo activo y eficaz mediante la inmovilizacion de

hematin sobre quitosano modificado.

e Se demuestra la capacidad de este catalizador para decolorar soluciones de Rojo de
Alizarina S duranfte seis usos consecutivos.

o Se determina la naturaleza covalente de la intfearaccion entre quifosano modificado
¥ hematin, sin moditicaciones del sitio catalitico.

e Se analizan las diferencias de actividad que presenta hematin en las decoloraciones
de soliciones de Naranja Il y Rojo de Alizarina .

o Se logra aumentar la rugosidad de las bolillas de vidrio mediante el fratamiento de

decapado dcido, no obstante el aumento del drea superticial no fue considerable.



Inmovilizacion de hematin como biomimético de peroxidasa
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6.1. Introduccién

La inmovilizacién de enzimas es necesaria para lograr catalizadores eficaces con aplicacion
a gran escala ya que su elevado costo imposibilita su empleo en sistemas homogéneos. Sin
embargo, los problemas que presentan las enzimas inmovilizadas en términos de
estabilidad y de inhibicién no son menores. Por ofra parte, la capacidad de reutilizacion de
un biomimético por medio de su inmovilizacion permite compensar su reducida actividad
frente a los catalizadores enzimadticos. En este sentido, hemin y hematin son
metaloporfirinas altamente atractivas, incluso cuando el uso de hematin se ve obstaculizado
debido a su baja solubilidad en medios acidos, siendo la heterogeneizacion una solucion a

este problema.

En la literatura reciente es posible encontrar estudios de eliminacion de colorantes
anatraquindnicos y azoicos catalizados por enzimas inmovilizadas en diversos soportes. La
inmovilizacion de peroxidasa de Aspergilus oryzae en espumas de silica permitié obtener
conversiones del 83% de soluciones del colorante antraquinonico Remazol Brilliant Blue R a
pH 5 (Shakeri & Shoda, 2010). Celebi y colaboradores lograron catalizadores heterogéneos
de HRP inmovilizada en soportes sulfonados que demostraron ser activos en la decoloracion
de Acid Black 1 y Reactive Blue 19. El grado de eliminacién de los colorantes reportado fue
del 70%, manteniéndose el nivel de decoloracion luego de tres reusos (Celebi Arif Kaya, M.,
Altikatoglu, M., Yildirim, H., 2013). Por otro lado, la inmovilizaciéon de HRP en particulas
de titanio mejoro la estabilidad de la enzima a las variaciones de pH del medio de reaccion.
Mientras que el pH 6ptimo fue 5 para la HRP soluble, este valor ascendio a 7 para la enzima
inmovilizada. Después de 5 usos consecutivos, la actividad en la eliminacién de colorantes
azoicos se redujo cerca del 50%, respecto a los valores obtenidos en el primer uso. Esta
declinacion en la eficiencia de decoloracion fue atribuida a las limitaciones de transferencia
de masa provocada por la adsorcidén de productos de oligomerizacion sobre los soportes
estudiados (Jiang, Tang, Gao, Zhou, & He, 2014). Existen también reportes de aumentos de
la estabilidad térmica de HRP producto de su inmovilizaciéon en diferentes soportes
(Takahashi et al., 2000). La pérdida de actividad respecto a las enzimas solubles se

encuentra presente en todos los casos.

La inmovilizacion de catalizadores biomiméticos es también objeto de estudio en la
actualidad. Yao et al. (Yao et al., 2014) presentaron un nuevo sistema biomimético
heterogéneo basado en hemin soportado en fibra de carbono. Los resultados de oxidacion

de un colorante azoico modelo (RR195) demostraron que el catalizador obtenido presentod
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estabilidad en una region de pH comprendida entre 1.16 y 9.25, mientras que hemin libre

solo fue activo a valores muy 4cidos de pH (Yao et al., 2014).

Nuestro grupo de investigacion ha estudiado la inmovilizacion de HRP y hematin sobre
magnetita (Saidman et al., 2006). A pesar de lograrse la inmovilizacion de ambos
catalizadores no fue posible analizar la actividad de los mismos debido al alto grado de
adsorcion de los colorantes sustratos sobre la magnetita en las condiciones neutras de
reaccion analizadas (Pirillo et al., 2012). Estos resultados previos constituyen la base de los
objetivos propuestos para la obtencion de catalizadores heterogéneos eficaces, y la

consecuente optimizacion de los procesos de inmovilizacion.

Los soportes seleccionados

La quitina es el polimero natural de mayor abundancia, después de la celulosa. Presenta
una estructura similar a esta, exceptuando la presencia de un grupo acetamida, en lugar de
—OH en el C(2) de glucosa (Figura 6.1) (A.F.Roberts, 1992). La quitina ocupa en la
naturaleza un rol estructural muy importante, forma parte del exoesqueleto de crustaceos,
moluscos e insectos, asi como de las paredes celulares de ciertos hongos y bacterias; y se
estima que posee una tasa de reposicion en la bidsfera que duplica el valor de la
correspondiente a la celulosa (Herndndez Cocoletzi Aguila Almanza, E., Flores Agustin O.,
Viveros Nava, E.L., Ramos Cassellis, E., 2009). El principal derivado de la quitina es el
quitosano, el cual es un polisacdrido lineal producido artificialmente por la desacetilacion
alcalina de la quitina (ver Figura 6.1). El grado de desacetilacion es la principal
caracteristica del quitosano, dependiendo del mismo su solubilidad en soluciones acuosas
acidas, su capacidad de adsorcion de agua y su resistencia a la biodegradabilidad.
Conforme aumenta el grado de desacetilacion alcanzado, aumenta la densidad de grupos —
NH: del polimero resultante (A.F.Roberts, 1992). Su uso como soporte enzimatico ha sido
generalizado en los ultimos anos debido a su bajo costo, resistencia al desgaste y
biodegradabilidad. La inmovilizacién de HRP en quitosano fué objeto de estudio para su
aplicacion en biosensores (Gu, Wang, Xia, Wang, & Yu, 2014; Zhan et al., 2013), asi como
también en la oxidacion de compuestos fenolicos (Karim, Adnan, & Husain, 2012;
Mohamed, Al-Malki, Kumosani, & El-Shishtawy, 2013; Zhai et al., 2013). Resultados
presentados por Karim y colaboradores, demostraron un aumento de la actividad de la
enzima inmovilizada mediante entrecruzamiento con un complejo
B—ciclodextrina—quitosano (Karim et al., 2012). En trabajos exploratorios llevados a cabo

con anterioridad por distintos integrantes de nuestro grupo se observo que quitosano
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podria ser un soporte promisorio para HRP y hematin, especialmente para su aplicacion en
la eliminacion de Alizarina (Pirillo et al., 2012). Por otro lado, la capacidad de adsorcion de
quitosano fue estudiada para diferentes sustratos coloreados mostrando muy buenos
resultados (Pirillo, Pedroni, Rueda, & Ferreira, 2009). Esta caracteristica, si bien puede
aumentar sus cualidades para ser empleado como soporte de catalizadores en tratamientos
de efluentes coloreados, puede a su vez generar problemas de inactivacion por bloqueo de
los sitios cataliticos debido a la adsorcidon de reactivos y/o productos oxidados.
Considerando este inconveniente es que se evalud el empleo de (3—Aminopropil)trietoxi
silano (APTS) (Figura 6.2) como bloque espaciador entre la matriz polimérica y los

catalizadores a soportar.

Dentro de los inconvenientes de aplicacion de hojuelas de quitosano como soporte para los
catalizadores es importante mencionar su baja resistencia mecdnica, asi como también las

alteraciones en su morfologia, lo que impide su aplicacion en reactores de flujo continuo.

Figura 6.1. a) Estructura de la quitina. b) Estructura del quitosano.
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Brazo espaciador: e
APTS e N

Figura 6.2. Estructura de (3—Aminopropil)trietoxi silano (APTS).

Por otro lado, se incluyen en este capitulo estudios de tratamiento superficial de bolillas de
vidrio no porosas a los fines de aumentar su area superficial para ser empleadas como
soportes econdmicos de HRP y hematin. Las reacciones de decapado superficial del vidrio
con &cido fluorhidrico fueron descriptas por primera vez en el SXVIII (SCHEELE, 1777). El
tratamiento con solucion concentrada de buffer HF/NH4F permite suavizar el ataque,
dando como resultado mayor homogeneidad en las superficies obtenidas (Etcheverry,
2010). El proceso consiste en el ataque de las moléculas de HF a los enlaces Si—O de las
bolillas, lo que permite obtener SiF4 gaseoso y H20. El HF inicia un proceso de intercambio
mediante la disociacion de un enlace Si—O y la generacidon de un enlace Si—F (Hoshino,
1999). Finalmente, un tratamiento posterior con KOH produce el intercambio de los iones
F- por OH-, lo que permite obtener superficies decapadas y funcionalizadas. El Esquema 6.1

muestra las reacciones a las que se somete el vidrio durante el tratamiento.

El aumento de rugosidad del vidrio por tratamientos con dcidos o bases fuertes permitid su
utilizacién como soporte de adsorbentes (Bruce & Sen, 2005; Jradi, Daneault, & Chabot,
2011; Xiang Dong Liu, Tokura, Haruki, Nishi, & Sakairi, 2002; Ozmen et al., 2009),
soporte de enzimas (Azevedo, Cabral, T.D., & Fonseca, 2004; S. Datta, Christena, &
Rajaram, 2012; S. G. Datta et al., 2012; Fu, Hao, Fei, & Ju, 2006; J.L. Gomez et al., 2006; J.
Huang et al., 2011; Ikediobi, Stevens, & Latinwo, 1998; Pijanowska & Torbicz, 2008;
Szymanska, Bryjak, Mrowiec-Bialon, & Jarzebski, 2007) o en la fabricacion de columnas

funcionalizadas (Zhou et al., 2010).
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Esquema 6.1. Reacciones involucradas durante el tratamiento superficial de vidrio con

solucion buffer HF/NH4F, seguido de intercambio con KOH.

Reactivo acoplante

El glutaraldehido (Esquema 6.2) constituye un reactivo bifuncional ampliamente utilizado
en inmovilizacion de enzimas por entrecruzamiento, debido a su capacidad de formar
enlaces estables con los grupos amino de las proteinas a valores neutros de pH (Okuda,
Urabe, Yamada, & Okada, 1991). El empleo de este compuesto como agente entrecruzante
motivé el estudio de su comportamiento en solucion, la formacion de oligomeros y la
naturaleza de los mismos (Hashimoto, Masada, Sumida, Tashima, & Satoh, 1983;
Migneault, Dartiguenave, Bertrand, & Waldron, 2004). En soluciones acuosas de
glutaraldehido se producen espontdneamente reacciones de condensacion aldodlica
(Esquema 6.2) que dan lugar a la formacion de dimeros, trimeros y polimeros (Migneault
et al., 2004). Ademads, segun las condiciones de pH del medio, su forma hidratada puede
formar un hemiacetal ciclico, sin disponibilidad de grupos aldehidos reactivos. La
presencia de estas especies en solucidon puede influenciar ampliamente en las efectividades

alcanzadas durante la inmovilizacion de enzimas.
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Esquema 6.2. Condensacion alddlica de glutaraldehido.

Objetivos
Los objetivos propuestos para el presente capitulo son:

e Testeo catalitico preliminar sobre el empleo de quitosano modificado con

glutaraldehido como soporte para hematin.

e Optimizacién del proceso de preparacion del inmovilizado para obtener la maxima
actividad catalitica sobre la degradacion de los colorantes Naranja II y Rojo de

Alizarina S

e [l analisis de la reaccion de acoplamiento de glutaraldehido—hematin mediante

estudios FTIR y UV—Visible, con objeto de determinar el enlace soporte—catalizador.

e Aumento de superficie especifica de bolillas de vidrio no porosas mediante

tratamientos superficiales, para su empleo como soporte de catalizadores.

e Inmovilizacién de quitosano sobre las bolillas de vidrio pretratadas para aumentar
la resistencia mecanica de los catalizadores heterogéneos obtenidos a partir de

hojuelas de quitosano.
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e Caracterizacion fisico-quimica de los catalizadores obtenidos mediante FTIR
(espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier), SEM (Microscopio

electronico de barrido), o ICP (Plasma de acoplamiento inductivo).

e Evaluaciéon de la actividad catalitica de decoloracion en ensayos de reusos de los

catalizadores heterogéneos obtenidos.

e Estudio del efecto de (3—Aminopropil)trietoxi silano como bloque espaciador entre

hematin—glutaraldehido y quitosano, sobre la actividad del catalizador.

6.2. Técnicas de caracterizacion y equipamiento

Un espectrofotdmetro Perkin-Elmer Lambda 35 (Massachusetts, EE.UU.) se utilizd para
todas las mediciones UV/ Visible. Las determinaciones F-TIR se realizaron con un equipo
JASCO 5300 (4 cm-! de resolucion) equipado con un detector detector infrarrojo de sulfato
triglicérido deuterado (en inglés: DTGS). Las muestras solidas se secaron en un horno a 60 °C
durante toda la noche. Luego, se mezclaron con KBr a 1% peso/peso y se prensaron para

formar un disco delgado. En todas las mediciones se empleo aire como referencia.

Las determinaciones de contenido de hierro total en los catalizadores se realizaron por
espectroscopia de emision atdmica de plasma acoplado inductivamente (ICP—AES). Para
estas mediciones se sometid a las particulas humedas al ataque acido (dcido nitrico
ultrapurificado) a 200 °C durante 15 minutos utilizando un digestor de microondas
MAR—-5 (CEM Corporation, EE.UU.) segun el método descripto en la norma EPA SW—3052.
Se utilizo un espectrofotometro de emision atdmica de alta resolucion con plasma acoplado

inductivamente, ICPE-9000 (Shimadzu, Japdn).

La modificacion superficial de las bolillas de vidrio se analizd por microscopia electronica

de barrido (SEM), con sistema de microanalisis de rayos X dispersivo en Energia (EDX).

6.3. Inmovilizacién en hojuelas de quitosano modificado
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6.3.1. Metodologia
6.3.1.1. Diseiio experimental

La exploracion de las relaciones masicas catalizador/soporte/agente acoplante en la
preparacion de un catalizador heterogéneo de hematin soportado en quitosano, con
glutaraldehido (GA) como agente acoplante, se estudid por medio de el desarrollo de un
diseno experimental de tipo Doehlert con dos factores (ver seccion 4.2.1) (Doehlert, 1970).
Los factores estudiados fueron relacion masica GA a quitosano seco (mmol/quitosano) Y
relacién masica hematin a quitosano seco (mmol/Qquitosano). Las respuestas medidas fueron:
(1) Hematin Soportado (mmol/gquitosano), (2) Actividad Catalitica en las decoloraciones de
Nall y RAS (umoldye/ eatalizador himedo). L1€0, 1a relacion entre ambas respuestas; actividad
catalitica/hematin soportado (en este caso en base humeda) permite calcular el valor de la
actividad intrinseca de hematin soportado en unidades de pmolaye/ MEHematin soportado, 1@ cual
al compararse con la actividad correspondiente de hematin en solucidén permite inferir

sobre posibles pérdidas o ganancia de actividad a través del proceso de inmovilizacion.

La matriz experimental se presenta en la Tabla 6.1 junto a las respuestas obtenidas. El
andlisis estadistico de los datos experimentales se realizd mediante el empleo del software
comercial Statgraphics Centurion XV.2 (Virginia, EE.UU.). Las respuestas estudiadas se
ajustaron a modelos polindomicos multivariados mediante regresion multiple. Para evaluar
la significancia estadistica de los factores y sus interacciones se utilizo la prueba ANOVA, y
los valores estadisticamente no significativos fueron suprimidos. No obstante, siempre se
mantuvo la jerarquia de los modelos (Gutierrez Pulido et al., 2008). La funcién
deseabilidad (DF) se utilizd para obtener la relacion entre los factores que maximice las

respuestas analizadas (Bezerra et al., 2008; Murphy et al., 2005).

El proceso de preparacion del catalizador heterogéneo incluye los siguientes pasos (ver
Esquema 6.3): (1) activacion de la superficie de quitosano con GA para generar grupos
activos -C=0; (2) procedimiento de inmovilizacion en el cual ocurre la fijacién de hematin
o HRP sobre las hojuelas de quitosano; y (3) desactivacion de los grupos —C=0 libres por

reaccion con una solucién concentrada de Tris.
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Tabla 6.1. Disetio de experimentos Doehlert para dos factores.

Factores Respuestas
. .. .. Activi Activi
El)\(jg Hematin Actividad Actividad in(ttli\ljlljei(i in(’;fi\s:leij
[GA] [Hematin] soportado catalitica catalitica Nall- _RAS-

~Nall- ~RAS-
(HHIOINaH (g h)-1) (umolms(g h)-1)

-1 -1
(mmol g!) (mmol g1) (umolya (umolis

(mgllemaﬁn h)-1) (mgllematin h)-1)

(mmol g1)

1" 2850 0.095 (0.063¢:0009 105.1¢t215 128.7@as5y  18.1¢zs)y  22.16.5)
2 2.50 0.189 0.094 104.1 117.2 10.8 12.2

3 4.66 0.142 0.070 99.1 127.8 15.5 19.9

4 4.66 0.047 0.044 102.9 90.1 23.2 20.4

5 2.50 0.000 ~ 34.3" 5.7 ~ ~

6 0.33 0.047 0.044 44.2 72.4 14.4 23.6

7 0.33 0.142 0.118 138.0 170.9 14.1 17.5

“Punto central.

” Correspondiente a la adsorcion medida de quitosano modificado.

HRP 2 Hematin

Quitosano (Q)+
Glutaraldehido (GA)
t:2 h; T amb

Q-GA-Catalizador +
Buffer Tris

t:1h: T amb Catalizador
heterogéneo
“..

Q-GA + Catalizador
t:2 h; Tamb

Esquema 6.3. Preparacion de los catalizadores heterogéneos.

6.3.1.2. Preparacion de los inmovilizados
Activacion superficial de quitosano

Con el fin de determinar el rango adecuado de la relacion masica entre quitosano y GA, se

determino la densidad superficial de —NHz de acuerdo al método de adsorcidon de Nall en
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condiciones alcalinas, propuesto por Bartkowiak y colaboradores (Bartkowiak Roberts, G.
A. F.; 2007). La descripcion del método se incluye en el Anexo C. La densidad superficial de
—NH; fue de 4.6 mmolnnz Quitosano™ !, correspondiente a 7,3% en peso. Por lo tanto, la

relacion molar GA:NH: utilizados para el disenio Doehlert vario desde 0,56 hasta 1,05.

La activacion superficial de quitosano se llevo a cabo en tubos Falcon de 15 ml en los cuales
0.1 g de quitosano se pusieron en contacto con 5 ml de buffer fosfato pH 7 y el volumen
correspondiente de solucion comercial de GA al 25% p/p (de 0.013 ml a 0.176 ml en cada
experimento—ver Tabla 6.1). El tiempo de reaccidon fue de 2 h con agitacion magnética a
temperatura ambiente. Finalmente, las hojuelas se centrifugaron (10 min a 3600 rpm) y
fueron lavadas 3 veces con 10 ml de buffer fosfato pH 7. Las soluciones de lavado fueron

desechadas.

Inmovilizacion de hematin

Las particulas humedas obtenidas en la etapa de activacion superficial se pusieron en
contacto con el volumen correspondiente de solucidon de hematin (1054,3 mg/1, en NaOH
0,01 N) (de 0 ml a 11,4 ml, ver Tabla 6.1) con agitacion magnética a temperatura
ambiente. Luego de 2 h de reaccidn, las particulas se centrifugaron (10 min a 3600 rpm) y
se lavaron 3 veces con 10 ml de agua bidestilada. Se tomaron muestras de los
sobrenadantes y de las aguas de lavado y se determiné la concentracion de hematin en las
mismas por medicion de la absorbancia a 387 nm, por espectroscopia UV—Visible. El valor
de absortividad utilizado para hematin se determind experimentalmente mediante la
realizacion de una curva de calibracion que se presenta en la Figura 6.3, el valor del mismo

es e = 0,082437(mg/D)1 = 52.2 (mM)-1.

Finalmente, se llevd a cabo la desactivacion de los grupos —C=O activos mediante el
contacto de las particulas humedas con 5 ml de solucion tris 0.5 M, con agitacion
magnética a temperatura ambiente. Luego de 1 h, las soluciones se centrifugaron (10 min a
3600 rpm) y se lavaron 3 veces con 10 ml de agua bidestilada. Se tomaron muestras del
sobrenadante y de las aguas de lavado y se midi6 la absorbancia a 387 nm para determinar
la masa de hematin sin reaccionar que pudo quedar adsorbida e las hojuelas de quitosano

modificado.

Cabe aclarar en este punto, que las hojuelas de quitosano correspondientes al experimento
N° 5 del diseno experimental se sometieron a todos los pasos del tratamiento de

inmovilizacion, salvo la etapa de inmovilizacion de hematin. Las decoloraciones medidas
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para estas particulas permitieron analizar la capacidad de adsorcion de RAS y Nall que

posee el quitosano modificado bajo las condiciones propuestas.

0.9 07 -
0.8 - 23 06 - .
£0.7 - Eoo
'50.6 1 & (Sl :
%8‘51 1 ® ggg 1 &
. 7 m . -
203 | s y = 0.082437x 0 . y = 0.002010x
oo | ’ R? = 0.987062 92 7 R = 0.989977
o1 ¢ 0'(1) ¢
O . : T T T 1
0 - 10 0 100 200 300 400
[Hématin] (mg/l) [HRP] (mg/l)

Figura 6.3. Curvas de calibracion para hematin (izq) y HRP (der).

A modo comparativo se llevo a cabo la inmovilizacion de HRP sobre hojuelas de quitosano
modificadas con GA. La activacion superficial de quitosano y la inmovilizacion de la enzima
se realizaron como se ha descripto para hematin. Las condiciones seleccionadas fueron:
0,33 mmol/g de GA y 60 mg/g de HRP. Las respuestas evaluadas fueron las mismas que las
medidas para hematin soportado. La curva de calibracion que permitid determinar

experimentalmente el valor de absortividad empleado para HRP €=0.002010 (mg/D)-! se

presenta en la Figura 6.3.

6.3.1.3. Mediciones de actividad catalitica

Las condiciones Optimas de decoloracion para cada colorante se determinaron en los
Capitulos 4 y 5. Para evaluar la actividad catalitica de los catalizadores heterogéneos
obtenidos se mantuvieron constantes las relaciones molares hematin:H202 y
hematin:colorante correspondientes a los valores optimos de operacion de los sistemas
homogéneos. La Tabla 6.2 presenta las condiciones de reaccion empleadas: 10 ml de
solucién 200 mg/1 de RAS o Nall se pusieron en contacto con la masa equivalente de
catalizador humedo correspondiente a cada caso, a los fines de mantener constante la
concentracion de hematin. Se dio inicio a la reaccién con el agregado de H20:. Las
reacciones de decoloracion de Nall se llevaron a cabo en buffer carbonato/bicarbonato pH
10.6 (hematin) y pH 10 (HRP). Las reacciones de decoloracion de RAS se realizaron en

buffer tris pH 9 con ambos catalizadores. Luego de 1 h, las soluciones se centrifugaron (10
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min a 3600 rpm), se tomaron muestras de los sobrenadantes y se realizaron las mediciones

de absorbancia a las longitudes de onda seleccionadas (484 nm para Nall y 511 nm para

RAS) para determinar el grado de decoloracion alcanzado.

Tabla 6.2. Condiciones de reaccion empleadas en las medidas de actividad.

Hematin HRP

Oll ARS Oll ARS

[Hematin]| (mg/1) 12 10.5 8.1 6.6
[H202] (mmol/1) 2.7 6.6 1.36 6.6
pH 10.6 9 10 9

Para estudiar el comportamiento en reusos de los catalizadores obtenidos se realizaron
cinco reacciones consecutivas de decoloracion de soluciones de Rojo de Alizarina S. Las
condiciones de reaccion empleadas fueron [H20z]: 6.6 mM, [Hematin]:10.5 mg/1 , [RAS]:
200 mg/1y pH 9. Se determino la actividad del catalizador luego de 1 h de reaccion en
cada uso. Ademas, se evaluaron las conversiones obtenidas para 24 h de reaccion en el

sexto uso de los catalizadores.

6.3.1.4. Caracterizacion de catalizadores

Se analizd la interaccion GA:hematin, mediante el seguimiento de la absorbancia
UV-visible de una solucion acuosa que contenia 0.29 mM de GA y 0.0029 mM de hematin.
Esta reaccidon se llevd a cabo en una cubeta de cuarzo (Perkin—Elmer) a temperatura

ambiente y se tomaron mediciones del avance de la reaccidn en el tiempo.

Los espectros FTIR de hematin, quitosano, quitosano activado con GA, hematin soportado y

HRP soportado se registraron en el intervalo de 4600—400 cm-'.

Finalmente, se analizé el contenido de hierro total de los solidos obtenidos en los puntos
centrales del disenio experimental (experimento N° 1, Tabla 6.1) mediante espectrometria

de emision atémica con plasma acoplado inductivamente (ICP—AES).
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6.3.1.5. APTS como bloque espaciador

Se utilizo APTS como un bloque espaciador, con el fin de evaluar el efecto de la separacion
entre hematin y la superficie de quitosano. Una muestra de 0,1 g de quitosano se puso en
contacto con 77,6 pul de APTS 98% en 5 ml de buffer fosfato pH 7, con agitacion magnética
a temperatura ambiente. Luego de 2 h de reaccion, las soluciones se centrifugaron (10 min
a 3600 rpm) y se lavaron 3 veces con 10 ml de agua bidestilada. Finalmente, la activacion
superficial de quitosano y la imnovilizacion del catalizador se realizaron como se detalld
previamente en la seccién 6.3.1.1, en las siguientes condiciones: 0.87 mmol/g de GA y
0.134 mmol/g de hematin. La cantidad de hematin soportado, la actividad catalitica y la
actividad catalitica intrinseca fueron evaluados para ambos colorantes. El catalizador

obtenido se caracterizd como se describe en la seccion anterior. La Tabla 6.4 presenta la

nomenclatura utilizada para nombrar los catalizadores.

Tabla 6.3. Acrénimos de los catalizadores heterogéneos.

Acrénimos Componentes
Q-GA—-HRP Quitosano—Glutaraldeido—HRP
Q-GA—-Hem Quitosano—Glutaraldeido—Hematin

Quitosano—(3—Aminopropil) trietoxisilano
Q-APTS—-GA- Hem
—Glutaraldeido—Hematin

6.3.2. Resultados

6.3.2.1. Inmovilizacion de Hematin

Las superficies de respuesta obtenidas mediante el ajuste de los datos experimentales a
modelos cuadraticos se presentan en la Figura 6.4. No fue posible inmovilizar hematin
empleando bajas concentraciones de biomimético. Por otra parte, a altas concentraciones de
hematin, los mejores resultados se obtuvieron para aquellos puntos del diserio que fueron
modificados en condiciones de baja concentracion de GA. Este resultado puede atribuirse a
la presencia de oligomeros de GA sobre la superficie de quitosano, de diferentes grados de
entrecruzamiento y peso molecular, los cuales pueden dificultar la adecuada interaccion

hematin-GA (Migneault et al., 2004; Shlomo Margel, 1980). La masa de hematin
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soportado, cuantificado por mediciones UV—visibles del biomimético en los sobrenadantes,
fue corroborada por el analisis de contenido total de hierro de los catalizadores solidos
mediante ICP. Los resultados se presentan en la Tabla 6.4. La concordancia existente entre
ambas determinaciones confirma la inmovilizacion de hematin ademads de indicar la
ausencia de lixiviacion del metal durante la inmovilizacion. Por otro lado, durante la etapa
final del proceso de inmovilizacion que involucra una desactivacion con solucion
concentrada de Tris se produce la liberacion de hematin desde el quitosano modificado. El
hematin liberado puede provenir de: (1) hematin desorbido no unido covalentemente a
quitosano debido al contacto con solucion alcalina de Tris (pH 10 aproximadamente), lo
que favorece la disolucion de la metaloporfirina (De Villiers et al., 2007); o (2) la pérdida
de hematin inmovilizado por ruptura de interacciones covalentes con el soporte. La

presencia de hierro en las particulas permite descartar la segunda de las opciones.
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Figura 6.4. Funcionalidad obtenida mediante el ajuste de las respuestas de la Tabla 6.1 a

modelos cuadraticos.
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A su vez, las mediciones de la actividad catalitica e intrinseca en la decoloracion de
soluciones de Nall y RAS confirmaron la inmovilizacion del biomimético en la superficie
quitosano (Figura 6.4). La actividad catalitica obtenida en la eliminacion de Nall fue
consistente con los resultados de hematin soportado. Por su parte, las actividades cataliticas
medidas en la decoloracion de RAS resultaron ser independientes de la concentracion de

GA. Esta respuesta presentd un maximo a valores medios de carga de hematin.

Tabla 6.4. Determinacion del contenido de hierro total de los catalizadores soportados
mediante espectroscopia de emision atomica con plasma acoplado inductivamente vs.

espectroscopia UV—Visible.

ICP UV—Visible
Fe
; 0.591+0.070) 0.508(+0.040)
(mg wet catalyst )
Hematin

0.011 0.009
(mmol Lwet catalyst_l) (£0.001) (£0.001)

Las actividades intrinsecas calculadas para ambos colorantes resultaron ser independientes
de la carga de GA. Una alta masa de hematin fue requerida para obtener rendimientos de
inmovilizacion del 95%. Sin embargo, la actividad de hematin soportado (actividad
intrinseca) con ambos sustratos presentd un maximo a 0,1 mmoluemain(g h)-1,
disminuyendo posteriormente. La existencia de este maximo para la actividad intrinseca
puede asignarse a: (1) la modificacion del catalizador por formacion de enlaces covalentes
con quitosano modificado que afecten su capacidad catalitica; (2) la agregacion de
metaloporfirina en la superficie quitosano (Bruice, 1991; Lindsay Smith & Lower, 1991) o
formacioén de dimeros de hematin; o (3) el acceso restringido del sustrato al hierro del sitio
catalitico de hematin. No obstante, considerando la independencia de la actividad intrinseca
respecto a la concentracion de GA, puede descartarse la opcion (1). Por lo tanto, es posible
proponer que las interacciones entre el agente de acoplamiento y hematin no producen

desactivacion.
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Figura 6.5. a) Catalizador soportado. Las condiciones de inmovilizacion empleadas fueron:
hematin: 85 mg/gquitosano, Y GA: 0.87 mmol/ quitosano para Q-GA-Hematin y
Q-APTS-GA-Hematin; HRP: 60 mg/ Zquitosano Y GA: 0.33 mmol/ gquitosano para Q-GA-HRP; y
APTS: 3.435 mmol/gquitosano para Q-APTS-GA-Hematin. b) Actividad catalitica intrinseca

de los catalizadores homogéneos y heterogéneos.

La actividad intrinseca de los catalizadores homogéneos y heterogéneos se presenta en la
Figura 6.5,b. La disminucién de la actividad de hematin inmovilizado vs. hematin libre se
observd no solo para Nall, sino también para RAS. Con RAS como sustrato, la actividad

intrinseca se redujo de 46 (biocatalizador homogéneo) a 15 (umolras MHematin 1) ! (para
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Q-GA-Hem). En la decoloracion del sustrato azoico, la actividad intrinseca disminuyd

desde 21,5 hasta 8,6 umolon (MZHematin h) -1, no obstante, este valor es en realidad menor
debido a la adsorcion de Nall sobre quitosano. La adsorcion de Nall sobre hojuelas
activadas no fue despreciable (ver Tabla 6.1) y produce per se un grado de decoloracion
no—catalitico. Estas diferencias encontradas en la disminucion de la actividad a causa de la
inmovilizacion pueden radicar en los efectos causados por las estructuras de los sustratos.
Ambos sustratos presentan un grupo sulfonico que aumenta su polaridad y el consecuente
impedimento electrostatico. Asimismo, la diferencia radica en que RAS posee una estructura
plana, mientras que Nall presenta un enlace sencillo que permite su rotacion (Figura 6.6),
lo cual puede dificultar el acceso a la sexta posicion de coordinacion de Fe en hematin,

debido a un mayor impedimento estérico.

Figura 6.6. Estructuras de Nall y RAS. La flecha indica el punto de rotacion de la molécula.

Esta dificultad de Naranja II para acceder al sitio catalitico puede resultar en una mayor
relacion molar H2Oz-sustrato fenolico en la vecindad del mismo lo que puede generar dos
rutas principales de reaccidén, mencionadas en el Capitulo 1. Por un lado, la inactivacion de
la metaloporfirina por reaccion con exceso de H202 (Cunningham et al., 2001; Stephenson
Bell, AT. , 2005), y por otro, la participacion de vias cataldtica o pseudo-catalética de

reaccion con la consecuente formacion de Oz, andlogas a las vias propuestas para HRP
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(Hernandez-Ruiz et al., 2001; Hiner et al., 2001; Vlasits et al., 2010). En estudios previos
de degradacion de RAS catalizada por hematin en sistemas homogéneos (Capitulo 5) se
observd un aumento en la concentracion de Oz durante el avance de reaccion. Sumado a
esto, la estructura de hematin permite que esta metaloporfirina pueda ser considerada

como un biomimético de las catalasas.

a) b)

Figura 6.7. Interacciones de Naranja II con las posibles estructuras de catalizadores
heterogéneos obtenidos. a) Interaccion entre Nall, hematin (unido por un mondémero de
GA) y quitosano. b) Interaccion entre Nall, hematin y poliglutaraldehido. Referencias: en

amarillo: atomo de azufre, en gris: &tomo de carbono, en azul: nitrdgeno, en rojo: oxigeno,

los hidrogenos no se grafican.

La Figura 6.7 muestra la interaccion entre hematin inmovilizado en quitosano y Nall. Este
polimero demostré6 capacidad de adsorber fuertemente colorantes azoicos y
antraquindnicos (Pirillo et al., 2009) y en la Tabla 6.1 se aprecia, en el experimento 5, que
el grado de adsorcion es 7 veces mayor para Nall comparado con RAS. Las moléculas de
colorante pueden fijarse a la matriz polimérica del catalizador de manera tal que puedan

producir un bloqueo del acceso al Fe de hematin, tal como lo muestra la Figura 6.7 ,b.
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Optimizacion del proceso de inmovilizacion de hematin

La optimizacion de las condiciones de inmovilizacion se obtuvo considerando un adecuado
equilibrio entre la eficiencia de inmovilizacion y el grado de decoloracion alcanzado para
ambos colorantes. Esto fue posible mediante el cédlculo de la funcion deseabilidad (Figura
6.8). El valor que maximiza las respuestas estudiadas corresponde a un inmovilizado que
debe ser activado con 0.33 mmoles de GA por gramo seco de hojuelas con contacto

posterior de 0.19 mmoles de hematin.

Desirabilit

i

0. ]
00-04 Hematin
(mmol g ™)

Glutaraldehyde
(mmol g™

Figura 6.8. Funcion deseabilidad considerando las respuestas: hematin soportado, actividad

intrinseca y actividad catalitica de decoloracidon de Nall y RAS.

6.3.2.2. Inmovilizacion de HRP

A los fines de evaluar a hematin como una potencial alternativa a HRP, se estudio el
rendimiento de inmovilizacion de la enzima, en condiciones anédlogas a las empleadas para
el biomimético. Las respuestas obtenidas se presentan en la Figura 6.5. El porcentaje de
eliminacion alcanzado para Nall se encuentra dentro de los margenes del porcentaje que
quitosano es capaz de adsorber fisicamente (ver Tabla 6.1, Exp. N ° 5). Sin embargo, con
RAS como sustrato, la actividad intrinseca disminuyo en un 58% respecto a la obtenida con
el biocatalizador homogéneo. Estos resultados nos permiten postular que el anclaje del
catalizador genera dificultades de acceso al sitio catalitico, en particular para sustratos de

mayor volumen, como lo es Naranja II. Al igual que con hematin, la inactivacién por rutas
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paralelas que involucran el ataque de H20: (ver Capitulo 1) puede activarse debido al
aumento de la relacion masica H20: a sustrato fenolico en la vecindad del sitio catalitico (H
B Dunford, 1999). Por ultimo, es necesario considerar la inactivacion de la enzima por
ataques de radicales orgdnicos, la cual aumenta con la inmovilizacion (Kapeluich et al.,
1997; J A Nicell et al., 1995; Wagner & Nicell, 2002). Xialing y colaboradores publicaron
resultados que prueban que los radicales organicos formados permanecen en las cercanias

de la enzima y promueven su inactivacion (Cai Xialing, 2009).

6.3.2.3. APTS como bloque espaciador entre hematin y la matriz polimérica

Los problemas de acceso postulados para sustratos voluminosos, asi como el bloqueo del
sitio catalitico producto de la adsorcion de los colorantes sobre quitosano dieron lugar al
estudio de la incorporacién de APTS como bloque espaciador entre quitosano modificado y
hematin. La Figura 6.9 presenta las posibles disposiciones de hematin con el empleo de
APTS y en ausencia del mismo. Las respuestas obtenidas de actividad catalitica y actividad
intrinseca se presentan en la Figura 6.5. La Figura 6.5,a muestra los valores de hematin
soportado con y sin APTS, donde se observa un aumento de mas del 100% en la masa de
hematin fijada. Por su parte, la actividad intrinseca medida en la decoloracion de Naranja II
sigue siendo muy baja. Sin embargo, en el caso de RAS, la misma se redujo de 46,2
(catalizador homogéneo) a 26,3 pmolars MZHematin' (para Q—APTS—GA—Hem). Este
aumento en la actividad intrinseca obtenida con el empleo de APTS puede asignarse a una

mejora en la accesibilidad del sustrato.

Es posible analizar molecularmente los efectos estéricos responsables de la perdida de
actividad en la oxidacion de los colorantes. La Figura 6.10 muestra las vistas laterales de la
interaccion Nall-hematin inmovilizado. Puede observarse la existencia de una interaccion
repulsiva cuando Nall se encuentra cerca del sitio catalitico. Hay una posibilidad del 50%
de que el sustrato coordine al Fe en su sexta posicion libre, en lugar de aproximarse a la
quinta posicion de coordinacion del Fe en hematin, ocupada por el grupo —OH. Si el
sustrato se aproxima a hematin como en el caso de la Figura 6.10,c se presentan
impedimentos estéricos y electronicos adicionales. En el caso de RAS, estas restricciones son

menores debido a la naturaleza plana de la estructura del colorante antraquinonico.
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Figura 6.9. Efecto de el empleo de APTS como bloque espaciador en la estructura del
catalizador heterogéneo obtenido por inmovilizacidén de hematin. Las imagenes ilustran el
caso en que la interaccion hematin-GA involucra la formacion de un enlace ester entre los

grupos carboxilicos sutituyentes del anillo porfirinico y los grupos aldehidos de GA.
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a)

Naranja Il

Hematin
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Hematin

Naranja I
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Naranja Il

Figura 6.10. Interaccion espacial sustrato—catalizador. a) Localizacion I de Naranja II, por
el lado de 1a sexta posicion de coordinacion del Fe. b) Localizacion II de Naranja II, por el
lado de la sexta posicion de coordinacion del Fe. ¢) Localizacion III de Naranja II, por el

lado de 1a quinta posicion de coordinacion del Fe.
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6.3.2.4. Reusos de los catalizadores

Los resultados obtenidos durante la evaluacion del comportamiento en reusos de los
catalizadores obtenidos se presentan en la Figura 6.11 y la Tabla 6.5. El catalizador
Q-APTS-GA-Hematin presentod la mayor actividad intrinseca en el primer uso presentando
una importante disminucion en los usos siguientes. Sin embargo, las conversiones medidas
para 24 h de reaccion, en el sexto reuso fueron el 70% y 60% de los valores medidos en el
primer uso (para 1h de reaccién), con C-APTS-GA-Hematin y C- GA-Hematin,
respectivamente. Por otro lado, HRP mantuvo su actividad hasta el cuarto reuso, luego del
cual se observa una inactivacion que le impide oxidar el sustrato luego de cinco ciclos de

Uuso.

30

Q —e— Q-GA-Hematin

%51 o— Q-APTS-GA-Hematin
—a— Q-GA-HRP

20 1

10 4

Actividad Intrinseca
-1
(umolRAs (MJcatalizador soportado D) )

1 2 3 4 5
N° de ciclos de uso

Figura 6.11. Actividad en reusos de los catalizadores heterogéneos obtenidos en la

decoloracion de RAS.

Tabla 6.5. Conversiones de RAS obtenidas en el primer uso -1 h de reaccion- y en el sexto

reuso -24 h de reaccion-.

Conversiones para el Conversiones para el 6°

1° ciclo de uso ciclo de uso
-1 h- ~-24 h-
Q-GA-Hematin 29.5(+5.76) 17.8(+3.28
Q-APTS-GA-Hematin 48.7+4.09) 34.1(x4.95)
Q-GA-HRP 20.0¢t1.44) 0.91.00
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6.3.2.5. Caracterizacion por FTIR

La Figura 6.12 presenta ejemplos de las vibraciones de tension simétrica y anti simétrica,

flexion y torsion que se observan en los espectros FTIR.

\v/ \®\<f’/ 5\@{@)
Symmetrical Antisymmetrical Twisting
stretching stretching {deformation out-of-plane)
b o s e — -«— —
Wagging Rocking Scissoring
(deformation out-of-plane) (deformation in-plane) {deformation in-plane)

Figura 6.12. Vibraciones capaces de generar picos de absorbancia en espectros FTIR.

Los espectros FTIR de los catalizadores obtenidos en las diferentes etapas de inmovilizacion
se presentan en la Figura 6.13. El espectro de quitosano presenta sus picos caracteristicos:
los picos de vibracién de C—H a 2962 y 2853 cm-!, y en 895 cm-! el pico correspondiente a
la tension del enlace C—H de los grupos anoméricos de quitosano. La presencia de —CH: fue
confirmada por la banda de absorcion a 1421 cm-!, mientras que las banda a 1378 cm!
son asignables a las deformaciones de enlace —CH y —CH—CH3 (Ily Maza Mejia, 2007). Los
picos observados a 1036 y 1099 cm-! fueron asignados a las vibraciones del esqueleto de
quitosano (A.F.Roberts, 1992). Las vibraciones correspondientes a enlaces -OH y —-NH con
fuertes interacciones de enlaces puente hidrogeno, presentan bandas de absorcion entre
3600 y 3200 cm-!, mientras que enlace C—-N presenta una senal a 1230 cm-! (Conley,
1979). Por ultimo, el pico a 1154 cm™! es asignable a las vibraciones de tension de los
enlaces C—O—C (A.F.Roberts, 1992).
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La modificacion superficial producto del agregado de GA provoco ligeros cambios en los
espectros FTIR de quitosano. Se observo el crecimiento del pico a 2878cm-!, asignable a
estiramiento simétrico de —CHz. El pico a 1378 cm-! también crecid. Ademads, aparece un
nuevo pico a 1650 cm! que puede ser asociado a los enlaces C=C, producto de la
condensacion aldolica de GA (Migneault et al., 2004; Shlomo Margel, 1980). Mientras que

no se observa el pico a 1750 cm-!, caracteristicos del grupo —C=0.
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Figura 6.13. Caracterizacion por FTIR de los catalizadores obtenidos.

212



Inmovilizacion de hematin como biomimético de peroxidasa

El espectro de Q-GA-HRP presentd bandas de absorcion en la region correspondiente a las
amidas I, a 1640 y 1650 cm-l, asignables al estiramiento del enlace C=0. Ademas, se
observaron también los picos caracteristicos de las amidas IIa 1625, 1530 cm-!y 1510 cm-
1. asignables al estiramiento de N-H y C—N. Este resultado demuestra que la estructura
secundaria de la proteina se conserva, luego del procedimiento de inmovilizacion
(Elkaoutit, Naranjo-Rodriguez, Dominguez, & Hidalgo-Hidalgo-De-Cisneros, 201 1; Monier
et al., 2010; Q. Xu et al., 2006).

El espectro de hematin presentd picos a 2920 y 2854 cm-! correspondientes a las
vibraciones simétricas y asimétricas de C—H y C—Hz. También se encontraron los picos
correspondientes a la deformacion simétrica y asimétrica del atomo de H de —CH3z, a 1450 y
1380 cm-!. Se observaron, a su vez, el pico a 1625 cm-! asignable a las vibraciones de
estiramiento del enlace C=C; y el pequeno pico a 3090 cm-! asociado a las vibraciones de
estiramiento de =CHz, mientras que las absorciones entre 1000 y 800 cm-! se asignan a
vibraciones de flexion del enlace =C(H). Por otro lado, la presencia de enlaces C—N se
confirmd por los picos a 1360 y 1270 cm-! (doblete producto de la conjugacion del doble
enlace). Las bandas caracteristicas del grupo carbonilo se observan a: 1710 cm-!
(correspondiente al estiramiento de C=0), 920 cm-! asignadas a la flexion fuera de plano
del enlace C—O—H; y 1240 cm! al estiramiento de C—O (Conley, 1979). Ademas, los picos
correspondientes a las vibraciones de O—H y N—H estdn presentes entre 3200 y 3600 cm-!
(Amaravathi, Babu, & Chandramouli, 2007). Los picos a 940, 990 y 1010 cm! se
atribuyen a las vibraciones de esqueleto porfirinico (G. Huang et al., 2012; Parker, 1983;
Thomas & Martell, 1958). La banda a 1091 cm-! se asigna a C—H pirrolicos (De Villiers et
al., 2007). La presencia de picos correspondientes a vibraciones de O—H y N—H permitio
descartar la presencia de dimeros n—n o p-oxo de hematin productos de la condensacién de

la metaloporfirina en la superficie del sélido (Maitra et al., 2011). Los picos a 1091 y 1625

cm-! confirmaron la presencia de hematin en los catalizadores obtenidos.

6.3.2.6. Caracterizacion del enlace hematin-glutaraldehido

Las posibles interacciones covalentes entre GA y hematin incluyen: (1) reaccion entre el
grupo —OH de la quinta posicion de coordinacion del hierro de hematin con el grupo
aldehido de GA; o (2) reaccion entre un grupo carboxilico de la porfirina y el grupo
aldehido de GA (Figura 6.14).
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La interaccion de hematin—GA puede ser analizada por medio de las senales observadas en
los espectros FTIR presentes en la Figura 6.13, c. En los mismos se observan dos bandas
caracteristicas del grupo ¢ster a 1170—1070 cm! correspondientes al estiramiento
simétrico y anti simétrico de los enlaces —C=0—0—-C, respectivamente (Stuart, 2004), y
bandas entre 1310—1100 cm! asignables al enlace C—O—C. Sumado a esto, las bandas
caracteristicas del grupo carbonilo no se encuentran presentes (Stuart, 2004). Estas
observaciones son consistentes con una interaccion covalente entre el acido carboxilico de
hematin y el grupo aldehido de la GA, en lugar de una unién a través del —OH de hematin
de su quinta posicion de coordinacidn. La estructura propuesta se muestra en la Figura
6.15.
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b)

Figura 6.14. a) Formacion de enlace hemiacetal por reaccion entre el grupo —OH de la

quinta posicion de coordinacion del hierro de hematin con el grupo aldehido de GA. b)

Formacidn de enlace ester por reaccion entre un grupo carboxilico de la porfirina y el
grupo aldehido de GA.

HoN" N

L W —

Figura 6.15. Interaccion covalente entre los grupos —NHs de quitosano, glutaraldehido y

hematin.

215



Inmovilizacion de hematin como biomimético de peroxidasa

La Figura 6.16 muestra los espectros UV—Visible del avance de reaccion hematin—GA. El
aumento en la absorbancia a 233 nm se asigna a transiciones m—>mn * producto de la
formacion de enlaces C=C, a causa de la condensacion alddlica de GA (Migneault et al.,
2004; Shlomo Margel, 1980). Ademas, se observo la formacion de una banda débil a 285
nm, asignable a transiciones n—=>n* del enlace C=0. Sin embargo, no hay evidencia de
modificaciones del sitio catalitico de hematin en el estudio UV—Visible, ya que no hay
alteraciones en la banda de Soret (De Villiers et al., 2007). La formacién de enlaces
covalentes que afectan el anillo porfirinico puede ser descartada. Aun mds, debido a la

disposicion espacial de hematin, la agregacion de la metaloporfirina puede descartarse

también.
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Figura 6.16. Espectro UV—Visible de la interaccién entre 0.029 mM de hematin y 29 mM

de GA. En el recuadro superior derecho se muestra el espectro de GA 29 mM en NaOH 0.3

mM (equivalente a la solucion de hematin).

6.3.3. Conclusiones
El empleo de quitosano modificado como soporte permitio la obtencion de un catalizador

heterogéneo econodmico, alternativo a HRP. Las herramientas de diseno experimental y
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analisis estadistico demostraron nuevamente su capacidad de analizar paralelamente
diferentes variables y las interacciones entre las mismas a partir de un trabajo experimental
eficiente. Las funcion deseabilidad por su parte permitid establecer las condiciones Optimas

de inmovilizacidén en GA: 0,33 mmol/g y hematin: 0,19 mmol/g.

Los catalizadores obtenidos de hematin soportado, si bien fueron menos activos que la
metaloporfirina libre, presentaron buenas actividades de decoloracion de RAS y Nall.
Sumado a esto, mantuvieron la capacidad de decolorar soluciones de RAS después de seis

usos consecutivos.

La caracterizacion de los catalizadores confirmo la inmovilizacion de hematin, y la
interaccion covalente entre los grupos carboxilicos del anillo porfirinico y aldehidos de
glutaraldehido. Fue posible ademas descartar posibles alteraciones del sitio catalitico
durante el proceso de inmovilizacion. Es decir, no se observaron modificaciones del anillo
porfirinico por interaccion covalente con quitosano modificado, ni formacion de dimeros
covalentes de hematin sobre los soportes. Asimismo, fue posible descartar la lixiviacion del

hierro durante el proceso de inmovilizacion.

En base a los resultados se puede concluir que la disminucion de actividad producto de la
inmovilizacion se debe a la restriccion del acceso de los sustratos fendlicos al sitio catalitico
y al resultante aumento de la relacion masica H2O2 a sustrato fenolico El uso de APTS como
bloque espaciador es una herramienta sencilla y vélida para resolver estos inconvenientes.
La mayor "movilidad" adquirida por hematin, producto de esta separacion desde la matriz
polimérica aproxima el comportamiento del sistema heterogéneo a las reacciones con el
catalizador soluble, de tal manera que el impedimento estérico producido durante la
coordinacion de los sustratos coloreados es significativamente menor. Aun asi, este ultimo
catalizador fue menos activo hacia Nall en comparacion con RAS debido a un mayor
impedimento estérico causado por la libre rotacion del enlace azoico. Debido a la mayor
concentracion local de moléculas de Nall en la vecindad de las hojuelas asociado a su gran
capacidad de adsorcidn, seria esperable una mayor actividad con Nall en relacidén a RAS.
Evidentemente, la interaccion productiva del sustrato al sitio activo pareciera ser el aspecto

mas relevante en la actividad.

A los fines de desarrollar catalizadores heterogéneos que puedan ser aplicables a gran
escala es imprescindible mejorar la resistencia mecanica de las hojuelas de quitosano. Con
objeto de resolver este problema es que se estudio el empleo de bolillas de vidrio no porosas

como soportes.
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6.4. Inmovilizacion de hematin en bolillas de vidrio no porosas

La necesidad de aumentar la resistencia mecanica de los catalizadores obtenidos por
inmovilizacion de hematin en hojuelas de quitosano modificado con APTS y GA, es que se
propone el empleo de bolillas de vidrio como soporte. Estas bolillas de vidrio no porosas se
caracterizan por su alta resistencia y bajo costo, cumpliendo asi con las caracteristicas

necesarias para su aplicacion en el desarrollo de sistemas de tratamiento de efluentes.

Esta etapa de preparacion de catalizadores heterogéneos incluye una etapa previa de
estudio del decapado 4acido de las bolillas de vidrio no porosas, con el objeto de aumentar la
superficie de las mismas. Una segunda etapa de inmovilizacion de quitosano sobre las

bolillas y por ultimo la inmovilizacidon de hematin sobre las particulas obtenidas.

6.4.1. Metodologia
6.4.1.1. Modificacién superficial de las bolillas de vidrio

Tratamiento con NH4F/HF

El decapado de las bolillas de vidrio consistio en poner en contacto 10 g de bolillas de vidrio
no porosas (didmetro= 2 mm) con 100 ml de solucion buffer compuesta por: 1.79 M de
NH4F + 0.328 M de HF, pH: 5, a una temperatura de 45°C (Etcheverry, 2010). La reaccion
se llevd a cabo en un reactor batch de acero inoxidable con cierre hermético bajo agitacion
magnética (Figura 6.17). Para evitar que el ataque del acido fluorhidrico al material del
reactor, se incorpord un recipiente plastico dentro del mismo, donde se produjo el

decapado.

El tiempo de tratamiento fue de 4 horas, luego del cual se provoco el corte de la reaccion
por disminucién de la temperatura y dilucion del medio acido con el agregado de 100 ml
de H20 destilada. Las bolillas fueron filtradas y enjuagadas con abundante agua destilada, y
se contactaron con 200 ml de agua destilada bajo agitacion magnética durante 24 hs para
eliminar vestigios de acido. Se registro el valor inicial y final de pH del agua de lavado. Por

ultimo, las bolillas tratadas se secaron en estufa a 80°C durante 2 h.
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Figura 6.17. Reactor batch de acero inoxidable con control de temperatura.

Tratamiento con KOH

Para funcionalizar la superficie de las bolillas con grupos —OH se pusieron en contacto con
una solucion de KOH 4 N a 70°C durante 24 hs con agitacion magnética en el reactor de
acero inoxidable de la Figura 6.17. Luego del tratamiento se filtraron y enjuagaron con

abundante agua destilada (Xiang Dong Liu et al., 2002; Ozmen et al., 2009).

6.4.1.2. Inmovilizacion de quitosano

En una primera etapa e contactaron las bolillas tratadas con una solucién de 4% p/v de
quitosano en acido acético 4% v/v con agitacion magnética a temperatura ambiente

durante 9 h, luego de las cuales se separan de la solucién por filtracion.

En una siguiente etapa, se pusieron en contacto durante 1 h con agitacion magnética, con
una solucion de NaOH al 10% para favorecer la fijacion del quitosano sobre la superficie
del vidrio. Las bolillas obtenidas se filtraron, se lavaron con agua destilada hasta pH

constante del agua de lavado y se secaron en una estufa a 60°C durante toda la noche.

Las bolillas resultantes se someten a una reaccién de entrecruzamiento con 4 ml de
solucién de GA al 25% y 6 ml de buffer fosfato pH 7 0.1 M, durante 7 h a temperatura
ambiente con agitacidn magnética. Posteriormente, se filtran, se lavan con abundante agua

destilada y se secan en un horno de vacio a 100°C durante una noche.
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6.4.1.3. Inmovilizacion de hematin

Para dar lugar a la inmovilizacion de hematin, se contactan 5 mg de bolillas tratadas luego
de los tratamientos de la seccion 6.4.1.1 y 6.4.1.2, con 15 ml de solucidén de hematin 890
mg/1 en NaOH 0.01 N, durante 4 h con agitacion magnética. Se separan por filtracion los
catalizadores obtenidos y se lavan tres veces con 15 ml de agua bidestilada. Se toman
muestras del sobrenadante y de las aguas de lavado y se determina la absorbancia a 387 nm

para determinar por balance de masa el contenido de hematin soportado.

Finalmente, se lleva a cabo la desactivacion de los grupos —C=0 libres, mediante la reaccion
de las bolillas con 15 ml de solucion de Tris 0.5 M durante 4 h, con agitacion magnética a
temperatura ambiente. Las bolillas obtenidas se separan por filtracion y se lavan tres veces
con 15 ml de H20 destilada. Se toman muestras del sobrenadante y de las aguas de lavado y

se determina la absorbancia a 387 nm.

6.4.1.4. Caracterizacion del soporte y de los catalizadores obtenidos

Se obtuvieron micrografias SEM/EDAX de las bolillas sin tratar, de las bolillas sometidas al
tratamiento de decapado con NH4F/HF y de las bolillas obtenidas luego del tratamiento con
KOH.

Se realizd una determinacién de la densidad de amino superficial de acuerdo al método de
adsorcion de Nall en condiciones alcalinas, propuesto por Bartkowiak y colaboradores
(Apéndice C) (Bartkowiak Roberts, G. A. F., 2007) a las bolillas resultantes del tratamiento

de inmovilizacién de quitosano (seccion 6.4.1.2).

Para las medidas actividad de los catalizadores heterogéneos obtenidos se coloraron: 5.0 g
de catalizador en 20 ml de solucion de RAS de 200 mg/1, a pH 9 y se anadieron 23 ul de
H202 (8.9 M) para dar inicio a la reaccion. La decoloracion se llevo a cabo a temperatura
ambiente con agitacidon magnética. Se tomaron muestras del sobrenadante a las 24 h de

transcurrida la reaccion y se analizd la absorbancia a A= 511 nm por espectroscopia

UV-Visible para determinar el grado de decoloracion.

6.4.2. Resultados
6.4.2.1. Modificacién superficial de las bolillas de vidrio
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Figura 6.18. a) Bolillas de vidrio sin tratar. b) Bolillas de vidrio luego del tratamiento con
HF/NH4F a 45°C. ¢) Bolillas de vidrio luego del tratamiento con KOH a 70°C.

La Figura 6.18 presenta las micrografias SEM de las bolillas de vidrio sin tratar y las bolillas
obtenidas luego del tratamiento de decapado acido y del tratamiento de funcionalizacidén
con NaOH. Se observa en las Figuras 6.18 b y ¢ la generacion de una ligera rugosidad en la
superficie del vidrio, respecto a la superficie del vidrio sin tratar (Figura 6.18, a). Es notorio
el efecto de decapado 4cido alcanzado, no obstante es necesario aumentar la violencia del
tratamiento para lograr un aumento de superficie tal que permita su utilizacién eficiente
como soporte de catalizadores. Por su parte, el tratamiento con KOH mostrd un ligero
incremento del dano sobre las bolillas. Resultados similares fueron presentados por otros
autores en trabajos donde se observé el aumento de la rugosidad de la superficie del vidrio
durante la etapa de activacion con bases fuertes a altas temperaturas, incluso en tiempos de

contacto cortos, que fueron desde 1h a temperaturas de 80°C (Ikediobi et al., 1998), 50
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minutos a 50 °C (X D Liu, Tokura, Nishi, & Sakairi, 2003), y hasta 30 y 15 minutos (Xiang
Dong Liu et al., 2002; Ozmen et al., 2009) con NaOH a 100 °C.

6.4.2.2. Inmovilizacién de quitosano

Durante la etapa de inmovilizacion de quitosano, las bolillas no mostraron un incremento
de peso significativo, que pueda asociarse a quitosano adsorbido sobre la superficie de las
mismas. En linea con este resultado, el valor medido de —NH: superficial fue del 0.01% en
peso de bolillas, lo que indica que no fue posible inmovilizar quitosano sobre la superficie
de las bolillas.

Liu y colaboradores han publicado estudios en los cuales obtuvieron porcentajes del
inmovilizacion de quitosano del 0.3% p/p sobre bolillas de vidrio no porosas activadas con
NaOH (X D Liu et al.,, 2003; Xiang Dong Liu et al., 2002). Por otro lado, Zhou y
colaboradores publicaron un estudio de funcionalizacion de una columna capilar mediante
la inmovilizacion exitosa de carboximetil quitosano (Zhou et al., 2010). La principal
diferencia respecto a nuestros resultados radica en la silanizacion de la superficie del vidrio
llevada a cabo en todos los estudios aqui mencionados. Luego de la activacion con NaOH, el
vidrio se puso en contacto con una solucion de APTS en tolueno, lo cual produjo su
silanizacidn, y posteriormente se tratd con glutaraldehido. Es posible inferir, por lo tanto,
que una mayor separacion desde la superficie promueve un menor contacto con el
quitosano polimérico, asi como también, la presencia de grupos —C=O confiere mas

actividad al soporte favoreciendo la interaccion con el polimero.

Finalmente, durante la etapa de entrecruzamiento con glutaraldehido, el peso de las bolillas
aumento el 1.26 %, lo cual puede asignarse a la adsorcidon de poliglutaraldehido presente

en la solucidén (Migneault et al., 2004; Shlomo Margel, 1980).

6.4.2.3. Inmovilizaciéon de hematin

Segun los valores medidos de hematin en el sobrenadante y las aguas de lavado puede
afirmarse que no fue posible inmovilizar hematin sobre las particulas. Por lo tanto, es
posible inferir que la diferencia de peso asociada a la adsorcidon de poligutaraldehido en la
superficie de las particulas de vidrio no necesariamente implica la disponibilidad

significativa de grupos —C=0 reactivos.
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Por otro lado, el estudio de actividad en la decoloracion de RAS did como resultado una
conversion del 4.8% en 24 h de reaccion. Esta conversion se encuentra en los margenes de

la posible oxidacion por accidon de H202 en ausencia de catalizador (ver Capitulo 5).

6.4.3. Conclusiones

El pretatamiento de decapado con HF/NH4F, propuesto para aumentar la superficie de las
bolillas de vidrio, permitid aumentar la rugosidad de las bolillas de vidrio. Sin embargo, es
necesario analizar el efecto del tiempo de contacto, asi como también las temperaturas de
reaccion, para lograr un efecto mas marcado que permita la aplicacion de estas bolillas

como soportes resistentes y eficaces.

No fue posible inmovilizar quitosano sobre la superficie del vidrio, y teniendo en cuenta la
bibliografia existente en el tema es posible suponer que la silanizacion de las bolillas de

vidrio es necesaria para aumentar su reactividad.

Por su parte, fue posible confirmar la adsorcion de glutaraldehido sobre la superficie del
vidrio. Sin embargo, la presencia de poliglutaraldehido en solucion nos permite suponer la
adsorcion de oligdmeros sobre la superficie del vidrio, los cuales poseen una muy baja
proporcidn de grupos aldehidos libres, capaces de interaccionar con hematin. Esta puede

considerarse la principal causa por la cual no fue posible inmovilizar el biomimético.

Finalmente, las bolillas resultaron ser inactivas en la decoloracion de RAS, en linea con la

ausencia de fase activa de catalizador en las mismas.

6.5. Resultados publicados

Los resultados que se presentan en este capitulo fueron publicados en:

e V Encuentro Regional de Biocatalisis y Biotransformaciones, realizado en La Plata en
el ano 2012, bajo el titulo: “Inmovilizacion de peroxidasa y hematin sobre quitosano
con glutaraldehido como agente acoplante.” Autores: Agostina Cordoba, Ivana

Magario, Maria Lujan Ferreira.

e Journal of Chemical Technology and Biotechnology: “Modified chitosan as an

economical support for hematin: Application in the decolorization of anthraquinone
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and azo dyes.” Autores: Agostina Cordoba, Ivana Magario, Maria Lujan Ferreira.
DOI 10.1002/jctb.4475.
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CAPITULO 7

ESTUDIO CINETICO Y MODELADOQ DE SISTEMAS HOMOGENEOS HEMATIN/H202

e Se demuestra la capacidad de hematin de produccion de Oz en presencia de
sustratos tendlicos.

e Se presenta evidencia de la formacion del intermediario E; con ambos catalizadores.

o Se establece que la etapa limitante de las velocidades de reaccion de hematin es la
formacion de Ei.

e Se confirma el mecanismo pseudo—cataldtica de consumo de H>Oz para HRP.

e Se obtienen buenos ajustes al modelo cataldtico con una propuesta de inactivacion

por blanqueamiento a partir de Eo.
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7.1. Introduccion

La cinética quimica es la disciplina que estudia la velocidad con la que transcurre una
transformacion quimica. Desde el punto de vista del aprovechamiento industrial de una
reaccion, se obtiene como resultado una “ley de velocidad empirica” sobre la cual se basa la
eleccion de la configuracion de reactores mas apropiada. Es una practica habitual, sin
embargo, basarse en estudios cinéticos con objeto de soportar o descartar propuestas de
mecanismos de reaccion para lograr predecir el curso de una reaccion en un rango de
condiciones diferente al estudiado. De todas maneras, determinar la naturaleza exacta de la
secuencia de reacciones que componen un mecanismo €s una rigurosa labor basada en el
analisis de diferentes estudios cinéticos acoplado a la caracterizacion de intermediarios y
productos de reaccién. Como resultado, se identifica un mecanismo de reaccion como el
mas probable, considerando ademads la posibilidad de que nuevos estudios puedan refutarlo.
De esta manera, se proponen modelos de accion lo mas simples posibles, que se van
complejizando solo si existe falta considerable de concordancia con la observacion
experimental. A la hora de determinar el mecanismo de reaccion de hematin, el estudio de
las reacciones en ausencia de sustrato fendlico nos permite obtener informacion respecto a
dos importantes etapas: (1) la etapa de activacion del estado nativo de hematin por reaccion
con H202; y (2) las etapas de inactivacidn del catalizador por reacciones no productivas con
el oxidante. La formacién de Er y las reacciones de HRP con el agente oxidante han sido
objeto de estudio de numerosos trabajos de investigacion (H B Dunford, 1999; H Brian
Dunford, 2002; Hernandez-Ruiz et al., 2001; Hiner et al., 2001; Loew, Harris, & Dupuis,
1997; J A Nicell & Wright, 1997; Reihmann & Ritter, 2006; Rich & Iwaki, 2007; Veitch,
2004; Vlasits et al., 2010; Vojinovic et al., 2004). Estos estudios, entre otros, permitieron
dilucidar los mecanismos de activacion de HRP, asi como la naturaleza de los
intermediarios cataliticos activos e inactivos, y su mecanismo de produccion de Oz en
ausencia de sustrato fenolico conocido como “actividad catalasa” de las peroxidasas.

Estudios similares hacen foco en la determinacion del mecanismo de accion de distintas
metaloporfirinas (Bell et al., 1991; Bruice, Balasubramanian, Lee, & Smith, 1988; Hodges et
al., 1997; S. Nam, Renganathan, & Tratnyek, 2001; W. Nam, Han, et al., 2000; REBELO,
PEREIRA, SIMOES, NEVES, & CAVALEIRO, 2005; Stephenson & Bell, 2007b; Traylor & Xu,
1987). Una discusion detallada de las mismas se desarrolld en el Capitulo 1. No obstante,
aun no hay certezas y los principales aspectos aun no dilucidados incluyen: (1) el tipo de
ruptura del enlace O-O del reactivo peroxidico; (2) la naturaleza de los intermediarios
cataliticos intervinientes; (3) la generacidn de radicales inorganicos como Oz, los cuales

son altamente reactivos e inespecificos.
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A la hora de proponer un mecanismo posible de reaccion, a la luz de los resultados que se
presentan en los capitulos anteriores, partimos de la premisa de que el biomimético es

capaz de formar los mismos intermediarios de reaccion (Ery En) que HRP.

En el Capitulo 2 se demostré que la velocidad de reaccidén de cooxidacion de fenol/AAP
presenta una dependencia lineal con las concentraciones de hematin y H202. Sin embargo,
a concentraciones de peroxido de hidrogeno mayores a 10 mM, se observo una velocidad
de reaccion cuasi-constante a (0.3 mg/l de hematin a pH 7). Sumado a esto, la
dependencia de la velocidad de reaccidon con la relacion molar H202:hematin disminuye
linealmente a valores inferiores a 3000, manteniéndose casi constante para relaciones
mayores de peroxido:catalizador (Figura 2.3, Capitulo 2). Estas observaciones indican la
participacion de reacciones alternativas a altas concentraciones de oxidante, las cuales no
se relacionan necesariamente a la formacién de compuestos inactivos, ya que la reaccion de
cooxidacidén no se detiene. Los resultados aqui mencionados son consistentes con una
propuesta de reaccion que incluya: (1) vias de inactivacion a baja concentracion de
oxidante que permita explicar la disminucién de la velocidad con el aumento de
H2Oz:hematin; y (2) vias de recuperacion paralelas al mecanismo principal, para
concentraciones altas de H202, que expliquen el amesetamiento de la velocidad con la

relacion peroxido:catalizador (para relaciones molares H2Oz:hematin > 3000).

Los resultados de optimizacion de las condiciones de reaccidn que se presentan en los
Capitulos 4 y 5 permiten observar una recuperacion del rendimiento catalitico a altas
concentraciones de oxidante y hematin, para lo cual se propone también la participacion de
vias alternativas de recuperacion hacia especies activas del catalizador. A su vez, las
mediciones de oxigeno disuelto que se presentan en el Capitulo 4 muestran la produccion
de oxigeno molecular en presencia de hematin, mientras que los resultados de modelado
molecular demostraron la capacidad del intermediario catalitico E; del biomimético para

coordinar a una molécula de H202, compitiendo con el sustrato fendlico.

El mecanismo de accidén de hematin (Esquema 1.6) propuesto por Akkara et al. implica una
via catalatica “complejizada” que involucra la coordinacion de 2 moléculas de H2O: para la
formacion de los intermediarios Er y Eo ademds de la reversibilidad de la reaccion de
regeneracion del estado nativo con produccion de oxigeno durante su activacion (Akkara et
al., 2000).

En base a todo lo anterior, se proponen inicialmente dos mecanismos simples de consumo
de H202, la via catalatica y la pseudo—catalatica, las cuales se detallan en el Esquema 7.1 y

que representan a su vez los mecanismos probables de accion para HRP, en ausencia de

sustrato fenolico.
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Esquema 7.1. Izquierda: Mecanismo Catalatico de consumo de H202 con produccion de
oxigeno. Derecha: Mecanismo Fseudo—catalatico de consumo de H202 con produccion de

radicales Oz .

En ambos mecanismos se incluyen, ademads, vias de inactivacion reportadas anteriormente
por 1. Cunningham y sus colaboradores durante el estudio de las vias de inactivacion de la

porfirina sintética F2oTPFeCl (Tetra-kis(pentafluorofenil)-21H,23H-Cloroporfina de

Fe(Ill)), durante la epoxidacion catalitica de alquenos en presencia de H2O2 (Cunningham
et al., 2001).
El modelado cinético y la estimacion de constantes de velocidad por medio del ajuste a datos
experimentales, se emplean como herramientas para discernir entre ambos mecanismos. El
objetivo de este capitulo es identificar la principal ruta de accién de hematin—H2O: para
optimizar las condiciones de operacidn en vistas de su aplicabilidad en la degradacion de
colorantes fendlicos. Se persigue, ademads, responder los siguientes interrogantes,
planteados en el Capitulo 1:

(1) jLa ruptura del enlace O—O es homolitica o heterolitica en las condiciones a

estudiar?

(2) ;Son las especies reactivas de oxigeno las responsables de la oxidacidon de los
sustratos organicos? O se forman radicales organicos por abstraccion de H, de

manera analoga a HRP.

7.2. Metodologia
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El desarrollo del presente capitulo incluye una etapa experimental de recoleccion y analisis

de datos cinéticos, seguida de una etapa de modelado matematico y parametrizacion.

7.2.1. Etapa experimental

7.2.1.1. Determinacion de perfiles de concentracion de H202

Los perfiles de consumo de H202 se determinaron en el marco de un proyecto integrador,
realizado por Cecilia Cabrera y Andrés Cornaglia bajo la direccion de las Dras. Ivana
Magario y Adriana Brandolin. Las condiciones de los experimentos se detallan en la Tabla
7.1. Se realizaron 15 experimentos, distribuidos en 4 series de distinta concentracion de
hematin. Las reacciones se condujeron en buffer carbonato/bicarbonato 0.01M, pH 10,6,
con un volumen de reaccion de 50 ml. Se tomaron alicuotas de 1 ml a distintos tiempos de
reaccion y se determind la concentracion de H2O:z por titulacion iodométrica con un error
en la determinacion del 2,02% (I. M. Kolthoff E.J. Meechan, Stanley Bruckenstein, 1972).
En todos los casos la temperatura se mantuvo a 30°C, y el sistema se agitd magnéticamente,

mediante el empleo de un bano térmico (ver Figura 7.1).

Figura 7.1. Bano termostatizado con agitacion magnética.

7.2.1.2. Determinacién de perfiles de oxigeno disuelto

Los perfiles de oxigeno disuelto fueron obtenidos por la Dra. Magario, con un sensor Pasco
pasport Disolved Oxygen PS-2108 (California, EE.UU.). La reaccién se llevd a cabo con
agitacion magnética a 25 °C, en buffer fosfato 0.1 M pH 7 en un volumen final de 50 ml.
Los catalizadores empleados fueron HRP y hematin. El agregado de H20: se realizd en una
etapa para dar inicio a la reaccién. Las condiciones experimentales fueron: [catalizador]: 6
mg/1, [HO0z]: 17 mM. Ademds, se presentan resultados extras de la medicion de oxigeno

disuelto para sistemas fenol/H202 y AAP/fenol/H20z con ambos catalizadores en las
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siguientes condiciones: [catalizador]: 6 mg/1, [H.O2]: 17 mM, [fenol]: 8.35 mM, [AAP]:0.11
mMy pH:7.

Tabla 7.1. Condiciones de reaccion empleadas.

Exp [hematin] [H20zlo Relacion molar

[H202]¢ —T[H202]

N°  (mg/) (mM) [HzO:]:[hematin] (mM) (mM/min)
1 10 2.4 152 0.97 1.1046
2 10 4.8 304 2.74 2.2069
3 10 7.3 462 4.29 3.1677
4 10 9.6 608 5.79 4.7470
5 17 2.4 88 0.08 1.5576
6 17 7.3 269 0.00 4.0397
7 17 9.6 354 3.49 6.2485
8 25 2.4 61 0.00 1.6690
9 25 4.8 122 0.04 2.9323
10° 25 7.3 185 2.40 5.6888
11 25 9.6 243 3.76 5.8887
12 30 2.4 51 0.00 2.3904
13 30 4.8 101 0.00 3.6659
14 30 7.3 154 1.03 4.6473
15 30 9.6 203 2.15 8.9938

"Experimentos empleados en la parametrizacién de los modelos.

7.2.1.3. Analisis UV-Visible del avance de reaccion

Las modificaciones del espectro UV—Visible de hematin/HRP, producto de la interaccion
con el agente oxidante fueron estudiadas para dos concentraciones de H202. Las reacciones
se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo con una concentracion de catalizador de 5 mg/1.
Las concentraciones de H202 empleadas fueron 0.56 y 4.7 mM. El medio de reaccion
utilizado fue buffer carbonato/bicarbonato pH 10, con una concentracién de 0.1 M para
hematin, y 0.01 M en caso de HRP. El espectro UV—Vis se midid previo al agregado de
peroxido y luego de la adicion del oxidante durante 60 minutos de reaccion a intervalos de

minutos.
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7.2.2. Modelado

Modelos cinéticos

Para describir el comportamiento de un sistema nos planteamos diferentes modelos
matematicos basados en principios fisicos, quimicos, termodindmicos, de fendomenos de
transporte y cinéticos. Los parametros involucrados en estos modelos pueden estimarse en
base a datos experimentales, con objeto de emplear, posteriormente, el modelo con fines
predictivos (Englezos & Kalogerakis, 2000). Los mecanismos de reaccion que se analizan en
este capitulo pueden formularse como modelos matematicos que expliquen el
comportamiento cinético del sistema. Estos consisten en un conjunto de ecuaciones
diferenciales ordinarias (EDO) y algebraicas que resultan de plantear el balance molar para
cada compuesto interviniente en un reactor discontinuo, cuyos parametros ajustables son

las constantes cinéticas significativas.

La descripcion matematica del mecanismo catalético del Esquema 7.1 obtenida en funcion

de los balances de H202, O2, e intermediarios cataliticos participantes se presenta a

continuacion:

Lol = — (ks + k) [Eol[H,05] + ks [ E1[H,0,] (7.1)
LA = ky [ Eol[H;05) - ks [ E1[H;0,] (7.2)
DA = kg [ Eol[H,0,] (7.3)
8292 = — ky [ E][H,0,] — ky[ E[1[H,0,] (7.4)
el = &y [E[H,0,) (7.5)

El modelo matematico del mecanismo pseudo—catalatico del Esquema 7.1 produce la

formacioén de O con el agregado de la siguiente reaccion (Haber & Willstdtter, 1931):
ko
2HO; - H,0,+ 0, (7.6)
Las ecuaciones que representan este modelo se detallan a continuacion.
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d[ Eo]

ol = — ky [ Eol[H0,] + kol Epy] 7.7)
AUEL =k [ Eo)[H,05] — kol E/[H,0,] (7.8
e = ey [ EJ[H,0] — (kapp + ko)L Eul[H;0,] (7.9)
W) = e LEn[H205) = Kol Ey) (7.10)
= ki LEy]H,0;] (7.11)
% = — ky [ Eo][H,0,] — kgl E/1[H,05] = (kapp + kgi)[ Eyfl[H,0,] + ko [HOO®]?
(7.12)

S = ko [HOO']? (7.13)

Estimacion de parametros

La estimacion de las constantes de velocidad de cada uno de los modelos, en base a los datos
experimentales, se realizo mediante el empleo del software comercial gPROMS 3.2 (general
PROcess Modeling System, Process System Enterprise Ltd., Londres, Reino Unido). Para esto
se trabajo con la herramienta de estimacion de pardmetros de gPROMS, la cual resuelve el
problema de estimacion luego de recibir informacion del modelo, de proporcionar valores
(iniciales) para cada una de las constantes cinéticas y de las condiciones de contorno para
cada EDO. La estimacion de parametros tiene como objetivo encontrar el valor de las
constantes de un modelo de manera tal que el perfil simulado se ajuste con determinado

grado de desviacion a los perfiles experimentales para cada medicion experimental.

Una de las ventajas del software seleccionado para esta tarea, gPROMS, reside en la
posibilidad de efectuar modelado dinamico, es decir a partir de datos del estado transiente y
estacionario de las reacciones estudiadas. A su vez, presenta la posibilidad de ajustar los
parametros del modelo de varianza.

El programa permite la seleccion de tres modelos de varianza: (1) de varianza constante,
para el cual el error medido presenta una desviacion estandar (w) constante; (2) de
varianza constante relativa, en el cual el error medido depende de la magnitud del valor
medido; y (3) de varianza heteroscedastica, donde el error medido depende de los valores

medidos proporcionalmente a z'/2 (Process Systems Enterprise ., 2004). Los dos primeros
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modelos incluyen un parametro, w, mientras que el modelo de varianza heteroscedastica
incluye ademas el pardmetro vy.

La funcién de estimacion de parametros de gPROMS se basa en la evaluacion simultanea de
dos tipos de parametros, los parametros del modelo planteado y aquellos correspondientes
al modelo de varianza de la variable medida, seleccionado entre las opciones propuestas

por el programa (Process Systems Enterprise ., 2004).

La parametrizacion es una tarea de optimizacion en donde se intenta minimizar una
funcion objetivo que involucra el error definido como funcion de las diferencias
cuadraticas entre los valores modelados y los experimentales. Asumiendo que los errores
(gi0) son independientes, presentan distribucion normal con media cero y varianza Oij, la

funciodn objetivo se define como:

. i vNMjj Zijk— Zijic)”
0= (2m) + % ming {Z:\I:El leivl‘ et [ln (O'izjk) + M]} (7.14)

2 ofk

En donde:

N: Numero total de mediciones tomadas durante los experimentos realizados, empleados

para la parametrizacion.

8: Conjunto de parametros a ser estimados, cuyos valores aceptables se encuentran sujetos a

un intervalo definido por el usuario.
NE: Numero de experimentos realizados, empleados para la parametrizacion.
NVi: Numero de variables medidas en el experimento i.

NM;j: Numero de mediciones de 1a variable j th en el experimento i th.

Gizjk: Varianza de la medicion k th de la variable j en el experimento i. Determinanda

mediante el modelo de varianza de las variables medidas.

Ziji: Valor de la medicion k th de la variable j en el experimento i.

ziji: Valor k th de la variable j en el experimento i predicho por el modelo.

237



Estudio cinético y modelado de sistemas homogéncos hematin/H:0z

Este proceso de estimacion emplea resolvedores intrinsecos de gPROMS que consisten en
algoritmos numéricos cuya funcion es resolver el problema mediante métodos numéricos
iterativos. El solver MAXLKHD se implemento para la estimacion de parametros, siguiendo
el método de maxima verosimilitud (Process Systems Enterprise ., 2004). El solver estandar
DASOLV se empled para la integracion de las ecuaciones del modelo y sus ecuaciones de
sensibilidad. Este ultimo se basa en férmulas de diferenciacion hacia atrds (en inglés,
backward differentiation Formulae, BDF) con paso de tiempo variable. La herramienta de
estimacion de pardametros de gPROMS emplea el test estadistico x? (95 %) para determinar

la bondad del ajuste del modelo. Si la suma de los residuos ponderados es menor que el

valor de Chi—cuadrado (y? (95%)), se obtiene un buen ajuste (“good fit”).

La sensibilidad de las constantes de velocidad a evaluar se determind mediante anédlisis de
sensibilidad global del modelo dinamico, para el cual se realizan simulaciones con valores

iniciales de las constantes y, variaciones del £20% de los mismos.

En la parametrizacion de ambos modelos, las concentraciones iniciales de catalizador (Eo), y
H2O: se fijaron en base a las condiciones experimentales. Mientras que las concentraciones
iniciales de Oz, asi como la de los intermediarios cataliticos se valuaron en cero. A su vez,

no se considero la suposicion de estado estacionario de los intermediarios cataliticos.

7.3. Resultados y discusion

7.3.1. Perfiles de consumo de H20

Los perfiles de consumo de Hz0: obtenidos se presentan en la Figura 7.2. De todos los
perfiles cinéticos obtenidos puede establecerse un consumo de H202 de 2 a 3 érdenes de
magnitud mayor que la concentracién molar de hematin, lo que indica la presencia de un
ciclo catalitico. Por otro lado es importante mencionar, que determinaciones de la
concentracion de H202 en el tiempo, en ausencia de catalizador no presentaron
disminucién de la concentracidn, hecho que afirma la actividad catalitica de hematin en

este sistema reactivo ademads de la estabilidad quimica de H20: en el medio buffer utilizado.
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Figura 7.2. Perfiles de consumo de H2Oq. [H20:]: 2.4mM (@),[H202]: 4.8 mM (@), [H202]:
7.3 mM (0),[H202]: 9.6 mM (0).

Se observa un comportamiento bifasico, compuesto por una primera etapa (en general
hasta los 5 minutos de reaccidon) caracterizada por una alta velocidad de consumo de
perdxido, la cual disminuye ampliamente para la etapa posterior de reaccidon. A su vez, en
la mayoria de los casos no se consume el peroxido en su totalidad, lo cual es evidencia de la
formacion de un intermediario cataliticamente inactivo, o de mucha menor actividad
(Cunningham et al., 2001). Sélo cuando la relacion molar H202/hematin es baja la
conversion del primero es completa y esto reafirma la hipotesis anterior. La Figura 7.3
muestra las velocidades de consumo de H20:, en la segunda etapa de reaccion. Se observa
que la concentracidon inicial de H20: no afecta significativamente las velocidades de
consumo. Sin embargo, las velocidades registradas son mayores a mayor concentracion de

catalizador.

Cada perfil concentracion—tiempo obtenido se ajustd a una funcion exponencial de tipo:

y=ae b +¢ (7.15)
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Luego, la derivada a tiempo cero de cada curva es el producto de los parametros a y b

obtenidos por la regresion.

- (Z—i)t_o = —To =ab (7.16)

De esta manera se obtuvieron las velocidades iniciales para cada concentracion inicial de
perdxido incluyendo en la regresion los puntos correspondientes a los 5 primeros minutos
de reaccion, fundamentalmente para evitar los efectos provocados por la presencia

productos de reaccion. Las velocidades iniciales se presentan en la Tabla 7.1.
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[H,O,]inicial (mM)

Figura 7.3. Velocidad de consuumo de H202 (una vez inactivado el catalizador) frente a la

concentracion inicial de H.Oz para distintas concentraciones de hematin.

La Figura 7.4 muestra la variacion de las velocidades iniciales con la concentracién inicial
de H20: y de catalizador. De la grafica de —ruz02 vs. [H202], puede observarse que el buen
ajuste de los puntos a una curva lineal indica una cinética de primer orden respecto a la
concentracion de peroxido. Este hecho puede indicar que la etapa controlante de la
velocidad es la etapa de activacion del catalizador con H202. A su vez, la pendiente de las
rectas aumenta a medida que aumenta la concentracion de catalizador empleada, lo cual es
acorde con la intervencion de hematin para la descomposicion de H20.. Por su parte, la
dependencia de la velocidad inicial de reaccion con la concentracion de catalizador
también es lineal. Las rectas obtenidas no pasan por el origen, lo que indica la posibilidad
de un consumo no catalitico de H202 que aumenta mientras mayor es la concentracion de
H20: utilizado. Sin embargo, en ausencia de catalizador no se registré6 ninguna

disminucion de la concentracion de H202. No obstante, analizando las bondades del ajuste
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lineal que se presentan en ambas figuras, no es posible descartar una relacion polindmica
de mayor orden entre la velocidad de reaccion y la concentracion de H202, la que puede
evidenciarse por el valor de R? para el ajuste lineal (0.86) frente al valor de R? para el ajuste

a una funcion cuadratica (0.96) para el caso de 30 mg/1 de hematin.

149 [Hematin]:10 mg -1
12 fo [Hematin]: 17.2 mg I-1*
“C 10 [ [Hematin]: 25 mg |-1* R?0.96
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T 1079 [H0,): 7.31mM
£ gla [H,0,]:9.60 mM
=
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e
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[Hematin] (mg I

Figura 7.4. Variacion de la velocidad de consumo de H202 con la [H202] y [hematin].

La Figura 7.5 presenta la velocidad de reaccion en funcion de la relacion molar
H202:hematin. Lo primero que es necesario mencionar es que para sistemas
hematin/fenol/AAP/ H2O2 a pH: 7, el comportamiento observado era el inverso, es decir la

velocidad de degradacion del fenol disminuia con el aumento de la relacion
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oxidante:catalizador. En este caso, para las concentraciones mas bajas de hematin
analizadas (10 mg/ly 17.2 mg/1) se observa una dependencia lineal de la velocidad con el
aumento de la relacion oxidante:catalizador, 1o cual nos permite inferir que existe un solo

mecanismo de reaccion posible sin evidencia de inactivacion del catalizador.

No obstante, para concentraciones de 25 y 30 mg/1 de catalizador, se observo una relacion
compleja de la velocidad inicial de reaccion con la relacion de H20z2:hematin. Este
comportamiento puede indicar: (1) que existen vias de consumo de perdxido extras; y/o
(2) que para altas concentraciones de hematin, el mismo se encuentra formando

oligomeros inicialmente, los cuales se desagregan en funcion de la concentracion de H20:2

del medio de reaccidn.

120
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v  [Hematin]: 17.2 mg/|
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¢ [Hematin]: 30 mg/I

100
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Figura 7.5. Velocidad inicial de consumo de peroxido de hidrogeno en funcioén de la

relacion molar [H20:2]:[Hematin].

7.3.2. Produccién de O2

La Figura 7.6 muestra la evolucion de oxigeno obtenida para sistemas hematin/H2O; y
HRP/H202, junto a perfiles de oxigeno disuelto para los mismos sistemas en presencia de
fenol y AAP/fenol. Se observa un claro aumento en la concentracidén de Oz en presencia de
H202 como sustrato unico con ambos catalizadores. Sin embargo la produccion es mayor, y

a mayores velocidades en el sistema catalizado por hematin en comparacion con HRP.
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Los resultados que se presentan en el Capitulo 4 evidenciaron que en los sistemas
RAS/H202/HRP no se genera O». Similares resultados entregaron las mediciones de la
reaccion AAP/Fenol/H;O2/HRP y fenol/H202/HRP (Figura 7.6). Estos resultados nos
permiten afirmar que la via de produccion de Oz de HRP se ve inhibida en presencia de
sustratos fenolicos, en analogia con los estudios publicados por Hernandez—Ruiz

(Hernandez-Ruiz et al., 2001; Hiner et al., 2001).
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Figura 7.6. Evolucion de perfiles de oxigeno disuelto catalizada por HRP y hematin para

sistemas catalizador/H20:. [Catalizador]: 6 mg/1, [H2O2]: 17 mM.

Del analisis de los estudios de modelado molecular, pudimos determinar que el compuesto
1 (Ep de ambos catalizadores puede interaccionar con H202 como sustrato reductor, en
condiciones alcalinas de pH (ver Esquema 7.2). No obstante, en el caso de la enzima el
compuesto 1 presenta mucha mayor selectividad hacia los sustratos fenodlicos, mientras que
Fr de hematin no demostrd preferencias significativas entre Rojo de Alizarina S (RAS) y
perdxido de hidrégeno (Capitulo 4). Con hematin como catalizador se observd una
evolucion importante de oxigeno desde el principio de la reaccidn en el sistema de
fenol/H20.. Por otro lado, durante el estudio de la reaccion de oxidacidon de RAS, también
se observd produccion de O: para el sistema catalizado por hematin. Sin embargo, en
ausencia de sustrato fenolico la velocidad de produccion de O es mayor, lo que puede

vincularse la coexistencia para ambos sistemas de la via catalatica en competencia con la

via peroxidica.
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Esquema 7.2. Reacciones posibles entre los intermediaros cataliticos de hematin propuestos,

H202 y Rojo de Alizarina S (RAS), sin considerar vias de inactivacion.

Los resultados obtenidos para el sistema hematin/AAP/fenol/H202 demuestran la ausencia
de produccién de Oz en una primera etapa de la reaccion. De este estudio se pudo concluir
que esta etapa de no liberacion de oxigeno coincide con el periodo en el cual se agota AAP
en el medio de reaccion. Luego de agotado este reactivo, el cual reacciona con los radicales
fenoxi formados, se observa un claro incremento en la concentracion de O2. Esto permite
postular dos posibles hipdtesis: (1) que la via de generacion de oxigeno gaseoso en
presencia de sustrato fenolico se asocia directamente a la participacion de los radicales
organicos formados durante el ciclo catalitico; o (2) que las moléculas de AAP presentes en
el medio de reaccidon actuen capturando radicales inorganicos formados en el ciclo de
reacciones de hematin. A la luz de estos resultados, podemos inferir que durante la catalisis
de hematin se generan radicales inorgdnicos que intervienen en etapas posteriores de
degradacion de los radicales fenoxilos. Este hecho se sustenta, a su vez, en la ausencia de
polimerizacion de fenol observada con hematin, en contraposicion a los resultados
obtenidos con la enzima (Capitulo 2). Los radicales inorganicos que participarian en la
degradacion de fenoxi pueden ser los mismos radicales superdxido (HOz?) resultantes de un

mecanismo pseudo—catalatico.

No obstante estas consideraciones, es necesario mencionar que las vias de inactivacion

incluidas en los modelos propuestos del Esquema 7.1 (conocidas como inactivacién por
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blanqueamiento) pueden provocar la liberacion de Fe*3. En este caso, el hierro puede
actuar como un catalizador en reacciones de tipo Fenton, favoreciendo la produccion de

oxigeno (I Magario et al., 2012).

7.3.3. Analisis UV-Visible: reacciones HRP/H202 y hematin/Hz0O>

En la Figura 7.7 se muestran los espectros para HRP y hematin a diferentes concentraciones
de H20: y pH 10. Se observa, en primer lugar, una clara diferencia en los valores de
absorbancia obtenidos para hematin vs. HRP, siendo menores para HRP. Estos bajos valores
de absorbancia son caracteristicos de la presencia de agregados moleculares de la enzima
en el medio de reaccion (Ziemys & Kulys, 2005). La presencia de buffer y la elevada
concentracion de HRP aumentan dicha agregacion. Sin embargo, esta agregacion no afecta
a la reaccion enzimatica con H20; debido al pequenio tamano de la molécula de peroxido
de hidrogeno.

Se observan tres bandas asignadas a las transiciones electronicas 1=2>1* en metaloporfirinas:
o, B (bandas Q),y v (0 banda Soret). Las bandas Soret estan situadas entre 380 y 420 nm,
mientras que las bandas de Q estan presentes entre 500 y 650 nm (H B Dunford, 1999;
Rich & Iwaki, 2007). El compuesto 1 (E) de la peroxidasa muestra una disminucion
importante de la intensidad de la banda a 403 nm debido a cambios en el coeficiente de
absortividad, € de 102 a 53,8 10-3 M-! cm-!, mientras que el hombro a 380 nm se pierde.
También presenta dos bandas de absorcion entre 495—500 nm y 641—-650 nm (Loew et al.,
1997). En presenta una banda Soret de alta absortividad (=105 10-* M-' cm'!) a 420 nm y
un doblete a 527—555 nm. Finalmente, Em es un complejo férrico superdxido que presenta
una banda Soret a 417 nm, con otras bandas Q a 580 y 544 nm (H B Dunford, 1999).

La interaccion de hematin con H202 produce la formacion de Ei, tal como lo hace también
en el caso de HRP. La disminucion de la banda a 395 nm y el hombro 370 nm es evidente
con ambas concentraciones de perdxido. A 4.7 mM de H202, las bandas ubicadas en 395
nmy 345—350 nm son similares en la absorbancia, mientras que el pico a 345—350 nm es
mayor en importancia relativa a 0.56 mM de H20:. La disminucion de la absorbancia de la
banda a 370 nm, junto a su desplazamiento hacia 345—350 nm es también notable, con un
mayor efecto para 4.7 mM de Hz02, como es esperable. La Figura 7.8 muestra la
disminucion de la banda Soret de hematin para ambas concentraciones de HzO2. Es

evidente como tanto la velocidad como la magnitud de este corrimiento hipocromico

aumentan mientras mayor es la concentracion inicial de peroxido de hidrogeno.
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Figura 7.7. Espectro UV—Visible de Hematin—HRP con H20: a diferentes concentraciones de

oxidante. Condiciones de reaccion: pH= 10, T= 30 °C, [Hematin]= 5 mg/l, [HRP]= 5 mg/l.
Para hematin [buffer]= 0.1 M; para HRP [buffer]= 0.01 M.
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Figura 7.8. Disminucion de la banda Soret de hematin a distintas concentraciones de H2Ox.
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Un pico a 372 nm ha sido asignado al ion férrico y puede ser utilizado para detectar la
formacion de Ei. Con el avance de reaccion, se genera una forma inactiva de hematin.
Como se menciond anteriormente, hay dos rutas principales de hematin en la reaccidén con
peroxido de hidrdgeno: (1) la via catalatica o pseudo—catalatica con E; como intermediario;
y (2) las vias de inactivacion por reacciones de oxidacion de la metaloporfirina con H202,
conocidas como blanqueamiento. Sin embargo, puede también considerarse la posibilidad

de formacion de dimeros covalentes de hematin, como una reaccion secundaria de Er.

Por*t* FeV) = 0 — Por Fe) — 0 — FedV) por (7.19)
Ep

Una mayor cantidad de perdxido de hidrdgeno disponible favorece la formacion de Ei, y por
lo tanto una mayor dimerizacion es posible. El Esquema 7.3 muestra las diferentes especies
de hematin que pueden estar presente en la descomposicion del peroxido de hidrogeno. Se
incluye también la participacion de una molécula de agua en la formacién de Ei/Eq en
solucidén acuosa. La via heterolitica de ruptura del perdxido de hidrdgeno genera Ei,
mientras que la via homolitica produciria En. Puesto que no se observa evidencia de la
formacion de Ep en el estudio de los espectros UV/Visible es posible descartar la via
homolitica de descomposicion de H20:. A su vez, no se observa evidencia de la via
pseudo—catalatica de produccién de oxigeno, debido a que no se detectd la presencia de Ey
ni Enr.

Por su parte, el perfil de reaccion de HRP con perdxido de hidrogeno demuestra un
aumento inicial de la banda ubicada entre 400—420 nm, asignable a la desagregacion
parcial de la enzima producto de la interaccion con H202, seguida de una disminuciéon
constante de la misma. Se observa también la formacion de Ej, debido a la disminucién
constante de la absorbancia a 403 nm con el avance de reaccion. Sin embargo no se
evidencian las bandas a 495—500 y 64 1—650. Se observa, ademas, para la reaccion con 4.7
mM de H20; un corrimiento de la banda a 403 nm hacia 417—420 nm que puede asociarse
a la formacion de Em. Por ultimo, la generacion de P670 (compuesto producto de la
inactivacion suicida de HRP) parece evidente producto del aumento de la banda a 670 nm.
Fl Esquema 7.4 presenta las principales especies presentes durante la interaccion de HRP
con peroxido de hidrégeno en las condiciones seleccionadas. La presencia de Em nos

permite confirmar la via pseudo—catalatica como la responsable de la formacion de Oz, en
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contraposicion a los resultados de simulacion computacional publicados por Hinner y
colaboradores (Hernandez-Ruiz et al., 2001; Hiner et al., 2001).
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Esquema 7.4. Especies que pueden estar presentes en los sistemas HRP/H203.
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7.3.4. Modelo Pseudo-catalatico: Parametrizacion

Los valores iniciales empleados para la estimacion de los pardametros del modelo
pseudo—catalatico se presentan en la Tabla 7.3. El valor de ki fue determinado
experimentalmente durante el desarrollo del Proyecto Integrador de Cecilia Cabrera y
Andrés Cornaglia, a partir de datos de consumo de Nall y H202 (Cabrera & Cornaglia,
2011). El valor de kui se extrae del trabajo de Cunningham (Cunningham et al., 2001). Los
valores de kapp ¥ ka se extraen de las estimaciones realizadas por Carvahlo y colaboradores
para el sistema HRP/H202/fenol/AAP (Carvalho et al., 2006), mientras que el valor de kg se
fijo a 10 veces el valor optimizado de ks (H B Dunford, 1999). El modelo de varianza
seleccionado fue de varianza constante y el valor inicial del parametro del mismo fue w:

0.5.

Tabla 7.3. Valores iniciales de las constantes de velocidad del modelo.

Constante Valores Iniciales
cinética (mM-! min-1)
(mM-! min-1)
k; 6.60
ks 1.80
Kapp 6.78
ka (min-1) 0.13
kpi 0.06

El modelo no entregd buenos ajustes a los datos experimentales durante la parametrizacion.
No fue posible en ninguna estimacidn obtener valores confiables de las constantes cinéticas.
Por su parte, ks, kapp ¥ ka tienden a cero en todas las estimaciones realizadas, en linea con
resultados obtenidos por la Dra. Magario durante el modelado de las reacciones propuestas
para el sistema hematin/H2O2/fenol/AAP, en el cual los valores optimizados fueron del
orden de 10-% (resultados que no se incluyen en esta tesis). Los resultados obtenidos
permiten postular que este mecanismo de reaccidn no es adecuado para predecir los

consumos de H20z observados. Esto implicaria ademas:

- Descartar la formacion del intermediario catalitico En y Em en ausencia de sustratos
fendlicos. Esta afirmacion que es ademds consistente con las evidencias obtenidas
durante el estudio UV—Visible de la reaccion hematin/HzO».

- Descartar vias de reaccidon responsables de la formacidén de radicales Oz como

precursores de Oz.
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- Finalmente, en ausencia de sustrato organico, se descarta la inactivacion propuesta a
partir del estado En, en contraposicion a lo observado por Cunningham y

colaboradores durante el estudio del mecanismo de Tetra-kis(pentafluorofenil)-

21H,23H-Cloroporfina de Fe(Ill) (FZ0TPPFeCl) (Cunningham et al., 2001).

7.3.5. Modelo Catalatico: Parametrizacion

Los valores iniciales empleados para la estimacion de los parametros del modelo catalatico
se presentan en la Tabla 7.4, junto a los valores optimizados de los mismos. Los valores
iniciales empleados para ki y kr fueron determinados experimentalmente durante el
desarrollo del Proyecto Integrador de Cecilia Cabrera y Andrés Cornaglia, mediante la
linearizacion de las expresiones de velocidad de consumo de sustrato bajo suposiciones de
estado estacionario de los intermediarios cataliticos (Cabrera & Cornaglia, 2011). El valor
inicial de kyi se fijo en un valor 50 veces menor a k. El modelo de varianza seleccionado fue

de varianza constante.

Tabla 7.4: Valores iniciales y optimizados de las constantes de velocidad del modelo.

Constante Valores Iniciales Valores Optimizados
cinética (mM-! min-1) (mM-! min-1)
(mM-! min-1)

ki 6.6 16.416+1.510

k7 20.9° 20.9

Ko 0.4 0.3284+0.033
Valor inicial del modelo de varianza w: 0.5
Modelo de varianza optimizado W: 0.289+0.026
Residuos ponderados 127.02
¥2 (95%) 150.99

El valor de k7" se fijo durante la parametrizacion del modelo.

Este modelo permitié obtener un muy buen ajuste a los datos experimentales. No obstante,
los valores obtenidos para las constantes en la primera estimacion no fueron confiables, por
lo cual se realizd un andlisis de sensibilidad para determinar cudles eran las constantes
cuyos valores afectan significativamente a los resultados del modelo. Un total de siete
simulaciones se llevaron a cabo fijando el valor de los parametros a su valor inicial y
analizando el efecto de una variacion de £ 20% en el valor de los mismos. Las condiciones
de las simulaciones fueron: [HzO2]o: 4.77 mM y [E]: 25 mg/1. La Figura 7.9 presenta el

resultado de las simulaciones realizadas durante este estudio de sensibilidad. Es posible
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observar que el valor de k7 no altera las predicciones del modelo, por lo que se fijo en 20.9
(mM min)-1. El modelado permite determinar que los datos experimentales son consistentes
con la via propuesta de inactivacion del catalizador (blanqueamiento) a partir del estado
nativo (Eo), como fue planteado con anterioridad para metaloporfirinas de origen sintético
(Cunningham et al., 2001).

6
———— Simulacioén inicial
5 . K1+20%
k4-20%
4 R g k7+20%
g — — — - ky-20%
é 3 | P kb|+20°/o
é._.\l _____ kp|-20%
[ 29
L | WNWSem—gmommmmmmoosmes
1 . n
L J
O i L T T TP
0 10 20 30 40 50

Tiempo (min)

Figura 7.9. Analisis de sensibilidad de las constantes del modelo.

Los resultados obtenidos permiten postular como mas probable a la via catalatica de
produccion de Oz propuesta para hemoperoxidasas en ausencia de sustrato organico
(Vlasits et al., 2010). A su vez, los valores estimados de las constantes cinéticas del modelo

indican que la etapa de activacion de hematin es la etapa controlante de la velocidad.

Las Figuras 7.10 y 7.11 presentan los perfiles de consumo de H20: experimentales vs.
predichos por el modelo a diferentes concentraciones de hematin y H2O». Los perfiles de la
Figura 7.10 corresponden a los experimentos empleados para la parametrizacion. Es
posible observar la consistencia entre las predicciones del modelo y los datos
experiementales. Los puntos experimentales que no fueron empleados para la
parametrizacion (Figura 7.11) muestran un buen ajuste durante los primeros minutos de
reaccion. Sin mebargo, con el avance de reaccion, el consumo de Hz0: predicho por el
modelo se encuentra subestimado. Las predicciones del modelo indican que luego de esta
etapa inicial de elevada velocidad de consumo de oxidante se produce la inactivacion del
catalizador, razon por la cual la concentracidon de HzO2 deberia permanecer constante. De

todos modos, los resultados muestran que para estos experimentos, que presentan una
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elevada relacion H:02:hematin, existen reacciones no consideradas en el modelo que
consumen H202 luego de la inactivacion de Eo. Del analisis de los perfiles de H202 fue
posible afirmar que la velocidad de consumo de oxidante, luego de la primera etapa de
reaccion es independiente de la concentracion inicial de H202, pero dependiente de la
concentracion de catalizador (Figura 7.3). Este hallazgo indica que las reacciones de
consumo de peroxido no consideradas en el modelo implican la participacion de hematin,

siendo esto consistente con la ausencia de consumo de perdxido observada en ausencia de

catalizador.
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Figura 7.10. Perfiles experimentales (puntos) y predichos (lineas) de consumo de H2O5.
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Figura 7.11. Perfiles experimentales (puntos) y predichos (lineas) de consumo de H205.

Condiciones no empleadas para la parametrizacion.

Del analisis de la Figura 7.10 podemos observar que a 10 mg/1, el modelo ajusta a 2,38
mM de H202, pero no a 4,77. A 17.2 mg/1 de hematin, el modelo ajusta también a 2.38
mM de oxidante, mientras que subestima consumo de perdxido de hidrogeno a 7,31 mM.
A 25 mg/1 de catalizador, el modelo presenta desviaciones paulatinas de los resultados
experimentales con el aumento de la concentracion inicial de sustrato. Estas desviaciones, al
igual que las que se observaron para el caso de [hematin]: 10 mg/1 y [H202]: 4.7 mM,
sobreestiman el consumo en una fase de la reaccion y lo subestima en la fase siguiente. Este
comportamiento puede estar asociado a la presencia de tetrdmeros, trimeros, dimeros y
monomeros de hematin, cuyas concentraciones aumentan con la concentracion de
hematin. A su vez, presentan una distribucion en el medio de reaccion que implica
concentraciones decrecientes de aglomerados de mayor numero de moléculas, es decir
[tetrameros] < [trimeros] < [dimeros]. Esta distribucion puede verse afectada por la
concentracion de H202, ya que es posible pensar que a menor concentracion de oxidante se
produce un aumento de la concentracion de asociaciones de menor numero, lo que explica
los buenos ajustes obtenidos para los puntos de 2.38 y 4.7 mM. Por lo tanto, la velocidad de

disociacion de oligomeros dependeria de la concentracion de H20:.
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Figura 7.12. Perfiles de consumo de H20: experimentales (puntos) y modelados (lineas)

frente a perfiles de evolucion de especies cataliticas, correspondiente a [Hematin]:30 mg/1,
[H20.]:7.31 mM.

La Figura 7.12 presenta el perfil simulado de concentracion de Eo y Ep junto al perfil de
consumo de Hz0: predicho vs. experimental. Es posible observar que al aumentar la
concentracion de Eg tiene lugar el consumo de sustrato por reacciones no contempladas en
el modelo catalatico. Este comportamiento bifdsico puede deberse a: (1) El intermediario
catalitico Ep no es inactivo, sino que presenta mucha menor actividad que Ei. (2) la
liberacion de Fe*3 durante el blanqueamiento, lo cual permite que se desencadenen
reacciones del tipo Fenton que consumen H20: y producen radicales inorgdnicos altamente
reactivos. Este tipo de reacciones pueden provocar un consumo extra de H202, ademas de
producir Oz segun las reacciones 7.20 y 7.21 (I Magario et al., 2012; Paolo Zucca,
Rescigno, Rinaldi, & Sanjust, 2014). No obstante, el elevado pH del medio estas reacciones

no deberian contribuir significativamente.
Fe**0H + H,0, » HO," + H,0 (7.20)

Fe*30H + HO," » Fe*?+ 0, + H,0 (7.21)
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Una tercera opcion que explique el comportamiento bifdsico encontrado es: (3) la
generacion de radicales HOO * en paralelo debido a reacciones de disociacion de especies

diméricas, triméricas o tetraméricas de hematin.

La capacidad de hematin de formar dimeros de naturaleza covalente (u—oxo) o no
covalente (n—m) se discutid en el Capitulo 1. Sin embargo, las caracteristicas de las
moléculas de hematin le permiten formar agregados (dimeros, trimeros y tetrameros) en
solucidon, mediante interacciones puente hidrogeno. Las estructuras potenciales de estos

agregados se presentan en la Figura 7.13.
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Figura 7.13. A) Dimeros de hematin unidos por interacciones puente hidrdgeno que
involucran grupos carboxilicos (izquierda) y hidroxilos (derecha). B) Trimeros de hematin

y D) Tetrameros de hematin unidos por interacciones puente hidrdgeno.

Por otro lado, los grupos carboxilatos laterales de hematin pueden reaccionar con el
hidroxilo que ocupa la 5° posicidon de coordinacion del Fe y generar trimeros/tetrameros
producto de la formacidn de grupos ésteres, segun las reacciones que se plantean a

continuacion.

2hem - heml—Fe—0 —Fe —hem2+ H,0 (7.22)

heml — Fe — 0 — Fe — hem2 + hem
- hem3—Fe—0—-C=0—heml—Fe—0 —Fe—hem2 + H,0 (7.23)

hem3—Fe—0—C =0 —heml—Fe— 0 — Fe —hem2 + hem —
hem3—Fe—0—C=0—heml—Fe—0—Fe—hem2—C =0 —0 — Fe— hem4

+H,0 (7.24)

Estas reacciones de formacion de oligomeros de hematin pueden tener lugar en soluciones

alcalinas, en ausencia de H2O2. En presencia de peroxido de hidrogeno, los grupos esteres y
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¢teres pueden regenerar los grupos —OH u —COOH, con potencial liberacion de
hem—Fe—OOH. La ecuacion 7.25 presenta esta reaccion para el caso de un dimero de

hematin.

heml —Fe— 0 — Fe — hem2 + HOOH —» heml — FeOH + HOOFe — hem2 (7.25)

La importancia que pueden adquirir las reacciones de este tipo es creciente a mayores
concentraciones de hematin y H2O.. Por lo tanto, las desviaciones que presenta el modelo a
altas concentraciones de oxidante pueden asociarse a la presencia de estructuras del tipo
HOOFe—hem2 activas, ademas de los intermediarios cataliticos propuestos. Estas especies
HOOFe—hem2 pueden generan radicales (OH) o aniones (OH) durante su
descomposicion, los cuales pueden atacar al HxO» mediante mecanismos paralelos, no
considerados en el modelo. A concentraciones relativas elevadas de H2O2 se produce la
ruptura de tetrameros y trimeros de baja actividad, a dimeros y mondmeros mas activos.
Este aumento relativo del numero de sitios de reaccion in situ genera mayor consumo de
oxidante de lo esperado. Posiblemente esto ocurre por vias de reaccion mediadas por
hematin, pero no a través del mecanismo analogo al de las peroxidasas, en el que se basa

nuestro estudio.

Por otro lado, es importante considerar que el pH alcalino del medio de reaccion favorece a
la formacion de la especie nucleofilica HOz , asociada a reacciones que pueden consumir
perdxido de hidrdgeno del medio y generar oxigeno disuelto. Durante una recopilacion de
datos de diversos estudios de delignificacion alcalina, Paolo Zucca y colaboradores
concluyen en que altas concentraciones de perdxido de hidrdgeno, a valores de pH entre 10
y 11 producen un medio de reaccion con cantidades comparables de H2O2 y HO: , lo cual
favorece el desencadenamiento de las siguientes reacciones de produccion de radicales

inorganicos y Oz gaseoso (Paolo Zucca et al., 2014).

HO; + H,0, - 0,"” + HO' + H,0 (7.26)
HO®* + 0, — 0, +HO~ (7.27)
20,"" + H,0 » '0,+ HO; + HO™ (7.28)
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10,+ 0,7 - 0,+ 0,7 (7.29)

Reacciones de esta naturaleza deben considerarse en un medio de reaccion con elevada
concentracion de Hz02. A su vez, la generacion de HO2 podria estar mediada por la

especie hem—FeOOH:

HOOFe — hem — hemFet + HOO™ (7.30)

Lo cual permite explicar la ausencia de consumo de oxidante monitoreada para nuestras

condiciones de reaccidn en sistemas sin catalizador.

7.4. Conclusiones

La recopilacidon de estudios de interaccion hematin:H202 que se presentan en este capitulo
permitié determinar diferentes cuestiones que conciernen a las etapas de inactivacion y

produccién de Oa.

De las determinaciones experimentales de consumo de H20: es posible confirmar la accion
catalitica de hematin en ausencia de sustrato fendlicos. A su vez, la etapa de formacion de E;
se evidencia como la etapa limitante de la velocidad. No obstante se observa un
comportamiento bifdsico, caracterizado por una etapa inicial de alta velocidad de consumo,
seguido de una etapa menor velocidad de consumo de H202, independiente de la
concentracion de este sustrato.

Los estudios de produccién de oxigeno disuelto, por su parte, demuestran la capacidad de
ambos catalizadores de producir O: a partir de H20,. Hematin demostrd capacidad de
produccion de Oz en presencia de RAS y fenol. No obstante, estas vias de tipo catalaticas se
anulan en presencia de sustratos fenodlicos para los sistemas catalizados por HRP.

Por otro lado, fue posible recolectar evidencia espectroscopica de la formacion del
intermediario Er con ambos catalizadores. A su vez, los espectros de reaccion de HRP
permitieron determinar la presencia de Em, afirmando la via pseudo—catalatica de consumo
de H2O2. Hematin, por su parte, no mostro evidencia de la formacion de Ex ni Em, lo que

puede indicar la presencia de un camino catalatico de reaccion.

El modelado cinético permitio descartar las vias cataliticas de formacion de Oz, asi como
también las vias de inactivacion a partir del estado E; de hematin. Por otro lado, el

mecanismo catalatico otorgo un buen ajuste de los datos experimentales para sistemas con
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bajas relaciones molares Hz02:hematin, incluyendo una via de inactivacion por
blanqueamiento propuesta a partir del estado nativo (Eo). No obstante, a altas
concentraciones de oxidante, el consumo del mismo es sub—estimado por el modelo
propuesto. Esto se asocia a la presencia de reacciones secundarias de consumo de peroxido
que no se consideran en el modelo, pero que se encuentran ligadas a la presencia del

catalizador. Se proponen tres posibles causas que explican estos resultados:

(1) la formacion de un intermediario de reaccion de menor actividad que Ei, pero no

necesariamente inactivo durante la etapa de blanqueamiento;

(2) Ia liberacion de Fe*t? al medio de reaccion durante la misma etapa, el cual es capaz de

catalizar reacciones de este tipo; y

(3) la presencia de oligdmeros de hematin de baja actividad, los cuales pueden romperse
durante la reaccion aumentando el numero de sitios cataliticos disponibles, o generar

radicales inorganicos altamente reactivos durante su degradacion.

No obstante estas conclusiones, es menester mencionar que estudios de determinacion de
O: realizados por la Dra. Magario en sistemas AAP/fenol/H202/hematin demuestran la
existencia de una relacion entre la produccidn de oxigeno y los radicales fenoxi presentes
en un medio de reaccion con pH neutro. Esto puede indicar que, en presencia de sustrato
fendlico, la produccion de oxigeno en sistemas catalizados por hematin puede no estar
asociada a esquemas de reaccidn de tipo cataldticos, sino mas bien a la existencia de

radicales inorgdnicos en el medio de reaccidn, al menos en parte.

7.5. Resultados publicados

Los resultados que se presentan en este capitulo fueron publicados en:

e XXIII Congreso Iberoamericano de Catalisis que se realizd en Santa Fe en el ano
2012, bajo el titulo: “Estudio cinético—mecanistico de la accion degradativa de
hematin: interaccién con el agente oxidante.” Autores: Cecilia Cabrera, Andrés

Cornaglia, Ivana Magario, Agostina Cordoba y Maria Lujan Ferreira.

e [II Reunién Interdisciplinaria de Tecnologia y Procesos Quimicos que se realizd en
Los Cocos en el ano 2014, bajo el titulo: “Modelado cinético de la reaccidén de
descomposicion de H202 catalizada por hematin.” Autores: Agostina Cordoba,

Ivana Magario y Maria Lujan Ferreira.
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CAPITULO 8

ESTUDIO CINETICO Y MODELADOQ DE REACCIONES DE DECOLORACION

DE NARANJA 11

Se postula una via de inactivacion por formacion de un complejo no productivo
entre Nall o agregados de Nall y hematin.

Se determina un consumo de oxidante en presencia de Naranja Il mayor al medido
para un sistema equivalente, sin sustrato fenolico.

Se postulo un modelo cinéfico que presento buenos ajustes a los perfiles
experimentales de consumo de colorante para sistemas homogéneos.

Se demostro la capacidad predictiva del modelo.

El consumo de peroxido de hidrogeno fue considerablemente subestimado por el

modelo.
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8.1. Introduccién

A los fines de disenar un sistema de tratamiento de efluentes, el estudio de la cinética de
decoloracion de diferentes tintes fendlicos es imprescindible. Existen diferentes maneras de
estudiar los mecanismos de reaccion, asi como también de estimar el valor de las constantes
cinéticas de los mismos. El analisis de datos cinéticos, junto a estrategias de linearizacion y
ajuste de curvas de concentracion vs. tiempo, asi como la aplicacion de métodos cinéticos
de competencia de sustratos, fueron utiles a los fines de determinar valores experimentales
de distintas constantes de velocidad (Jos¢ L. Gomez et al., 2007; Hammami, Bellakhal,
Oturan, Oturan, & Dachraoui, 2008; ] A Nicell & Wright, 1997; James A. Nicell, 1994). No
obstante, la optimizacion de los valores de las constantes cinéticas que permiten ajustar un
modelo a diferentes datos experimentales de decoloracion catalizada por HRP o

biomiméticos de la enzima no abundan en la literatura.

SO3Na
N
Il
N
OH

Figura 8.1. Estructura quimica de Naranja II (C.I. 15510).

Por otro lado, la aplicacion de métodos de perturbacion para determinar el valor de las
constantes cinéticas de una serie de reacciones, constituye una forma alternativa de
estudiar la cinética (Lazman & Yablonsky, 2008; Richardson, Volk, Lau, Lin, & Eyring,
1973). La aplicacion de este método al estudio de vias de inactivacion para activadores
TAML (Ligando Macrociclico Tetra-Amido) como miméticos de peroxidasa en la
decoloracion de soluciones de Naranja II fue analizada por Emelianenko y sus
colaboradores (Emelianenko et al., 2014). Este estudio emplea un método basado en la
teoria de perturbacion singular, que permite analizar las ecuaciones asociadas a la
evolucion rapida del sistema en las condiciones de borde, de manera separada a aquellas

asociadas a la evolucion lenta y en donde es valida la aproximacion de estado
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cuasi— estacionario. Esta aproximacion se diferencia de los métodos de optimizacion de

multiples variables que se enmarcan en el modelado cinético (Emelianenko et al., 2014).

Dentro de los trabajos que aplican el modelado cinético a la eliminacion de azocolorantes
podemos mencionar el estudio de realizado por Tizaoui y colaboradores, quienes
publicaron el analisis del mecanismo de oxidacion con ozono del azocolorante reactivo
Naranja 16, en el cual utilizaron el solver de Microsoft Excel para estimar los parametros
del mecanismo propuesto (Tizaoui & Grima, 2011). A su vez, existen reportes de modelados
cinéticos de degradacion de colorantes mediante tratamientos fotocataliticos (UV/TiO2)
(Daneshvar, Rabbani, Modirshahla, & Behnajady, 2004; Sleiman, Vildozo, Ferronato, &
Chovelon, 2007), asi como tambien fotooxidativos (UV/H202) (Daneshvar et al., 2008;
Modirshahla & Behnajady, 2006).

El presente capitulo presenta resultados de los estudios de cinética de reaccidén y modelado
cinético para la reaccion de oxidacion de Naranja II (Nall, Figura 8.1) catalizada por
hematin, con perdxido de hidrégeno como sustrato oxidante. En el Capitulo 7 se
presentaron resultados de andlisis de la interaccion de hematin—oxidante, y
parametrizacion de las constantes cinéticas para diferentes mecanismos de reaccion
propuestos. Esto permitid postular que hematin, en presencia de perdxido de hidrogeno
presenta un mecanismo catalatico de reaccion con formacion de oxigeno y sin produccion

de radicales inorganicos por vias cataliticas.

Nall’
Nall k;
O,
H,0, k;
H,O, k Nall k
EO # El 2 E"
NaIIk,- Nall’
H,0; Kiio

7

i
Esquema 8.1. Mecanismo de reaccion propuesto para sistemas H2O2/Nall catalizados por

hematin.
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Se propone el mecanismo de reaccion que se presenta en el Esquema 8.1, para sistemas con
Nall. Las vias de activacion del catalizador con peroxido de hidrégeno (k1) y de produccion
de O2 (k7) se mantienen; mientras que se incluyen las reacciones de formacion de radicales
organicos Nall' (k2 y ks). A su vez, la inactivacion por blanqueamineto con H20; a partir
del estado Eo de hematin (kp) también se conserva. No obstante, en base a los efectos de la
naturaleza del sustrato discutidos en los Capitulos 4 y 5, se incluye una nueva reaccion de
inactivacion a partir del estado Ei que involucra una interaccion no productiva del mismo

con Nall o agregados del colorante (k;).

El objetivo general de este capitulo es estudiar la capacidad del mecanismo propuesto para
modelar el comportamiento del sistema. Los objetivos particulares planteados son: (1)
determinar la consistencia de las vias de inactivacion y los intermediarios propuestos, (2)
optimizar el valor de las constantes cinéticas para poder incluirlas en el diseno de un
sistema de tratamiento de efluentes en estudios futuros; y (3) analizar el efecto de la

inmovilizacidn sobre la cinética del catalizador.

8.2. Metodologia

8.2.1. Etapa experimental
8.2.1.1. Sistemas homogéneos de decoloracion de Naranja II
Determinacion de perfiles de decoloracion

Los perfiles experimentales de consumo de Nall se determinaron en el marco de un
proyecto integrador, realizado por Cecilia Cabrera y Andrés Cornaglia bajo la direccion de
las Dras. Ivana Magario y Adriana Brandolin. Las condiciones de los experimentos se
detallan en la Tabla 8.1. Se realizaron 29 experimentos, distribuidos en series de distinta
concentracion de Nall. La concentracion de catalizador fue 10 mg/1 en la mayoria de las
corridas experimentales, sin embargo se llevaron a cabo corridas a 3 mg/ly 17.2 mg/1 de
hematin. Las reacciones se condujeron en buffer carbonato/bicarbonato 0.01M, pH 10,6,
con un volumen de reaccidén de 50 ml. El medio de reaccidén estuvo compuesto en todos los
casos por las alicuotas correspondientes de soluciones madre de Nall y hematin (956 mg/1
en medio NaOH 0.1 M), mas el volumen necesario de buffer carbonato/bicarbonato,
mientras que el H202 se anadid a t=0 (en un solo agregado) para dar inicio a la reaccion.
En todos los casos la temperatura de reaccion se mantuvo a 30°C, y el sistema se agito
magnéticamente mediante el empleo del bano térmico (Figura 7.1, Capitulo 7). Se tomaron
muestras (300 pl) a distintos tiempos de reaccion y se determind la concentracion del

colorante por espectrofotometria UV-Visible, determinando la absorbancia a 484 nm. Se
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utilizaron cubetas pldsticas para tal fin, las cuales contenian en todos los casos 2.7 ml de

solucion de H2SO4 1 M, para frenar la reaccion. El tiempo durante el cual se monitored la

reaccion fue de 40 minutos.

Tabla 8.1. Condiciones de reaccion empleadas.

Exp N° [Nall] [Nall] [Hematin] [H202]
(mg/1) (mM) (mg/1) (mM)
1 4007 1.14 10 2.4
2 400 1.14 10 4.8
3 400 1.14 10 7.3
4 4007 1.14 10 9.6
5 300° 0.86 10 2.4
6 300° 0.86 10 4.8
7 300° 0.86 10 7.3
8 300° 0.86 10 9.6
9 300° 0.86 3 9.6
10 300° 0.86 17.2 7.3
11 300° 0.86 17.2 9.6
12 250 0.71 10 2.4
13 250 0.71 10 4.8
14 250 0.71 10 7.3
15 250 0.71 10 9.6
16 200° 0.57 10 2.4
17 200° 0.57 10 4.8
18 200° 0.57 10 7.3
19 200° 0.57 10 9.6
20 100° 0.29 10 2.4
21 100° 0.29 10 4.8
22 100° 0.29 10 7.3
23 100 0.29 10 9.0
24 50° 0.14 10 4.8
25 50° 0.14 10 7.3
26 50° 0.14 10 9.0
27 25 0.07 10 7.3
28 5 0.014 10 4.8
29 5 0.014 10 7.3

"Experimentos empleados en la estimacion de kz y ks.
“Experimentos empleados en la estimacién de k.

Cada perfil concentracion—tiempo obtenido se ajustd a una funcidn exponencial de tres

parametros:
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y=ae b +¢ (8.1)

Luego, la derivada a tiempo cero de cada curva es el producto de los parametros a y b

obtenidos por la regresion.

dx

_ (d_Y)t_O = —r,=ab (8.2)

De esta manera se obtuvieron las velocidades iniciales para cada experimento.

Determinacion de consumo de H202

Durante la realizacion del experimento N° 8 de la Tabla 8.1 ([Nall]: 300 mg/1, [H202]: 9.6
mM; [Hematin]: 10 mg/]) se determind, ademds la cinética de consumo de H20:2,
obteniendo a diferentes tiempos de reaccion muestras de 1 ml, cuya concentracion de H202

fue determinada por iodometria, procediendo de la manera detallada en el Capiulo 7.

8.2.1.2. Sistemas heterogéneos

Los experimentos que se presentan en esta seccion fueron realizados por Belen Andali y
Esteban Ottonello en el marco del desarrollo de un Proyecto Integrador, bajo la direccion de

la Dra. Ivana Magario y la codireccidon de Agostina Cordoba. Hematin se inmovilizo sobre
quitosano modificado con amino-propil-trietoxi-silano (APTS) y glutaraldehido (GA),

siguiendo las condiciones de inmovilizacion detalladas en el Capitulo 6, incluyendo una
posterior etapa de secado de las hojuelas obtenidas a temperatura ambiente, hasta peso
constante. Los catalizadores obtenidos presentaron 32.9 mguematin/ gQuitosano seco- S€ 1levaron a
cabo reacciones de decoloracion de Nall en las condiciones que se presentan en la Tabla
8.2. La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente, mientras que el pH del medio se
mantuvo en 10.6, mediante el empleo de buffer carbonato/bicarbonato 0.1 M. El volumen
de reaccion fue de 25 ml, cada corrida experimental contenia 25 mg de catalizador
heterogéneo seco y en todos los casos la reaccion se inicid con el agregado de la cantidad
correspondiente de H202. Se tomaron muestras de 0.5 ml a distintos tiempos de reaccidn,
las cuales se diluyeron en 0.5 ml de buffer previamente enfriado en bano de hielo y se
centrifugaron durante 2 min a 13000 rpm con el objeto de separar el catalizador insoluble

y detener la reaccion. Finalmente se registrd la absorbancia a 484 nm.
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Tabla 8.2. Condiciones de reaccion empleadas.

Exp N° [Nall] [Nall] [Hematin] [H202]
(mg/1) (mM) (mg/1) (mM)
1 400 1.14 32.9 24
2 300 0.86 32.9 24
3 200 0.57 32.9 1.36
4 200 0.57 32.9 2.7
5 200 0.57 32.9 6
6 200 0.57 32.9 18
7 200 0.57 32.9 24
8 100 0.29 32.9 24
9 50 0.14 32.9 24

8.2.2. Modelado y parametrizacion

8.2.2.1. Modelo cinético

El modelo cinético de decoloracion de Nall, correspondiente a las reacciones incluidas en el
Esquema 8.1, se basa en los resultados obtenidos del modelado de la reaccidon
hematin/H20, del Capitulo 7. La descripcion matematica del mecanismo propuesto,
obtenida en funcion de los balances de masas de sustratos, productos, catalizador e
intermediarios cataliticos participantes se presenta a continuacion. Se incluye una etapa de

inactivacion del catalizador por formacion de un complejo no productivo entre Ei/Nall y/o

agregados de Nall.

% = — (k1 + kp) [Eol[H,0,] + k[ E{][H,0,] + k3[Ey] [Nall] (8.3)
dE;’] = ky [ Eol[H,0,] — (k;[H,0,] + k,[Nall] + k;[Nall][ E,] (8.4)
B = — ky [ Ey][Nall] + ky[Nall][ E] ®.5)
sl — o [ Eol[H,0,] + ky[Nall][ E] (8.6)

dt Bl 0 2Y2 1 1 .

d[H;0,]

Tar kq [ Eol[H;0,] — kg [ Eol[H,0,] — k;[ E;1[H,0,] (8.7)
AN = —(k, + ky) [ E]J[Nall] = ks[Nall][ £, .8)

8.2.2.2. Estimacién de parametros

La estimacién de las constantes de velocidad del modelo en base a los datos experimentales,

se realizd con el software comercial gPROMS 3.2 (general PROcess Modeling System,
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Process System Enterprise Ltd., Londres, Reino Unido), de manera analoga a la descripta en
la seccion 7.2.2 del Capitulo 7. Las constantes de velocidad de reaccion ki, k7 y kg se fijaron
en el valor optimizado obtenido para la parametrizacion del modelo catalatico, en ausencia

de Nall.

Para la parametrizacion, las concentraciones iniciales de catalizador (Eo), Nall y H202 se
fijaron en base a las condiciones experimentales. Las concentraciones iniciales de Nall'y Oz,
asi como la de los intermediarios cataliticos se valuaron en cero. No se considerd la
suposicion de estado estacionario de los intermediarios cataliticos. A su vez, se asumid que
los radicales Nall' formados durante el ciclo catalitico participan de reacciones de
degradacion a compuestos oxidados con ruptura del cromdforo, sin afectar la naturaleza
del catalizador ni de los sustratos, un supuesto que puede depender de las condiciones

experimentales e invalidarse a altas concentraciones de colorante.

8.3. Resultados y discusion

8.3.1. Cinéticas de decoloracién de Nall en sistemas homogéneos

Los perfiles de consumo de sustrato obtenidos para cada experimento de la Tabla 8.1 se
presentan en la Figura 8.2. Se grafica el avance de reaccion hasta los 5 minutos, debido a
que es el tiempo para el cual sucede la principal transformacién en todos los experimentos

realizados.

Las velocidades de decoloracion aumentan con las concentraciones de Nall y de H20: en el
rango estudiado. No obstante, para los sistemas con 400 mg/1 de Nall se observa una
marcada disminucion de las velocidades de reaccion respecto a 300 mg/1. Por otro lado, es
posible observar como a bajas concentraciones de colorante la conversion alcanzada es casi

completa para todas las concentraciones de H20> analizadas.

Juu felnll) |

[Nall]: 400 mgl/l 300 [Nall]: 300 mg/I

4
=}
[=]

y

300 4

200 +

[Naranja 1], ppm

100 A

Tiempo, min Tiempo, min
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Figura 8.2. Perfiles de consumo de Nall. [hematin]: 10 mg/1; [H202]: 2.4mM (®),[H202]:
4.8 mM (@), [H202]: 7.3 mM (0),[H202]: 9.6 mM (O).

Las velocidades iniciales de decoloracion (—rnan) se determinaron a partir de las regresiones
de tres parametros (ecuacion 8.1) que se representan por las lineas continuas de la Figura
8.2. La Figura 8.3 presenta la variacion de la velocidad de consumo de sustrato con la
concentracion inicial de Nall. Es posible observar que el aumento de concentracion de Nall
produce un aumento de velocidad de consumo de sustrato, para una concentracion de
oxidante constante, hasta que se alcanza un estado de saturacion. Sin embargo a medida
que aumenta la concentracion de Nall, se observa un efecto de inhibicion por sustrato que
produce una caida en las velocidades de reaccidn. Esta inhibicion puede asociarse a: (1)
una interaccion no productiva entre hematin y Nall, o dimeros de Nall (presentes en el
medio de reaccidén) que produzca el bloqueo del Fe de hematin (Pirillo, Einschlag, et al.,
2010a). (2) Inhibicion reversible causada por coordinacion de productos como dcidos
organicos al Fe de hematin tal y como se ha reportado ya en sistemas Fenton (J. Feng, Hu, &
Yue, 2006; Moncayo-Lasso, Torres-Palma, Kiwi, Benitez, & Pulgarin, 2008). (3)
Inactivacion irreversible por ataque de intermediarios radicalarios al anillo porfirinico (E
Nagababu & Rifkind, 2000; Zucca et al., 2014; Florence, 1985; Enika Nagababu & Rifkind,
2004). Estos efectos pueden involucrar, en mayor o menor medida, a cualquier

intermediario catalitico de hematin. No obstante, suponiendo que los productos de reaccion
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no afectan la velocidad inicial de decoloracion, la interaccion no productiva entre el

catalizador y Nall o sus agregados se propone como la principal causa de la inhibicion

observada.

2.50

2.00
1.50

1004 | S

0504 |/ T~

{-r Na I}, mM/min

EI . DD ! T T T 1 T
000 020 040 0680 08D 100 120

[Haranja 1], mM

Figura 8.3. Velocidad inicial de consumo de Nall vs. [Nalllo. [H202]: 2.4 mM (e); [H202]:
4.8 mM (e); [H202]: 7.3 mM (o); [H202]: 9.6 mM (o).

Cinética del oxidante

La Figura 8.4 presenta las conversiones obtenidas de Nall y H20.. Es posible notar que
ninguno de los dos sustratos alcanza el 100% de conversion, lo cual puede asociarse a la
participacion de vias de inactivacion del catalizador, como la via de blanqueamiento a
partir del estado nativo (Eo) postulada en el Capitulo 7 (Cunningham et al., 2001). A su
vez, puede determinarse la estequiometria aparente de la reaccion en un valor aproximado
a 6.6 moles de H2O2 por mol de Nall. La misma se aleja del valor tedrico de 1 mol de H2O2
a 2 moles de Nall, indicando un consumo de oxidante mayor al previsto por el mecanismo

peroxidatico.
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Figura 8.4. Conversion de Nall y H202 en tiempo (izquierda). [Nall]: 300 mg/1, [hematin]:

10 mg/1, [H202]: 9.6 mM.

Conversion (%)

La Figura 8.5 muestra los milimoles de H202 consumidos a 40 min de reaccion vs. [H20:2]o
para distintas concentraciones de Nall. Se manifiesta un aumento de los milimoles de H20:
consumidos con el aumento de la concentracion inicial de oxidante. Ademads, este aumento
es mayor para los sistemas con mayor [Nall]o. Por otro lado, a iguales condiciones de pH y
concentraciones de Hz20: y catalizador, se registrd un consumo de oxidante mayor en
presencia de Naranja Il (Cabrera & Cornaglia, 2011). Estas observaciones son indicio de la
relacion variable de consumo de oxidante por mol de Nall. Las posibles reacciones no
consideradas en el mecanismo modelo pueden ser: (1) reacciones entre productos de
degradacion de Nall con HzO.. En el Capitulo 7 se presentaron vias de reaccion que
implican la accion de HO2~ en la generacion de radicales inorganicos altamente reactivos,
los cuales pueden ser responsables de reacciones de degradacion de los productos de
oxidacion de Nall (Paolo Zucca et al., 2014). (2) Reacciones cataliticas en las que los
mismos productos de degradacion de Nall, como I1-amino 2-naftol, 4-—amino
bencen— sulfonato, 1—diazo 2— naftol, 4— hidroxi bencen— sulfonato y anilina, pueden ser
sustratos de hematin (ver Figura 8.6) (Pirillo, Garcia Einschlag, et al., 2010b; Saidman et
al., 2006). Ambas hipodtesis son avaladas por evidencia de que el consumo de sustrato

oxidante es mayor en los sistemas con Nall, vs. el mismo sistema sin Naranja II.

272



Estudio cinético y modelado de reacciones de decoloracion de Naranja II

0,3
o :-""""
.--::'-5-:':::.-

0,2 _-___:?r._,ﬂ:-'#"
§ .-'".':.-.'-::-Ff-- .-\.-""'_-‘
x "'-::-::-.. _.\_-—'—_'_F.-h-‘--..:r_.—._-""'-’;-,
$ G
E D|1 F -
£

0,0 T T T T T

0.0 20 40 6,0 8.0 10,0 12,0
[H202], mM

Figura 8.5. Milimoles globales de H202 consumidos vs. concentracion inicial de H2Ozpara
diferentes concentraciones de Nall. [Nall]: 52.1 mg/1 (®), [Nall]: 97.2 mg/ 1 (®), [Nall]:
204.1 mg/ 1 (Q), [Nall]: 316.7 mg/ 1 (Q), [Nall]: 390.1 mg/ 1 (?).
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Figura 8.6. Posibles productos de reaccion asociados a la degradacion de Naranja 11

catalizada por hematin. a) 1-amino 2- naftol ; b) 4—amino bencen-sulfonato; c) 1-diazo
2-naftol; d) 1,2-naftoquinona; e) 4-hidroxi bencen-sulfonato; f) 4-diazo

bencen-sulfonato; g) Anilina.

8.3.2. Modelado Cinético: Parametrizacion de sistemas homogéneos

Los valores de las constantes involucradas en el modelo catalatico de consumo de H20z se

fijaron en los valores optimizados en el Capitulo 7. Por otro lado, el valor inicial empleado
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para la parametrizacion de las restantes constantes se presenta en la Tabla 8.3. El valor de
kz se fijo en el mismo valor empleado para k7, para no favorecer ninguna via de reaccion
posible de Ei; mientras que el valor de ks se fijo a 0.1 veces el valor inicial de k2 (H B
Dunford, 1999). El modelo de varianza seleccionado fue de varianza constante y el valor

inicial del pardmetro del mismo fue w: 0.1.

Tabla 8.3. Valores iniciales de las constantes de velocidad del modelo.

Constante Valores Iniciales Valores Optimizados
cinética (mM-! min-1) (mM-! min-1)
(mM-! min-1)
<} 16.416 16.416
ko 20.9 448.93+99.93
ks 2.09 51.868+1051
k7 20.9" 20.9°
< 0.328 0.328"
ki 0.01 0
Valor inicial del modelo de varianza w: 0.1
Modelo de varianza optimizado w: 0.1352+0.0121
Residuos ponderados 146.49
$2 (95%) 342.46

‘Constantes cuyos valores se fijaron durante la parametrizacion del modelo.

Este modelo permitid obtener un muy buen ajuste a los datos experimentales, como puede
observarse en los valores de % (95%) vs. residuos ponderados que se presentan en la Tabla

8.3. Los valores obtenidos para las constantes k2 y ks resultaron confiables en una primera

estimacidn, mientras que ki toma el valor del limite inferior (cero en este caso).

De andlisis de los resultados experimentales obtenidos fue posible determinar la existencia
de alguna via de inactivacion por sustrato. A los fines de incluir esto en el modelo
propuesto, se analiza la presencia de una via de reaccion que involucra la interaccidén no
productiva de Nall, o dimeros de Nall, con Ei. No obstante, los experimentos empleados
durante esta primera parametrizacion excluyeron a aquellos cuya [Nall]: 400 mg/I. Esto
planted la necesidad de llevar adelante una nueva estimacion de kj, fijando todas las
constantes cinéticas a sus valores optimizados y empleando los experimentos
correspondientes a [Nall]: 400 mg/1. El resultado de esta segunda estimacion se presenta en
la Tabla 8.4.

Tabla 8.4. Valor estimado de k;y estadisticos de la estimacion.
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Constante Valores Iniciales Valores Optimizados
cinética (mM-1 min-1) (MmM-1 min-1)
(MmM-! min-1)
ki 0.01 8.339+0.514
Valor inicial del modelo de varianza w: 0.1
Modelo de varianza optimizado w: 0.109+0.0147
Residuos ponderados 54.96
1% (95%) 70.99

Las Figuras 8.7, 8.8 y 8.9 presentan los perfiles de consumo de Nall experimentales vs.
predichos por el modelo, luego de la segunda estimacion, a diferentes condiciones de

reaccion.

La primera de las figuras presenta experimentos que otorgan un muy buen ajuste a los
resultados experimentales, tanto en los momentos iniciales de la reaccion, como para la
etapa de amesetamiento de la conversion medida. Es posible observar de la Figura 8.7
excelentes resultados para experimentos de 250 (0.71 mM) y 300 mg/l (0.86 mM) de
Nall. Es importante destacar, ademads, que los resultados experimentales de 5 y 25 mg/1 de
Nall (0.014 y 0.07 mM) no se emplearon para la estimacion, lo cual pone en evidencia las

bondades predictivas del modelo.

Por otro lado, los perfiles de la Figura 8.8 incluyen condiciones experimentales que
presentan un buen ajuste de las decoloraciones finales alcanzadas en cada corrida
experimental. No obstante, las velocidades iniciales de decoloracion se encuentran
subestimadas por el modelo. Esta mayor degradacion de Nall medida a altas
concentraciones de H2O; puede significar que el valor de k7 se encuentra sobre estimado, es
decir que la via catalatica (k7) se inhibe en presencia de sustrato orgdnico respecto del
sistema sin sustrato estudiado en el capitulo anterior, al igual de HRP (Hernandez-Ruiz et
al., 2001; Hiner et al., 2001), lo que trae aparejado un mayor flujo de reaccion entre E; y
Nall. Sin embargo, resultados de modelado molecular demostraron que la coordinacion de
Er con Rojo de Alizarina S no presentaba preferencia respecto a H20z, a diferencia de HRP,

en sistemas a pH 9 (ver Capitulo 4).

El sistema con [Nall]: 300 mg/1, [H20z]: 9.6 mM y [hematin]: 3 mg/1 presentd conversiones
finales de Nall predichas menores a la obtenida experimentalmente. Esto implica la
posibilidad de que las vias de inactivacion propuestas se encuentren sobre— estimadas. Sin
embargo, existe un mejor ajuste durante la etapa inicial de la reaccion, incluso para la

elevada concentracion de H2Oz que se empleo en este experimento. Esto, nos permite inferir
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entre los puntos experimentales y el perfil predicho por el modelo.
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Figura 8.7. Perfiles experimentales (puntos) y predichos (lineas) de decoloracion de Nall.

La Figura 8.9, por su parte, muestra los resultados del modelo para sistemas con 400 mg/1
de Naranja II. Para estos sistemas experimentales, la decoloracion medida fue en todos los
casos, menor a la predicha. Este hecho puede asociarse directamente a un mayor grado de
inactivacion por sustrato, lo que implica que el valor de ki se encuentra sub— estimado. Las
posibles inactivaciones producto del ataque de radicales organicos formados durante la
reaccion, o por ataque de especies reactivas de oxigeno presentes en el medio no se
incluyeron en el modelo cinético estudiado (Emmert lii Thomas, J., Hon, B., Gengenbach, A.
J., 2008; Florence, 1985; REBELO et al., 2005). Ademds, como se menciond anteriormente,
existe la posibilidad de inactivacion reversible por coordinacion de productos acidos al Fe
de hematin, o simplemente se observa una disminucién del consumo de Nall, debido a que
existen productos de la oxidacion del colorante que pueden ser sustratos de hematin,
presentando mejores afinidades con el catalizador. Sin embargo del andlisis de la figura
podemos inferir que la inactivacion por accion de Nall podria asociarse a la formacion de
complejos no productivos con agregados de Nall, ya que la disociacion entre los resultados
experimentales y predichos tiene lugar, en la mayoria de los casos, desde el inicio de la

reaccion.
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Figura 8.8 Perfiles experimentales (puntos) y predichos (lineas) de decoloracion de Nall.
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Figura 8.9. Perfiles experimentales (puntos) y predichos (lineas) de decoloracion de

Naranja II para sistemas con 400 mg/1 de Naranja IL
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Figura 8.10. Perfiles experimentales (puntos) y predichos (lineas) de consumo de H205.
[Nall]: 300 mg/1, [H202]: 9.6 mM, [hematin]: 10 mg/1.

Finalmente se presenta en la Figura 8.10 el perfil experimental y el predicho por el modelo,
de la concentracion de H202, para el experimento para el cual fue medido ([Nall]: 300
mg/1, [H202]: 9.6 mM, [hematin]: 10 mg/l). Se observa una clara subestimacion del
consumo de H202 por el modelo utilizado. Es importante mencionar que el perfil de Nall
para el mismo experimento también se encuentra subestimado, no obstante la diferencia
entre el consumo de oxidante medido con el predicho es significativamente mayor.
Numerosas vias de consumo de oxidante, tanto cataliticas como no cataliticas, han sido
mencionadas a lo largo de esta tesis. En el Capitulo 7 se descartd la posible formacion de la
especie En durante la reaccidon en ausencia de sustrato fendlico. Sin embargo, esto no
implica que la reaccion mediante la cual Ey es capaz de generar radicales superdxido (O2)
por reaccion con H:0: pueda ser descartada, principalmente cuando la presencia de
sustratos fendlicos permite la formacion de En. El mayor consumo de H20:2 que se presenta
en presencia de Nall (mmol de H202 por mmol de Nall) mencionado en la seccidon anterior
puede, por lo tanto asociarse a esta reaccion (ver Esquema 8.2). Esta reaccidon puede
generar un aumento del consumo de oxidante, asi como también un aumento de la

velocidad de oxidacion de colorante, e incluso de la velocidad de formacién de Oz.
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Esquema 8.2. Posible aumento del consumo de H20: producto de la participacion de las

reacciones de En con perdxido de hidrdgeno (Kapp y ka).

8.3.3. Sistemas heterogéneos de decoloracion de Naranja I

Los resultados de las decoloraciones obtenidas para las soluciones de Nall con hematin
inmovilizado se presentan en la Figura 8.11. Es posible observar una brusca disminucion de
las velocidades de reaccion con el catalizador inmovilizado respecto al sistema homogéneo.
Esta pérdida de actividad puede asociarse a la etapa de secado que se aniadid al proceso de

inmovilizacion desarrollado en el Capitulo 6.

Las velocidades de reaccion se obtuvieron mediante la regresion de los datos
experimentales, de manera analoga a la propuesta para los sistemas de decoloracion
homogéneos. Las lineas continuas de la Figura 8.11 representan las regresiones
exponenciales de tres parametros a las que se ajustaron los datos experimentales. La Figura
8.12 muestra la variacién de las velocidades iniciales de decoloracion con la concentracion
de ambos sustratos, donde puede observarse que la misma aumenta conforme aumentan las

concentraciones de H202 y de Nall, sin mostrar indicios de inactivacion por sustrato.
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Figura 8.11. Perfiles experimentales de decoloracidon de Naranja II obtenidos para sistemas

heterogéneos, con el catalizador inmovilizado sobre hijuelas de quitosano modificadas con

amino— propil— trietoxi— silano y glutaraldehido.

La presencia de oligdmeros de hematin, como los que se mencionan en el Capitulo 7, sobre
la superficie del soporte modificado puede ser responsable de las péridas de actividad
producidas durante la inmovilizacion (Dascombe et al., 2005; Trivedi, Chand, Maulik, &
Bandyopadhyay, 2005; Yonathan Parra, Rosa E. Ferrer, 2011). La alta concentracion de
catalizador empleada durante la inmovilizacidn, permite pensar en la presencia de dimeros,
trimeros e incluso tetrameros en solucion, los cuales pueden inmovilizarse sobre las
hojuelas de quitosano, durante el contacto con las mismas. No obstante, la disminucién de
actividad que presento el catalizador inmovilizado empleado en estos experiementos se
encuentra muy alejada de la repotada en el Capitulo 6. Estos resultados nos permiten

asociar esta brusca inactivacién a la etapa de secado del catalizador heterogéneo.
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Figura 8.12. Dependencia de la velocidad inicial de decoloracion con la concentracion de
Nall y H205.

A los fines de analizar el efecto de la inmovilizacion sobre las constantes de velocidad del
modelo propuesto se llevaron a cabo simulaciones de las condiciones experimentales
empleadas con el catalizador heterogéneo y los valores optimizados de las constantes
cinéticas presentes en las Tablas 8.3 y 8.4. El resultado de las simulacién obtenida para el
experimento con [Nall]: 200 mg/1, [H20:]: 24 mM se presenta en la Figura 8.13. La linea
azul es la correspondiente a tal simulacion, lo que demuestra la importante disminucién de
actividad que resulta durante la etapa de inmovilizacion de hematin. A los fines de
cuantificar esta inactivacion es que se llevo a cabo una simulacion con las constantes
valuadas al 40% de su valor optimizado, la cual corresponde a la linea verde. Finalmente,
una simulacion con las constantes valuadas al 1 % de su valor optimizado se acerca aun
mas a los resultados experimentales (linea roja), sin embargo, a elevados tiempo de

reaccion aumenta la desviacidon respecto a la decoloracion observada.

Con este valor de las constantes al 1% como valor inicial, se realizoé una nueva estimacion.
El modelo de varianza utilizado fue heteroscedastico (ver seccidon 7.2.2, Capitulo 7). Los

resultados de la parametrizacion se presentan en la Tabla 8.5.
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Figura 8.13. Datos experimentales vs. simulaciones para los valores de las constantes
optimizadas de las tablas 8.2 y 8.3 (linea azul), para los valores de las constantes
optimizadas al 40% (linea verde), y al 1 % (linea roja). Condiciones de reaccion: [Nall]: 200
mg/1, [H202]: 24 mM.

Tabla 8.5. Valores iniciales de las constantes de velocidad del modelo.

Constante Valores Iniciales Valores finales
cinética (mM-! min-1) (mM-! min-1)
(mM-1 min-1)
ki 0.164 0.0172+0.0033
ko 4.489 7.248"
ks 0.519 0.3025+0.0834
k7 0.209 0.01°
kgi 0.003 0.0038"
ki 0.008 0.0173"
Valor inicial del modelo de varianza w: 0.05;y: 0.5
Residuos ponderados 91.70
¥2 (95%) 107.52

“Constantes cuyos valores NO pudieron ser estimados con confianza.

El modelo otorgd un buen ajuste a los datos experimentales, como puede observarse en los
valores de %2 (95%) vs. residuos ponderados que se presentan en la Tabla 8.5. Se efectud
una primera estimacién, en la cual se logrd optimizar el valor de ks, y una segunda
estimacion fijando ks, que permitioé optimizar el valor de ki. Sin embargo, solo fue posible
estimar los valores de estas dos constantes con confianza, para los datos experimentales
disponibles. No obstante, se realizaron simulaciones de la decoloracion de Nall fijando el

valor de las constantes al obtenido durante las estimaciones, los cuales a pesar de no estar
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optimizados, nos permiten realizar algunas inferencias respecto a las bondades del modelo.

Estas simulaciones se presentan en la Figura 8.14.
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Figura 8.14. Datos experimentales (puntos) vs. simulaciones (lineas) obtenidas con las

constantes cinéticas de la Tabla 8.5.

A pesar de que las constantes cinéticas no pudieron ser optimizadas en su totalidad, las
simulaciones demuestran que el modelo se ajusta a los resultados experimentales
adecuadamente. Como puede observarse de la Tabla 8.5, el valor optimizado de ki
disminuye tres érdenes de magnitud respecto del homogéneo, lo cual demuestra una
disminucion de la afinidad de Eo por H20:. Esto nos permite inferir la presencia de
oligdmeros de hematin, ya que el pequenio tamano de la molécula de peroxido de hidrogeno
le deberia permitir un fécil acceso al sitio de reaccidn, a pesar de estar inmovilizado el
catalizador. En linea con estas observaciones, el valor de ks disminuye dos ordenes de

magnitud respecto al catalizador soluble.

8.4. Conclusiones

Las bondades de los estudios tedrico— experimentales de la cinética de reaccion se ponen de

manifiesto por los resultados que se presentan en este capitulo.

Los resultados obtenidos para el sistema homogéneo de decoloracion de Nall permitieron
nuevamente confirmar la naturaleza catalitica de la degradacion. A su vez, los
experimentos demostraron que no se obtienen las completas conversiones de los sustratos,
lo cual demuestra una clara inactivacion del catalizador. En linea con esta observacion, los
resultados mostraron que para altas concentraciones de Naranja II se produce una
disminucion de la velocidad inicial de reaccidn, la cual puede atribuirse a la formacién de

un complejo no productivo entre Nall o agregados de Nall y hematin.

Por ultimo, el consumo de oxidante en presencia de Nall fue mayor al medido para un

sistema equivalente, sin sustrato fenolico. Esto permite postular que existen reacciones entre

286



Estudio cinético y modelado de reacciones de decoloracion de Naranja II

distintos productos de degradacion de Nall con H202, o bien, que estos productos de

degradacion de Nall pueden ser sustratos de hematin.

El modelado cinético del sistema catalitico homogéneo presentd excelentes ajustes en
estadios avanzados de la reaccion. Para experimentos con bajas concentraciones de
oxidante, como también para aquellos experimentos con concentraciones medias de
colorante se observaron, a su vez, buenos ajustes de las velocidades iniciales de
decoloracion. Para los sistemas con 5y 25 mg/1 de Nall, el modelo puso de manifiesto su
capacidad predictiva. Los valores de las constantes optimizadas demostraron que k» resulta

ser aproximadamente 10 veces el valor de ks, al igual que para HRP.

Para altas concentraciones de H202 (en general 7.3 y 9.6 mM), las predicciones del modelo
demuestran una subestimacion de la velocidad inicial de reaccién, lo cual puede estar
relacionado a que la presencia de sustrato fendlico puede provocar la anulacion de la via
catalitica de reaccion o una disminucion en el flujo de la misma. Por otro lado, a bajas
concentraciones de hematin (3 mg/1), las conversiones finales alcanzadas son mayores que
las predichas por el modelo. No obstante, a altas concentraciones de colorante (400 mg/1)
se observa el comportamiento opuesto. Ademas, el consumo de perdxido de hidrogeno fue
considerablemente subestimado por el modelo, 1o que se asignd a la presencia de distintas
vias de consumo de oxidante no incluidas en el modelo (kapp y ka), con produccion de

radicales O2-como las que se discuten en el Capitulo 7.

Las cinéticas de decoloracion del sistema heterogéneo, por su parte, demostraron una
importante disminucion de las velocidades intrinsecas de decoloracion (mmol de Nall
consumido por mg de hematin), respecto a las obtenidas para el catalizador soluble. Las
elevadas concentraciones de hematin que se emplean durante la etapa de inmovilizacion
del catalizador nos permiten considerar la inmovilizacion de oligdmeros de hematin, lo que
puede explicar la disminucion de actividad observada. No obstante, los catalizadores
obtenidos resultaron activos en las reacciones de decoloracion, lo cual representa una

ventaja operativa importante respecto a los sistemas solubles.

Por ultimo, las estimaciones realizadas para el sistema heterogéneo permitieron optimizar
los valores de ki y ks, siendo estos del orden del 0.1% y 1% de los valores optimizados para

los sistemas solubles.
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8.5. Resultados publicados

Parte de los resultados que se presentan en este capitulo fueron publicados en:

e XXIII Congreso Iberoamericano de Catalisis que se realizo en Santa Fe en el ano
2012, bajo el titulo: “Estudio cinético— mecanistico de la decoloracidén de Naranja 11
catalizada por hematin.” Autores: Andrés Cornaglia, Cecilia Cabrera, Ivana

Magario, Agostina Cordoba, Adriana Brandolin y Maria Lujan Ferreira.
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CAPITULO 9

ESTUDIO CINETICO Y MODELADO DE REACCIONES DE DECOLORACION DE ROJO DE

ALIZARINA S

e Se evidencia una via de inacfivacion por sustrato fendlico asignable a la inferaccion
no productiva de hematin con moléculas o agregados moleculares del colorante.

e Se confirma un mecanismo degradativo de reaccion con formacion de estructuras
anfraquinoides oxidadas, benzoquinonas y radicales benzoquinonicos e
hidroxicumarinas, las cuales derivan en dcidos ttdlico y bencénico.

e la parametrizacion del modelo propuesto para Rojo de Alizarina demuestra la

mayor afinidad de hematin hacia este colorante.
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9.1. Introduccién

Avanzar en el estudio de la cinética de decoloracion del sistema hematin/H202 nos permite
completar la caracterizacion del catalizador. Estudios de modelado cinético de la
decoloracion de Rojo de Alizarina S (RAS, Figura 9.1) en sistemas cataliticos Fenton han sido
publicados por Devi y colaboradores. Los mismos, incluyen la aplicacion de métodos de
regresion no lineal a los fines de determinar una constante cinética observada que les
permita modelar el comportamiento cinético del sistema (Devi et al., 2009). Sin embargo,

Rojo de Alizarina S no es un compuesto modelo en estudios de esta naturaleza.

0 OH,
OO B
SO;Na
0

Figura 9.1. Estructura quimica de Rojo de Alizarina S (C.1. 58005).

Este es el tercer capitulo de esta tesis destinado al modelado cinético de reacciones de
oxidacion con H2O: catalizadas por hematin. En el Capitulo 8 se presentan resultados de
modelado cinético de la decoloracion de Naranja II, los cuales permitieron concluir: (1)
existe una via de inactivacién por sustrato fenodlico, la cual es consistente con la produccion
de interacciones no productivas de Nall con Ey; (2) existen vias de inactivacion por H20z,
consistentes con reacciones de blanqueamiento a partir de Eo; (3) es posible que la via
catalatica de produccién de oxigeno propuesta se inhiba en presencia de sustrato fenolico,
como ocurre con HRP (Herndndez-Ruiz et al., 2001; Hiner et al., 2001). En base a los
resultados obtenidos en los capitulos anteriores se plantea el modelo de reacciones del
Esquema 9.1, el cual es andlogo al propuesto para el sistema con Nall. El estudio
experimental de las reacciones de decoloracion de Rojo de Alizarina S, para sistemas tanto

homogéneos como heterogéneos, tiene como principales objetivos:
(1) Determinar los efectos asociados a la naturaleza estructural del sustrato.

(2) Avanzar en el conocimiento de los productos de reaccion.
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(3) Analizar efectos cualitativos de inactivacion del catalizador.

(4) Determinar los efectos de la inmovilizacidon de hematin en las velocidades de

decoloracion de soluciones de RAS.

RAS k; S RAS

O,

H,0, k;

\ 4

H,0, k RAS k
Eo 2%2 1> E| g 2 S E”
RAS k;

H,0, ky

A\

Esquema 9.1. Mecanismo de reaccidon propuesto para sistemas H202/RAS catalizados por

hematin.

Por otro lado, el modelado cinético de estos sistemas cuantifica los efectos antes
mencionados de afinidad al sustrato fendlicos e inactivacion por sustrato, en funcion de los
valores netos de las constantes cinéticas. A su vez, permite consolidar un modelo de
reacciones del catalizador fundamental para el disefio de un sistema de decoloracion de

efluentes reales.

9.2. Metodologia

9.2.1. Etapa experimental
9.2.1.1. Sistemas homogéneos de decoloracién de Rojo de Alizarina S

Las condiciones de los experimentos para los cuales se determinaron los perfiles de RAS se
detallan en la Tabla 9.1. Se llevaron a cabo 14 experimentos en los que se vario la

concentracion de RAS y la de H20;. El experimento N° 8 re repitio tres veces. El medio de
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reaccion en todos los casos se compuso por buffer Tris 0.1 M, pH 9.4. Las reacciones se
condujeron en cubetas platicas a temperatura ambiente, y se determind el avance de
reaccion en linea por espectrofotometria UV-Visible, mediante la obtencion de los espectros
en el tiempo. La concentracion de catalizador fue 2 mg/1. El medio de reaccién contenia las
alicuotas correspondientes de soluciones madre de RAS y hematin, mas el volumen
necesario de buffer hasta completar el volumen total de reaccidn, 3 ml. El H2O; se anadio
en un solo paso a t=0 para dar inicio a la reaccion. El tiempo durante el cual se monitored

la reaccién fue de 15 minutos.

Cada perfil concentracion—tiempo obtenido se ajustd a una funcidn exponencial de tres

parametros:
y=ae ™+ ¢ 9.1)

Luego, a los fines de determinar la velocidad inicial para cada experimento se calculo la

derivada a tiempo cero de cada curva.

- (j_i)t_o =—To=ab 9.2)

Tabla 9.1. Condiciones de reaccion empleadas.

T IRAS] RAS] [1,07]
Exp N" (mg/D) (mM) (mM)
1 33 0.096 0.5
2 33" 0.096 1.0
3 33" 0.096 1.5
4 33" 0.096 1.7
5 33" 0.096 2.0
6 60 0.175 0.5
7 60" 0.175 1.0
8 60" 0.175 1.5
9 60" 0.175 1.7
10 60’ 0.175 2.0
11 80 0.234 0.5
12 80 0.234 1.0
13 80 0.234 1.5
14 80 0.234 1.7

“Experimentos empleados para la parametrizacion

9.2.1.2. Sistemas heterogéneos de decoloracion de RAS
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Los experimentos que se presentan en esta seccion fueron realizados por Belen Andali y
Esteban Ottonello en el marco del desarrollo de un Proyecto Integrador, bajo la direccion de
la Dra. Ivana Magario y la codireccion de Agostina Cordoba. Hematin se inmovilizo sobre
quitosano modificado con amino-propil-trietoxi-silano (APTS) y glutaraldehido (GA),
siguiendo las condiciones de inmovilizacion detalladas en el Capitulo 6, incluyendo una
posterior etapa de secado de las hojuelas obtenidas a temperatura ambiente, hasta peso
constante. Los catalizadores obtenidos presentaron 32.9 mguematin/ gQuitosano seco- S€ 1levaron a
cabo reacciones de decoloracion de RAS en las condiciones que se presentan en la Tabla
9.2. El experimento N° 4 se repitid cuatro veces. Las reacciones se llevaron a cabo a
temperatura ambiente, mientras que el pH del medio se mantuvo en 9.4, mediante el
empleo de buffer Tris 0.1 M. El volumen de reaccion fue de 25 ml, cada corrida
experimental contenia 25 mg de catalizador heterogéneo seco y en todos los casos la
reaccion se inicid con el agregado de la cantidad correspondiente de H20:. Se tomaron
muestras de 0.5 ml a distintos tiempos de reaccion, las cuales se diluyeron en 0.5 ml de
buffer previamente enfriado en bano de hielo y se centrifugaron durante 2 min a 13000
rpm con el objeto de separar el catalizador insoluble y detener la reaccion. Finalmente se

registro la absorbancia a 511 nm.

Tabla 9.2. Condiciones de reaccion empleadas.

Exp N [RAS] [RAS] [Hematin] [HzOz]
(mg/1) (mM) (mg/1) (mM)
1 400" 1.17 32.9 24
2 300 0.88 32.9 24
3 200 0.58 32.9 1.36
4 200 0.58 32.9 6
5 200 0.58 32.9 18
(&) 200 0.58 32.9 24
7 100 0.29 32.9 24
3 50 0.15 32.9 24

9.2.2. Modelado y parametrizacion

9.2.2.1. Modelo cinético

El modelo cinético de decoloracion de RAS, correspondiente a las reacciones incluidas en el
Esquema 9.1, se basa en los resultados obtenidos del modelado de: (1) el sistema
hematin/H20; del Capitulo 7; y (2) el sistema hematin/H202/Nall del Capitulo 8. La
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descripcion matematica del mecanismo se presenta a continuacion. Se incluye una etapa de

inactivacion del catalizador por formacion de un complejo no productivo entre Ei/RAS y/o

agregados de RAS, de manera andloga a la propuesta para Naranja IL.

d[ Eo]

—ol= — (ky + ko) [Eol[H,0,] + k[ Ef][H,0,] + ks [Ey] [RAS] 9.3)
B g, [Eol[H,0,] — (ko [H,0,] + k, [RAS] + Ky [RASD[Ey] ©.4)
B = Ky [En][RAS] + k,[RAS][E;] 9.5)
A1) = g, [Eo][H,0,] + ki [RAS][ Ey] ©.6)
A0 — _ 1y [Eo][H;0] — key [ Eol[H;05] — ks [ E(J[H,0,] ©.7)
B = —(k, + k) [ EfJ[RAS] — k3 [RAS][ Ey] ©9.9)

9.2.2.2. Estimacion de parametros

La estimacidn de las constantes de velocidad del modelo en base a los datos experimentales,
se realizd con el software comercial gPROMS 3.2 (general PROcess Modeling System,
Process System Enterprise Ltd., Londres, Reino Unido), de manera andloga a la descripta en
la seccidon 7.2.2 del Capitulo 7.

Para la parametrizacion, las concentraciones iniciales de catalizador (Eo), RAS y H20: se
fijaron en base a las condiciones experimentales. Las concentraciones iniciales de RAS'y Oz,
asi como la de los intermediarios cataliticos se valuaron en cero. No se considero la
suposicidn de estado estacionario de los intermediarios cataliticos. A su vez, se asumid que
los radicales RAS® formados durante el ciclo catalitico participan de reacciones de
degradacion sucesivas sin afectar la naturaleza del catalizador ni de los sustratos, al igual
que durante el modelado cinético de Nall, supuesto que puede depender de las condiciones

experimentales e invalidarse a altas concentraciones de colorante.

9.3. Resultados y discusion

9.3.1. Cinéticas de decoloracién de RAS en sistemas homogéneos
Los perfiles de decoloracion de RAS se presentan en la Figura 9.2. Es posible observar que
durante el tiempo monitoreado la conversion no fue completa para ninguna de las

concentraciones de RAS y oxidante analizadas. El ajuste de los datos experimentales a la
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Ecuacion 9.1 se grafica como lineas continuas en la Figura 9.2. A bajas concentraciones de
colorante (33 mg/1, 0.096 mM), hematin presentd las mayores velocidades de reaccion. No
obstante, para las concentraciones de H202 de 1.7 y 2 mM, la reaccion se frend a
conversiones menores que las obtenidas para las restantes concentraciones de oxidante. Por
su parte, los sistemas que contenian 60 mg/1 de RAS (0.175 mM) mostraron también un
paulatino aumento de las velocidades de decoloracion con el aumento de la concentracion
de H202 hasta 1.5 mM, luego del cual la conversion alcanzada se mantuvo sin mayores
modificaciones. Este comportamiento puede asociarse a la presencia de una etapa de
inactivacion por blanqueamiento de hematin, en linea con los resultados que se presentan
en los capitulos anteriores (Capitulos 7 y 8). Sin embargo, en los sistemas con mayor
concentracion de colorante (80 mg/1) en el medio de reaccidn no se observo esta
inactivacion.

La Figura 9.3 presenta la dependencia de las velocidades iniciales de decoloracion con las
concentraciones de RAS y H2O». Es posible visualizar un claro aumento de las velocidades
de decoloracion con el aumento de concentracion de H:202, en la region estudiada
([H202]:[hematin| desde 160 a 630). Ademas, las velocidades iniciales presentan una clara
dependencia lineal respecto a la concentracion de oxidante, lo cual es consistente con el
mecanismo propuesto, para el cual la etapa controlante de la velocidad es la activacion de
Fo. Este aumento de velocidades con el aumento de la concentracion de oxidante es mayor
para [RAS]: 33 mg/I. Sin embargo, para concentraciones de peroxido de hidrdgeno mayores

a 1.7 mM se observa un amesetamiento de los valores de velocidad medidos.

0.12 1
e [H202]:0.5mM
0.10 1 o [H202]: 1 mM
\ v [H202]: 1.5 mM
% ‘ s [H202]:2mM
o 0.06 ;
<
x
0.04 -
0.02 1 ifensggy
0.00 ; : . . ' . ,

Tiempo (min)
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Figura 9.2. Perfiles de consumo de RAS. [Hematin]: 2 mg/1.

En contraposicion a lo observado para la variacion de oxidante, la velocidad de
decoloracion se mantiene independiente de la concentracion de Rojo de Alizarina S a bajas
concentraciones de peroxido. No obstante, a concentraciones de H202 mayores a 1.5 mM,
se observa una marcada disminucién de la velocidad inicial de decoloracion para altas
concentraciones de RAS (60 y 80 mg/1, 0.175 y 0.234 mM. Estos resultados evidencian la
existencia de una via de inactivacion del catalizador, la cual puede ser producto de
interacciones no productivas con moléculas o agregados del sustrato fenodlico; asi como
también la posible inactivacidén de la metaloporfirina por ataque de los radicales organicos

y/0 la posibilidad de que productos de la degradacion de RAS sean sustrato de hematin.

A la luz de los resultados que se presentan en el capitulo anterior (Capitulo 8), es posible

advertir como via principal de inactivacion del catalizador la formacion de complejos no

297



Estudio cinético y modelado de reacciones de decoloracion de Rojo de Alizarina S

productivos con RAS o sus agregados. Sin embargo, no podemos descartar que a bajas
concentraciones de colorante y altas concentraciones de peroxido de hidrogeno las elevadas
velocidades de reaccion medidas se asocien a la produccion de especies reactivas de

oxigeno que participen en la degradacion de RAS.

La Figura 9.4 muestra la dependencia de la velocidad inicial con la relacidon molar
[H202]:[RAS]. Puede observarse que el aumento de relacion peroxido:colorante mejora las
velocidades iniciales de decoloracion. No obstante, para [RAS]:33 mg/1, las velocidades
medidas fueron relativamente menores a las de los sistemas con mayor concentracion de
colorante. Esto es consistente con el mecanismo de reaccidén propuesto, ya que la etapa

controlante de la velocidad es la activacion de Eo, mediante la reaccion:

E, + H,0, » E; + H,0 (9.9)

Para altas concentraciones de perdxido en el medio, esta reaccion puede alcanzar un punto
de saturacion, que depende tanto de la concentracion de hematin; asi como también de la

recuperacion de Eo por las vias:

E; + RAS - E; + RAS® (9.10)
E; + RAS - E, + RAS' 9.11)

Las cuales dependen de la concentracion neta del colorante en el medio de reaccion.

Igualmente, es necesario considerar que a concentraciones elevadas de RAS (80 mg/]), el
colorante en solucion puede formar agregados que disminuyan la concentracidn real de
mondmeros disponibles para reaccionar con hematin, lo que puede explicar por qué el
aumento de concentracidon de sustrato no se traduce en un aumento de las velocidades de

reaccion medidas.
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Figura 9.3. Dependencia de la velocidad inicial de decoloracion con [RAS]o y [H20:z]o.
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Figura 9.4. Dependencia de la velocidad inicial de decoloracion con la relacion molar
[H20:]:[RAS].
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9.3.2. Avance de reaccion: Anélisis de espectros UV-Visibles

Las Figuras 9.5, 9.6 y 9.7 presentan los cambios espectrales del medio de reaccion durante
la oxidacion de Rojo de Alizarina S para los experimentos de la Tabla 9.1. Como se
menciond en el Capitulo 3, la absorbancia a 511 se asocia a la conjugacion del enlace —
C=0 perteneciente a OH—C—C=0. Es posible observar en todas las figuras, la disminucion
de la absorbancia a 511 nm, con la consecuente disminucién de la coloracidén de las
soluciones, lo cual puede relacionarse directamente a la ruptura de la estructura de RAS.
Ademas, no se observa formacion de picos a mayores longitudes de onda, es decir, no se

producen reacciones de acoplamiento de radicales durante el periodo de tiempo analizado.

Todas las figuras evidencian la formacion de nuevos picos a 470 y 440 nm, los cuales
desaparecen con el avance de reaccion. Ademas, también se observa un incremento de la
absorbancia a 380 nm. En los sistemas correspondientes a [H20z]: 1.5, 1.7 y 2 mM de la
Figura 9.5 se observa, a su vez, la desaparicion de este pico a 380 nm hacia el final de la

reaccion (senalado por circulos rojos).
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Figura 9.5. Cambios espectrales en el tiempo, durante la oxidacion de Rojo de Alizarina S,

en sistemas con [RAS]: 33 mg/1, [hematin]: 2 mg/1.

Es evidente que el mecanismo de decoloracion es degradativo, en linea con las
observaciones del Capitulo 4. La formacion de nuevos picos a menores longitudes de onda
se asocian a la presencia en el medio de reaccion de sustancias de menor peso molecular. El
pico a 470 nm puede asignarse a la formacion de hidroxicumarina en el medio de reaccion
(Maezono et al., 2011). Mientras que el nuevo pico alrededor de 440 nm (sefialado por
flechas rojas) se asocia a la presencia de benzoquinonas y radicales benzoquinoénicos, los
cuales presentan bandas de absorcion entre 400 y 500 nm segun la naturaleza de sus
sustituyentes, producto de las transiciones n=>7n* (Cory, Rose M. and Mcknight, 2005;
Gorner, 2003; Uyguner & Bekbolet, 2005).
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Figura 9.6. Cambios espectrales en el tiempo, durante la oxidacion de Rojo de Alizarina S,

en sistemas con [RAS]: 60 mg/1, [hematin]: 2 mg/1.

Otros intermediarios de la reaccion de oxidacion de RAS que pueden ser propuestos en base
al analisis de los espectros en el tiempo, son estructuras antracénicas oxidadas como
antraquinonas y naftoquinonas, a las cuales es posible atribuir el pico de absorcion a 380

nm (Cory, Rose M. and Mcknight, 2005; Pasto & Johnson, 1981).

Hacia el final de la reaccion el aumento de absorbancias a longitudes de onda menores a
las 360 nm se asocia a la formacion de dcidos carboxilicos de menor peso molecular, como

acidos ftalico y acido bencénico, asi como también de aldehidos y cetonas (Pasto & Johnson,

1981).
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Figura 9.7. Cambios espectrales en el tiempo, durante la oxidacidon de Rojo de Alizarina S,

en sistemas con [RAS]: 80 mg/1, [hematin]: 2 mg/1.
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Devi y colaboradores, durante el estudio de la decoloracién de soluciones de RAS en
sistemas foto—Fenton, proponen como intermediarios oxidados de reaccion a acido ftalico,
acido hidroxi bencensulfonico e hidroxi benceno, en base a resultados de espectros
UV—Visibles y GC—masa. En una etapa siguiente, proponen la formacién de
hidroxiquinona, acido maléico y acido benzoico, los cuales luego de etapas sucesivas de
oxidacion apertura de anillos generan dcidos alifaticos de menor PM, como 4cido malonico,
oxalico y formico (Figura 9.8) (Devi et al., 2009). Por otro lado, se reportaron estudios de la
degradacion fotoasistida de RAS con TiOgz, en los cuales se postula la formacion de acido
ftalico, el cual deriva en compuestos carboxilicos de menor tamano, asi como aldehidos y
cetonas (G. Liu, Wu, Zhao, Hidaka, & Serpone, 1999). Los autores sugieren que los enlaces
susceptibles a ser atacados en una primera etapa de la oxidacion son aquellos enlaces C—C
cercanos a C=0 (G. Liu et al., 1999). Esto también es propuesto por Paniza y colaboradores,
durante el estudio de la oxidacion de RAS con un proceso electro—Fenton (Panizza &
Oturan, 2011). No obstante, todos estos sistemas involucran especies reactivas de oxigeno

como responsables de los procesos de oxidacion (HO*, HOOr, Oz ).

Paolo Zucca y colaboradores publicaron estudios de degradacion de RAS por accion de la
metalloporfirina 5,10,15,20—tetrakis(4—sulfonatophenyl) porphine—-Mn(III). Basados en los
nulos efectos del agregado de manitol como atrapante de radicales inorganicos al medio de
reaccion, estos investigadores proponen la formacion de radicales de RAS por abstraccion
de hidrogeno. A su vez, fundados en reportes publicados de estudios con lacasa, proponen
como producto de la primera etapa de oxidacion la formacion de radicales semiquinoides
de Rojo de Alizarina S, los cuales evolucionan a 1,2,9,10—antradiquinona—3—acido
sulfénico (Figura 9.9), especie altamente reactiva y susceptible a sufrir el ataque nucedfilico
de H20. Sin embargo, resultados de identificacion de productos de reaccidén por HPLC les
permitieron determinar al acido ftalico como producto final de la degradacion oxidativa (P
Zucca et al., 2008).
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Figura 9.8. Intermediarios de reaccion propuestos por Devi y colaboradores (Devi et al.,

2009).
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Figura 9.9. a) Radical semiquinoide de RAS. b) 1,2,9,10—antradiquinona—3—acido
sulfonico. (P Zucca et al., 2008)

A la luz de esta discusidén y en base a la evidencia espectroscdpica presente en nuestros
resultados, se proponen los intermediarios de oxidacion que se presentan en la Figura 9.10.
A su vez, es posible inferir que productos de bajo peso molecular se forman como productos

de la reaccidén durante la etapa monitoreada, sin embargo no es posible afirmar que se
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obtiene la completa mineralizacion del colorante. Por otro lado, tampoco es posible

descartar que los productos de oxidacion de RAS puedan ser sustrato del catalizador.

) OH a)

[ on | O
O O hematin/H,O,
| SOaNa " )
OH
O
oo
O
l:
o

d)

Figura 9.10. Productos intermediarios de la degradacion de soluciones de Rojo de Alizarina
S tratadas con hematin/H2O:. a) Estructuras antraquinoides, b) hidroxi cumarina, c) acido

ftalico, d) benzoquinona, e) 4dcido benzoico.

9.3.3. Modelado Cinético: Parametrizacion de sistemas homogéneos

Con objeto de simplificar el modelo, para poder optimizar con éxito las constantes de
interés se realizaron simulaciones, con sus constantes valuadas en los valores optimizados
para el sistema homogéneo Nall/H202/hematin, bajo las condiciones experimentales de la
Tabla 9.1. Los resultados se presentan a en la Figura 9.11. Es posible observar que a bajas
concentraciones de peroxido de hidrogeno el modelo sobrestima el consumo de sustrato.
Por otro lado, a concentraciones elevadas de H202, las predicciones del modelo se alejan de
las determinaciones experimentales mientras mayor es la concentracion de Rojo de
Alizarina S. Ambas observaciones nos permiten postular que la inactivacion por reacciones

no productivas con RAS es mas importante que su analoga con Nall.

Considerando los resultados que se presentan en la Figura 9.11, se llevaron a cabo
estimaciones de las constantes cinéticas, para las cuales los valores iniciales empleados para

las mismas fueron los optimizados para el sistema homogéneo de decoloracion de Naranja
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II (Capitulo 8) y se presentan en la Tabla 9.3. Para la parametrizacion se utilizaron los
experimentos correspondientes a concentraciones de RAS de 33 y 60 mg/1. Sin embargo,
los experimentos correspondientes a [H20z]: 0.5 mM no se incluyeron en el ajuste. El
modelo de varianza seleccionado fue de varianza constante relativa y el valor inicial del

parametro del mismo fue w: 0.1.

0.25
Vg e [RAS]: 33 mg/l
AL o [RAS]: 60 mg/l
0.20 1 MAA v [RAS]: 80 mgll
v
° VVVVVVVV
—~ OOOO VVVVVVV
= 0.15 - o0
£ Ooooo
(o)
.g(_). OOOOOOOOQO
o, 0.10 - ®%oosys
0.05 -
[H,0,]: 0.5 mM
0.00 T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (min)
0.25
v, e [RAS]: 33 mgl/l
Vv, v [RAS]: 80 mg/l
VVV
—~ [0 VVV
E 0.15 “~ Vv
£ o, VVVVVV
%) o VVve
< Oo Vv
o 0.10 - °
- -
[¢]
0.05 - Ooc’C’Oooo
[ ]
[H,0,]: 1.5 mM ®®0c00c0cvssses
0.00 - - . . . : : :

0 2 4 6 8 10 12 14 1€

Tiempo (min)

307



0.20

0.18 -
0.16 -
0.14 -
0.12 -
0.10 -
0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02 -

[RAS] (mM)

0.00

Estudio cinético y modelado de reacciones de decoloracion de Rojo de Alizarina S

e [RAS]: 33 mg/l
o [RAS]: 60 mg/l

°
[H,0,]: 2 mM ®%000000c0cc00sccsss

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (min)

Figura 9.11. Simulaciones del modelo (lineas) empleando los valores de las consntantes

optimizados para el sistema con Nall vs. resultados experimentales (puntos).

Tabla 9.3. Valores iniciales de las constantes de velocidad del modelo.

Constante Valores Iniciales Valores Optimizados
cinética (mM-! min-1) (mM-! min-1)
(mM-! min-1)
ki 16.416 3.516+05
ko 448.93 1.0021 10%+6215
ks 51.87 9400.7
k7 20.9 3201.8+3817.6
kg1 0.328 0.109+0.02
ki 8.339 3.6353"
Valor inicial del modelo de varianza w: 0.1
Modelo de varianza optimizado w: 0.125+0.007
Residuos ponderados 298
336

12 (95%)

Este modelo otorgd un

"Valores NO optimizados durante la parametrizacion.

buen ajuste a los datos experimentales, como puede observarse en

los valores de y? (95%) vs. residuos ponderados que se presentan en la Tabla 9.3. En una
primera estimacién pudieron optimizarse los valores de ki, ks y k7 con confianza. Por este
motivo se realizd una estimacion posterior con los valores de estas constantes fijos, que

permitid estimar kg, aunque no fue posible optimizar los valores de ks y ki. Sin embargo, el
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analisis de los resultados obtenidos puso en evidencia la existencia de alguna via de
inactivacion por sustrato. A los fines de cuantificarla se lleva a cabo una ultima estimacion
empleando los experimentos correspondientes a [RAS]: 80 mg/1. Los valores obtenidos se

presentan en la Tabla 9.4.

Tabla 9.4. Valor estimado de k;y estadisticos de la estimacion.

Constante Valores Iniciales Valores Optimizados
cinética (mM-! min-!) (mM-! min-1)
(mM-! min-1)

ks 9400.7 6117

ki 3.6353 1069.6+258
Valor inicial del modelo de varianza w: 0.125
Residuos ponderados 25
%2 (95%) 144

"El valor de w se fijé durante la estimacion.

Los valores optimizados de ki y ks ponen en evidencia una clara disminucion de la
actividad del catalizador producto de la disminucion del pH del medio (9.4 frente a 10.6
para Nall). Sin embargo, k7 no mostrd el mismo comportamiento. Por otro lado, 1a mayor
afinidad de hematin hacia Rojo de Alizarina S se pone de manifiesto en el elevado valor que
alcanza kz. A su vez, se registrd también un importante aumento de la constante cinética de

inactivacion por sustrato (kj), respecto a la obtenida con Nall.

Las Figuras 9.12, 9.13 y 9.14 presentan los perfiles de consumo de RAS experimentales vs.

predichos por el modelo optimizado a diferentes condiciones de reaccion.

La Figura 9.12 presenta los resultados para una concentracion inicial de colorante de 33
mg/1. Es posible observar un muy buen ajuste a los resultados experimentales de las
velocidades iniciales de reaccion, asi como también de la conversion final medida para los
experimentos con [H202]>1 mM. Mientras que el experimento correspondiente a 0.5 mM
(el cual no fue considerado para el ajuste de datos) no presenta una buena estimacion del

perfil experimental.
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Figura 9.12. Perfiles experimentales (puntos) y predichos (lineas) de decoloracion de RAS.
[RAS]o: 33 mg/I.

Los resultados obtenidos para una concentracion de RAS de 60 mg/1 se presentan en la

Figura 9.13. En todos los casos se observa una excelente prediccion de las velocidades

iniciales de decoloracion. No obstante, con el avance de la reaccidn, el modelo subestima el

consumo de Rojo de Alizarina S, hecho que puede asociarse a una sobre—estimacion de las

constantes de inactivacion del catalizador, ks y ki. A su vez, es posible asignar este
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comportamiento a una preferencia del catalizador hacia los productos de oxidacion de RAS

como sustratos reductores, ya que los mismos presentan estructuras suceptibles de ser

atacadas por Er y En de hematin.
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Figura 9.13. Perfiles experimentales (puntos) y predichos (lineas) de decoloracion de RAS.
[RAS]o: 60 mg/I.

Finalmente, la Figura 9.14 presenta los resultados para [RAS]: 80 mg/l, los cuales

mostraron inconsistencias entre los perfiles de consumo de RAS predichos y medidos. El
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modelo sobre—estima la velocidad inicial para todas las concentraciones ensayadas de H20:.
La menor concentracion de mondmeros de RAS en solucion, producto de un aumento de la
formacion de agregados del colorante, como los que se mencionan en el Capitulo 3, puede
ser una de las razones de estos resultados. A su vez, no es posible descartar la inactivacion

por accidn de los radicales organicos o productos de oxidacion de RAS.

A su vez, hacia finales de la reaccidn, el modelo predice un consumo de colorante menor al
determinado experimentalmente, 1o cual es indicio de una sobre—estimacion de los valores
de las constantes de inactivacion del catalizador. Considerando, a su vez, las correctas
predicciones obtenidas para sistemas con 33 mg/1 de colorante, podemos afirmar que el
valor que se halla sobre—estimado es ki. No obstante, al igual que en los resultados que se
presentaron en el Capitulo 8, esta mayor degradacion de colorante medida a altas
concentraciones de H20: es consistente con una sobre—estimacion del valor de k7, es decir
que la via catalatica (k7) se inhibe en presencia de sustrato organico (Herndndez-Ruiz et al.,
2001; Hiner et al., 2001), lo que se acompana de un aumento en el flujo de reaccion entre
Er y RAS. Estas observaciones se encuentran en linea con los resultados obtenidos para el
sistema con Naranja II, y nos permiten inferir que la inactivacion propuesta a partir de Eo
(ks no es la que produce la disociacidon entre los puntos experimentales y el perfil predicho

por el modelo.
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Figura 9.14. Perfiles experimentales (puntos) y predichos (lineas) de decoloracion de RAS.
[RAS]o: 80 mg/1.

9.3.4. Sistemas heterogéneos de decoloracion de Rojo de Alizarina S

La Figura 9.15 presenta los resultados de las decoloraciones obtenidas para los
experimentos de la Tabla 9.2. Al igual que en el Capitulo 8, es posible observar una
disminucion de las velocidades intrinsecas de decoloracion respecto de los sistemas
homogéneos (mmolras min-! Meuematin™!). Estos resultados son consistentes con la hipdtesis
propuesta en el capitulo anterior, que asigna la pérdida de actividad del catalizador
inmovilizado, a la presencia de oligdmeros de hematin sobre la superficie de quitosano
modificado (Dascombe et al., 2005; Trivedi et al., 2005; Yonathan Parra, Rosa E. Ferrer,
2011). Las lineas continuas de la Figura 9.15 representan las regresiones exponenciales de
tres parametros (ecuacion 9.1) a las que se ajustaron los datos experimentales con el fin de
determinar las velocidades iniciales.

La Figura 9.16 muestra la variacion de las velocidades iniciales de decoloracidén con la
concentracion de ambos sustratos, donde se observa un aumento de la velocidad con el
aumento de concentracion de H202. No obstante, a pesar de la importante desviacion que
presentan los datos, la velocidad presenta una marcada tendencia descendente con el

aumento de concentracidon de RAS, a diferencia de 1o observado con Naranja II (Capitulo 8).
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Figura 9.15. Perfiles experimentales de decoloracidon de Rojo de Alizarina S obtenidos para
sistemas heterogéneos, con el catalizador inmovilizado sobre hojuelas de quitosano

modificadas con amino—propil—trietoxi—silano y glutaraldehido.

Se llevod a cabo también un ajuste del modelo a los datos cinéticos, con el objeto de
determinar las constantes cinéticas involucradas. Los valores iniciales de las constantes se
fijaron en los valores arrojados por la parametrizacion del sistema de decoloracion
heterogénea de Naranja II. El modelo de varianza utilizado fue heteroscedastico. Los
resultados de la parametrizacion se presentan en la Tabla 9.5.

El ajuste que otorga el modelo a los datos experimentales es bueno (residuos
ponderados<y? (95%)). Sin embargo, no fue posible estimar el valor de las constantes
cinéticas con confianza, para los datos experimentales disponibles. No obstante, se
realizaron simulaciones de la reaccion de decoloracion de RAS con los valores obtenidos
para las constantes que se presentan en la Tabla 9.5. Estas simulaciones se presentan en las

Figuras 9.17 y 9.18.
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Figura 9.16. Dependencia de la velocidad inicial de decoloracion con la concentracion de
RAS y H203.

Tabla 9.5. Valores iniciales de las constantes de velocidad del modelo.

Constante Valores Iniciales Valores finales
cinética (mM-! min-1) (mM-! min-1)
(mM-1 min-1)
ki 0.0172 0.240
ko 7.248 25.681
ks 0.3025 2.055
kz 0.01 0.118
kg 0.0038 0.063
ki 0.0173 0.328
Valor inicial del modelo de varianza w: 0.1;y: 0.5
Residuos ponderados 61
%2 (95%) 71

Las simulaciones obtenidas nos permiten hacer algunas inferencias respecto al sistema
heterogéneo de decoloracion. La Figura 9.17 presenta las simulaciones obtenidas para
experimentos con 200 mg/1 de RAS, donde es posible observar una buena prediccion del
modelo para todas las concentraciones de H2O2, a pesar de las importantes desviaciones que

presenta el experimento correspondiente a 6 mM de peroxido de hidrdgeno. No obstante, a
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24 mM de oxidante, el modelo presenta indicios de una sobre—estimacion de las constantes
de inactivacién (ks y ki) y/o del valor de ks.

La Figura 9.18 presenta las simulaciones obtenidas para los experimentos con
concentracion variable de colorante. En la misma es posible advertir que el modelo predice
velocidades de consumo de colorante mucho mds elevadas a las medidas en sistemas con
concentraciones de RAS de 300 y 400 mg/1. Este hecho nos permite suponer que el valor de

ki se encuentra sub—estimado.

Finalmente, podemos concluir en que el aumento de los valores de ko y ks refleja una mayor

afinidad de Er y En por RAS, frente a Naranja II.
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Figura 9.17. Datos experimentales (puntos) vs. simulaciones (lineas) obtenidas con las

constantes cinéticas de la Tabla 9.5, para experimentos con [RAS]: 200 mg/1.

316



Estudio cinético y modelado de reacciones de decoloracion de Rojo de Alizarina S

- [RAS]: 100 mgl/I 014 1 [RAS]: 50 mgl/I
: [H,0,]: 24 mM [H,0,]: 24 mM

[RAS] (mM)
[RAS] (mM)

0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (min) Tiempo (min)

0.85 1 [RAS]: 300 mg/! 115 4 [RAS]: 400 mg/I
[H,0,]: 24 mM [H,0,]: 24 mM
0.80 - 1.10 A

0.70 ° L4 1.00 °

[RAS] (mM)
[RAS] (mM)

0.65 4 0.95 4
0.60 4 0.90 4 °

0.55 0.85

0.50 T T T T T T 0.80 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo (min) Tiempo (min)
Figura 9.18. Datos experimentales (puntos) vs. simulaciones (lineas) obtenidas con las

constantes cinéticas de la Tabla 9.5, para experimentos con [H202]: 24 mM.

9.4. Conclusiones

Los estudios de decoloracion de Rojo de Alizarina S en sistemas homogéneos permitieron
determinar la dependencia lineal de la velocidad inicial de reaccion con la concentracion
de oxidante. Sin embargo, el efecto de la concentracion de sustrato fenolico fue nulo para
bajas concentraciones de H202. A altas concentraciones de oxidante, se observo un efecto
negativo del aumento de la concetracion de RAS sobre las velocidades iniciales de
decoloracion, que puede asociarse a la presencia de una via de inactivacidon por sustrato. A
su vez, no se descarta la posible formacion de agregados del colorante, incapaces de
reaccionar con hematin, que tengan como resultado una disminucion de la concentracién
de mondmeros en el medio de reaccion.

Fl analisis de los espectros en el tiempo para los diferentes experimentos muestra la
formacion de picos a menores longitudes de onda, los cuales desaparecen con el avance de
reaccion. En base a las longitudes de absorcion de los nuevos picos y la bibliografia
existente es posible proponer como primeros intermediarios de la descomposicion a

estructuras antraquinoides oxidadas, benzoquinonas y radicales benzoquindnicos e
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hidroxicumarinas. Con el avance de la reaccion aumenta la absorbancia asociada a acidos
ftalico y bencénico. Del analisis espectral, es esperable la participacion de estos productos

de oxidacion como sustratos de hematin.

El modelado cinético que se realizo en base a los datos obtenidos para hematin soluble
permitid optimizar el valor de todas las constantes involucradas en el modelo, a excepcion
del valor de ks. Los valores obtenidos de las constantes kz y ks demuestran la mayor
afinidad que presenta hematin hacia RAS. A su vez, el valor optimizado de la constante de
inactivacion por interaccion no productiva con moléculas o agregados del colorante (k;)
aumenta considerablemente respecto al obtenido para sistemas con Naranja II. Los
resultados de las simulaciones permitieron visualizar un buen ajuste de las velocidades
iniciales de consumo de colorante, asi como también de la conversion final alcanzada para
sistemas con 33 mg/l de RAS. Para concentraciones mayores de colorante, el modelo
subestima el consumo del mismo hacia finales de la reaccidn, lo cual se atribuye a una
sobre—estimacion del valor de las constantes de inactivacion, ks y ki y/o de k7. En los
sistemas con elevada concentracion de RAS (80 mg/1) las diferencias entre las velocidades
iniciales predichas y experimentales se asignan a la presencia de agregados de RAS en

solucidn.

Por su parte, los sistemas heterogéneos de decoloracion de RAS presentaron, al igual que
con Naranja II: (1) una importante disminucién de la actividad intrinseca del catalizador, y
(2) una importante desviacion de las velocidades de decoloracion determinadas
experimentalmente. Ambas caracteristicas se atribuyen a la presencia de oligdmeros de

hematin sobre la superficie de las hojuelas de quitosano.

Los efectos de las concentraciones de sustratos sobre la velocidad inicial de decoloracion
son consistentes con la presencia de oligdmeros de hematin en el catalizador heterogéneo.
Esto permite que el aumento de concentracion de H20: provoque el aumento de las
velocidades de degradacion de colorante, lo cual se debe a su pequefio tamano molecular
que le permite tener acceso al sitio catalitico de hematin. Sin embargo, Rojo de Alizarina S

presenta importantes desviaciones en las velocidades.

La parametrizacion del modelo para los sistemas heterogéneos de decoloracidon otorga
buenos ajustes a los datos experimentales, sin embargo no permite estimar constantes
cinéticas con confianza. No obstante, las predicciones del modelo se ajustan a los resultados
experimentales para concentraciones de H20: iguales o menores a 18 mM, mostrando
desviaciones hacia finales de la reaccion para el sistema [RAS]: 200 mg/1-[H202]: 24 mM.
A su vez, las predicciones del modelo para los sistemas con elevadas concentraciones de
RAS (300 y 400 mg/1) mostraron una importante desviacion respecto de los resultados

experimentales que puede asociarse a: (1) la subestimacion del valor de ki, y/o (2) la
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presencia de agregados de RAS que disminuyan la concentracion de mondmeros en el

medio de reaccion.

9.5. Resultados publicados

Parte de los resultados que se presentan en este capitulo fueron publicados en:

e III Jornada de Difusion de Investigacion en Ingenieria Quimica que se realizd en
Cordoba en el ano 2014, bajo el titulo: “Estudio cinético de la degradacion catalitica
de Rojo de Alizarina S”. Autores: Agostina Cordoba, Jeanette Hass, Ivana Magario y

Maria Lujan Ferreira.
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10.1. Conclusiones generales

La presente tesis se planted como objetivo el estudio de un sistema catalitico de eliminacion
de colorantes presentes en soluciones acuosas modelo por medio de la aplicacion de
hematin como biomimético de HRP. Para alcanzar este objetivo el desarrollo de la
investigacion se dividid en tres secciones: (1) estudio de los sistemas homogéneos; (2)

estudio de la inmovilizacion de los catalizadores; y (3) estudios cinéticos.

Los estudios en sistemas cataliticos homogéneos permitieron, mediante el analisis de la
reaccion de co—oxidacion de AAP/fenol confirmar la capacidad de hematin de mimetizar la
accion de HRP en la oxidacion de compuestos fenolicos. Sin embargo, hematin no fue capaz
de catalizar la formacidn de polifenoles en las condiciones de reaccion estudiadas (tiempo,
pH del medio solvente y concentracion de reactantes). Ademas, se evidencio la inhibicion de

las vias principales de oxidacion de fenol para altas relaciones molares [H20:]:[catalizador].

Los estudios de caracterizacion inicial de las reacciones con Naranja Il y Rojo de Alizarina S
que constituyen el capitulo 3 demostraron una notable disminucion de las velocidades de
reaccion a pH neutro con el aumento del volumen molecular de los sustratos fendlicos,
tanto para HRP como para hematin. A su vez, permitieron determinar la formacion de
agregados no covalentes de las moléculas de colorante en solucidn, cuya concentracion

disminuye con el aumento del pH del medio.

Los resultados del andlisis de las reacciones de decoloracion de Rojo de Alizarina S
evidenciaron la formacién de productos de menor peso molecular con ambos catalizadores,
lo que permitio postular la existencia de mecanismos degradativos de oxidacion de Rojo de
Alizarina S. Se logrd optimizar las condiciones de reaccion para ambos catalizadores, los
cuales presentaron maximos de actividad a valores de pH alcalinos del orden de los valores
caracteristicos de los efluentes textiles. Hematin mostré una amplia aplicabilidad en la
decoloracion de diferentes tipos de sustratos antraquindnicos como Alizarina y Rojo de
Alizarina S.

Los resultados presentaron evidencia de un efecto inhibitorio de la concentracion de
oxidante. Sin embargo, a altas concentraciones de peroxido de hidrdgeno se observo un
aumento de los rendimientos cataliticos. Los resultados de evolucion de oxigeno disuelto

durante la reaccion, sumados a estudios de modelado molecular de la coordinacion Ei-H202
Ei-Rojo de Alizarina S, permitieron postular diferencias entre los mecanismos de hematin y

HRP. En el caso de hematin, es posible proponer la presencia de una via paralela de
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reaccion por coordinacion de H20; en competencia con el colorante, capaz de producir O
(via catalatica o pseudo—catalatica). Por otro lado, no se evidencio sustento empirico de la
ocurrencia de vias catalatica o pseudo—catalatica de reaccion con HRP.

El estudio de la reaccion de decoloracion de Naranja II también demostro la presencia de
vias de inactivacion por H20g, las cuales resultaron ser mas importantes en el caso de HRP.
La eficiencia de HRP fue 2 veces mayor a la del biomimético, sin embargo hematin
demostrd ser una alternativa efectiva a la enzima, si se consideran los costos de los
catalizadores. El analisis de los espectros UV—Visible y FTIR de los productos de reaccion
permitio confirmar la ruptura del enlace azoico y la formacién de estructuras oxigenadas y
alifaticas hidrocarbonadas. Los ensayos de DQO de las soluciones tratadas de Naranja II
indican la presencia de estructuras mas facilmente degradables por K.Cr207 con ambos

catalizadores.

La segunda parte de esta tesis se enfocod en la obtencion de catalizadores heterogéneos
activos a partir de la inmovilizacion de hematin y HRP en soportes econdmicos. La
inmovilizacion de hematin sobre hojuelas de quitosano modificado permitio la obtencidn de
un catalizador heterogéneo capaz de decolorar soluciones de Naranja II y Rojo de Alizarina
S, a pesar de las disminuciones de actividad que sufrié hematin durante la inmovilizacion.
A su vez, los catalizadores demostraron su capacidad para decolorar soluciones de Rojo de

Alizarina S durante seis usos consecutivos.

Los estudios de caracterizacion de catalizadores confirmaron la inmovilizacion de hematin,
y la interaccidn covalente entre los grupos carboxilicos del anillo porfirinico y aldehidos de
glutaraldehido. Ademas, permitieron descartar alteraciones covalentes del sitio catalitico,

asi como también la lixiviacion de hierro durante el proceso de inmovilizacion.

A la luz de estos resultados se propuso como causa posible de la pérdida de actividad de
hematin inmovilizado a la restriccion del acceso de los sustratos fendlicos al sitio catalitico y
el resultante aumento de la relacion molar H202:Colorante. Con objeto de analizar este
postulado, se estudio el efecto de APTS como bloque espaciador, el cual puso en evidencia
las restricciones de acceso mencionadas debido a que su incorporacion se tradujo en un

aumento de actividad catalitica.

A su vez, se analizan las diferencias de actividad que presentd hematin en la decoloracion
de Naranja II y Rojo de Alizarina S, asignandolas a mayores impedimentos estéricos y

electronicos para el caso de Naranja II.
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En el intento de mejorar la resistencia mecanica de las hojuelas de quitosano se propuso el
empleo de bolillas de vidrio no porosas como soporte. Con el objetivo de aumentar la
superficie de estas bolillas de vidrio, se llevod a cabo un pretatamiento de decapado con
HF/NH4F. Fue posible aumentar la rugosidad de las bolillas. No obstante, no fue posible
inmovilizar hematin ni quitosano sobre la superficie del vidrio, 1o cual derivo en la
inactividad que mostraron las bolillas en la decoloracion de soluciones de Rojo de Alizarina
S.

En la ultima parte de esta tesis los esfuerzos se enfocaron en el analisis cinético de las
reacciones catalizadas por el biomimético. El capitulo 7 presenta estudios de la reaccién de
interaccion de hematin/H202. Fue posible confirmar la reaccién entre hematin/HRP y
H2032, con produccion de Oz. Sumado a esto, hematin demostrd su capacidad de produccion
de O en presencia de sustratos fendlicos, mientras que estas vias se anularon para HRP en
situaciones analogas. Por otro lado, mediciones de oxigeno disuelto para las reacciones 4 -
aminoantipirina/fenol/H202/hematin demostraron la existencia de una relacion entre la
produccion de oxigeno y los radicales fenoxi presentes en el medio de reaccidn a pH

neutro.

Se presentd evidencia espectroscopica de la formacidon del intermediario E; en ambos
catalizadores. A su vez, se determino que la etapa limitante de las velocidades de reaccion

de hematin es la formacidn de este intermediario.

Los espectros de reaccion de HRP permitieron determinar la presencia de Eur, afirmando la
via pseudo—catalatica de consumo de H202. No obstante, no se observo la formacion de En y
Em en sistemas hematin/H20;. Estos resultados fueron soportados por las derivaciones del
modelado cinético, las cuales permitieron descartar las vias cataliticas de formacion de Oz
(pseudo—catalatica), asi como también las vias de inactivacidon a partir del estado E; de
hematin. Sin embargo, se obtuvieron buenos ajustes al modelo catalatico con una propuesta

de inactivacién por blanqueamiento a partir de Eo.

Pese a los buenos ajustes obtenidos durante la parametrizacion del modelo catalatico de
reacciones, a altas concentraciones de oxidante se observd una sub—estimacion del
consumo de peroxido de hidrdgeno. Por esta razon, no es posible descartar la participacion
de reacciones no consideradas en el modelo que consuman H2O2. Se postularon tres
posibles causas que explican estos resultados: (1) la formacion de un intermediario de
reaccion de menor actividad que Er; (2) la liberacion de Fet? al medio de reaccion; y (3) la

presencia de oligdmeros de hematin de baja actividad, los cuales pueden romperse durante

325



Conclusiones generales y perspectivas futuras

la reaccidn aumentando el numero de sitios cataliticos disponibles, o generar radicales

inorganicos altamente reactivos durante su degradacion.

El capitulo 8 recopila resultados del estudio cinético de reacciones de decoloracion de
Naranja II con hematin, libre e inmovilizado. Fue posible, en base a las observaciones alli
presentes, postular una via de inactivacion por formacién de un complejo no productivo
entre el colorante o agregados moleculares del mismo y hematin. El modelado cinético del
sistema catalitico homogéneo que incluye el modelo catalatico parametrizado en el capitulo
7, presento buenos ajustes a los perfiles experimentales de consumo de colorante. Ademas,
fue posible demostrar la capacidad predictiva del modelo. Sin embargo, el consumo de
peroxido de hidrogeno fue considerablemente subestimado por el modelo. Ademas, el
consumo de oxidante en presencia de Naranja II fue mayor al medido para un sistema
equivalente, sin sustrato fenolico. Estas observaciones permiten postular reacciones entre
distintos productos de degradacion de Naranja II con H202, o bien, que estos productos de
degradacion pueden ser sustratos de hematin. No obstante, este aumento de consumo de
perdxido de hidrogeno es consistente con la presencia de radicales inorganicos precursores
de oxigeno, como Oz~ en el medio reactivo. Resultados del capitulo 7 nos permiten

confirmar la inviabilidad de 1a reaccion de formacién de En en sistemas hematin/H203z:

E En
5
(aa)Por *Fe) = 0 + H,0, —» (aa)Por FeV) — OH +HO," (10.1)

Sin embargo, en presencia de sustrato fendlico, Er existe en el medio de reaccion producto

de la siguiente reaccion:

E En
2
Por *Fe¥) = 0 + PhOH — Por Fe(V) — OH 4+PhO* (10.2)

Esto nos permite postular que la presencia de En en el medio favorece la produccion de

radicales superoxido, mediante las reacciones:

Eyp Enn
6
Por Fe) — OH + H,0, — Por FeD — OOH* + H,0 (10.3)
Eqnn Eo
7
Por Fe(ID — OOH* — Por Fe(D + HOO® (10.4)

Esta hipodtesis implica proponer la formacion de un intermediario catalitico analogo a Em

para hematin.
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En base a estas consideraciones, la formacion del radical inorganico Oz permite explicar:

(1) El mayor consumo de peroxido de hidrogeno en sistemas con presencia de sustratos
fenolicos.

(2) La ausencia de formacion de productos de polimerizacion durante las reacciones
H,0O./fenol/hematin.

(3) La inhibicion de produccion de Oz causada por AAP (como atrapante de radicales)
en el medio de reaccion.

(4) La recuperacion del rendimiento catalitico para altas concentraciones de oxidante y
catalizador, observada en los capitulos 4 y 5.

(5) La subestimacion del consumo de peroxido de hidrégeno por parte de los modelos

catalaticos propuestos en presencia de sustrato fendlico.

El Capitulo 9 presenta el estudio de la cinética de la reaccion de decoloracion de Rojo de
Alizarina S, el cual demostrd nuevamente la presencia de una via de inactivacion por
sustrato fenodlico que se asignod a la interaccion no productiva de hematin con moléculas o

agregados moleculares del colorante.

En linea con los resultados de andlisis de productos de reaccion que se presentan en el
capitulo 5 para Naranja II, fue posible confirmar un mecanismo degradativo de reaccion.
En base al analisis de los espectros de reaccion en el tiempo, fueron propuestas como
primeros intermediarios de la descomposicion estructuras antraquinoides oxidadas,
benzoquinonas y radicales benzoquinonicos e hidroxicumarinas, las cuales con el avance
de la reaccidn derivaron en dcidos ftdlico y bencénico. Sin embargo, al igual que en el
sistema con Naranja II, no fue posible descartar la participacion de estos productos de

oxidacion como sustratos de hematin.

La parametrizacion del modelo propuesto para Rojo de Alizarina S permitid cuantificar la
mayor afinidad que presenta hematin hacia este colorante, en funcidon de los valores

obtenidos de ko y ka.

Finalmente, las cinéticas de decoloracion de los sistemas con Naranja II y Rojo de Alizarina
S para el catalizador heterogéneo, demostraron una importante disminucion de las
velocidades intrinsecas de decoloracion, respecto a las obtenidas para el catalizador soluble.
Las elevadas concentraciones de hematin que se emplean durante la etapa de
inmovilizacion del catalizador permitieron considerar a la inmovilizacion de oligdémeros no

covalentes de hematin como responsable de la disminucion de actividad observada. Sin
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embargo, el proceso de secado al que se sometid el catalizador es responsable de esta

importante disminucion de la actividad catalitica.

10.2. Perspectivas futuras

En base a los resultados y conclusiones que componen esta tesis, se propone avanzar en los

diferentes puntos que se detallan a continuacion.

Respecto a hematin inmovilizado en hojuelas de quitosano:

e Analizar los efectos de conservacion en un medio compuesto por buffer Tris pH 10,
del catalizador heterogéneo compuesto por hematin inmovilizado en hojuelas de

quitosano, ya que el secado provocd una marcada disminucion de la actividad.

Respecto al tratamiento superficial de las bolillas de vidrio es necesario optimizar cada
etapa del tratamiento de las particulas de vidrio a los fines de obtener un soporte resistente
y econdmico para pensar el desarrollo de un sistema real de tratamiento de efluentes

coloreados. Se propone:

e Extremar las condiciones del decapado dcido de las bolillas aumentando la
concentracion del buffer HF/NH4F utilizado, los tiempos de contacto y la

temperatura de reaccion.

e Incluir un tratamiento con APTS, previo a la inmovilizacién de quitosano para

lograr obtener grupos -NH: superficiales que interaccionen con el polimero.

e Inmovilizar hematin sobre quitosano y repetir estudios de actividad de las particulas

obtenidas.

Respecto a los estudios de mecanismo de reaccion de hematin, modelado cinético y

parametrizacion:

e Analizar la interaccion En-H202 y En—Rojo de Alizarina S mediante estudios de
modelado molecular, para determinar si es posible la formacion de radicales Oz" a

través de las reacciones 10.3 y 10.4.
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e Sumar a los resultados de modelado molecular, estudios de modelado cinético y

parametrizacion incluyendo las reacciones 10.3 y 10.4 en el modelo cinético

propuesto.

Finalmente, se propone aplicar el sistema hematin/H20: al tratamiento de un efluente

coloreado real, haciendo principal hincapié en analisis de toxicidad del efluente tratado.
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Solucion Buffer KH2PO4/NaOH 0.1 M
Para 250 ml de solucidén:

Se pesaron 3.4 g de KH2POy4, los cuales se disolvieron en aproximadamente 150 ml de H20
destilada con agitacion magnética. El pH se ajusto al valor deseado (entre 7 y 8 segun el
caso) con solucion de NaOH 1 M. Finalmente, se completo el volumen a 250 ml con agua

destilada en matraz aforado.

Solucion Buffer Acetato 0.1 M
Para 250 ml de solucion:

Se disolvieron 1.5 g de acido acético en aproximadamente 150 ml de H2O destilada con
agitacion magnética. El pH se ajustd al valor deseado (5) con solucion de NaOH 1 M.

Finalmente, se completd el volumen a 250 ml con agua destilada en matraz aforado.

Solucién Buffer Tris 0.1 M
Para 250 ml de solucion:

Se disolvieron 3.03 g de base Tris en aproximadamente 150 ml de H2O destilada con
agitacion magnética. El pH se ajustd al valor deseado (entre 9 y 10) con solucion de HCI 1

M. Finalmente, se completo el volumen a 250 ml con agua destilada en matraz aforado.

Solucién Buffer Na2CO3/NaHCO3; 0.1 M
Para 500 ml de solucién:
Se preparan dos soluciones, A y B de 1a siguiente manera:

Solucién A, NaHCO3 1M: Se pesaron 0.84 g de carbonato de sodio y se disuelvieron en

aproximadamente 8 ml de H2O destilada con agitacion magnética. Se llevaron a volumen

final de 10 ml en matraz aforado.

Solucion B, Na,CO3 1M: Se pesaron 2.65 g de carbonato acido de sodio y se disuelvieron en

aproximadamente 20 ml de H20 destilada con agitacion magnética. Se llevaron a volumen

final de 25 ml en matraz aforado.
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Finalmente, se anadieron 3.55 ml de solucion A y 15.4 ml de solucion B a un volumen
aproximado de 400 ml de H2O destilada, se ajusto el pH con solucion de NaOH 1 M/HCI 1
M segun corresponda, hasta el valor deseado (entre 10 y 11) y se completd el volumen a

250 ml con agua destilada en matraz aforado.
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Metodologia

Los calculos fueron desarrollados con un método de mecanica molecular, MM2 (Molecular
Mechanics Allinger program version 2) incluido en Chem 3D Pro 5.0 de Cambridge Soft
1999, y con un método semiempirico que considera la configuracion electronica, PM6
(Parameterized Model 6), incluido en el software MOPAC.

El modelo de HRP se basa en la estructura PDB 1H5A, desde AP (Berglund, G. H. Carlsson,
A. T. Smith, H. Szoke., A. Henriksen, 2002). Se incluyen todos los principales residuos
aminoacidicos participantes en el mecanismo catalitico y el sitio de union al sustrato
aromatico (Reihmann & Ritter, 2006; Veitch, 2004):

- Enlace a hierro en la proteina: His170, Asp247.

- Dos atomos de Ca+2, uno distal y otro proximal, modelados como atomos ficticios.

- Donores de O distales: Asp43, Asp50, Serb52, Asp43, Val46, Gly48.

- Donores de O proximales: Th171, Asp222, Thr225, Asp230, 11e228.

- Residuos clave para la funcidn catalitica: His42, Arg38, Phe41, Asn70, Pro139.

- Sitio de unidn del sustrato aromatico: Phe68, Gly69, Pro139, Alal140, Phel42, Phel79.

La via mecanicista del HRP ha sido objeto de innumerables estudios experimentales y
tedricos. ElI mecanismo general simplificado de interaccion con H,O; y sustrato fendlico se
presenta en tres pasos. (1) La generacion de una molécula de agua y E; por reaccion de HRP
con Hy0O3; (2) la interaccion de E; con un sustrato aromatico (PhOH) con la concecuente
generacion de Ej y un radical PhO"; y (3) la regeneracion del estado nativo de la enzima por
la interaccién de E;, con otra molécula de PhOH vy la generacion de un segundo radical PhO’
y H,O. Detalles del mecanismo se pueden encontrar en el libro Dunford y otras obras(H B
Dunford, 1999; Reihmann & Ritter, 2006; Veitch, 2004).

Se propone que la reaccién global de peréxido de hidrégeno y Rojo de Alizarina S (RAS) es:

H20; + 2 RAS 22 RAS* +2 H;0
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La etapa de formacion del E; en HRP se ha estudiado tedricamente con diferentes enfoques
por varios autores. Un mecanismo comunmente aceptado para peroxidasas es el mecanismo
Poulos-Kraut (Poulos, 1980) que implica la catélisis &cido-base, a través del par de
aminoacidos His-Arg del lado distal, lo que resulta en una escision heterolitica del enlace
O-0 de peroxido de hidrégeno. En un articulo reciente, Derat et al. (Derat, Cohen, Shaik,
Altun, & Thiel, 2005) utilizaron calculos QM/Mecanica molecular (MM) para describir la
estructura y la espectroscopia de las especies activas E, de la enzima peroxidasa de rdbano
picante (HRP). Una de las conclusiones del estudio es que los restos distales, His42 y Arg38
son esenciales y deben ser incluidos en el subsistema de Mecanica Cuantica (MC) para
reproducir las caracteristicas espectroscopicas estructurales y Mdssbauer para esta especie.
Un punto clave fue que para los parametros Mdssbauer a reproducirse, debe incluirse una
molécula de agua cristalina (W427) y la His42—H" doblemente protonada a la red de enlaces
de hidrégeno del grupo oxo de E; (Berglund et al., 2002; Schiinemann & Winkler, 2000). En
un manuscrito posterior Derat y colaboradores (Derat & Shaik, 2006) estudiaron a través de
QM/MM Ila activacion del enlace O-O en la enzima HRP, en pH neutro a basico. Se
analizaron dos mecanismos diferentes como alternativas para la formacion de E;. Uno de
ellos implica la formacién de un intermediario férrico—peroxido de hidrogeno y el otro desde
un intermediario hidroperdéxido-ferrico (PorFe-OOH) conocido como el Compuesto 0. El
complejo peroxido de hidrégeno-ferrico puede someterse a un cambio de 1,2-proton y
escision heterolitica para formar E;. Este mecanismo ha sido descartado debido a su alta
barrera energética. Un mecanismo de baja energia puede ser iniciado por la desprotonacion
de peroxido de hidrogeno y la posterior heterdlisis del enlace O—O de la especie conocida
como Compuesto 0. His42-H" retransmite el proton al oxigeno distal del Compuesto 0 y
conduce a la escision heterolitica simultanea del enlace O—O, resultando en la formacion de
E, y agua, identificada como W427. La carga positiva de Arg38 facilita la heterdlisis del

enlace O—0O.

Una de las controversias relacionadas a la formacion de E, y su interaccion con H,O; es lo
que sucede con el agua formada. Las preguntas que nosotros y otros autores han puesto en

cuestién son:

1- ¢Esta molécula de agua permanecera coordinado a la Fe=O de E, o se coordina con His42-
Arg38?
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2- ¢Cudl es el papel de esta molécula de agua, si se coordinan en las cercanias del enlace
Fe=0, en la coordinacion del sustrato aromético fendlico y la abstraccion de hidrogeno
posterior de ella?

3- ¢Cudl es el papel de esta molécula de agua en la formacion de E; en el caso de HRP?
La polémica lleva a Vidossich y colaboradores (Vidossich et al., 2010) a proponer dos
mecanismos diferentes para la formacion de E, a través del Compuesto O:

1- El mecanismo "seco", sin agua coordinada a cualquiera de los residuos de aminoacidos

cercanos a Fe, o al enlace Fe=0, o al H,0..
2- El mecanismo "humedo", con agua coordinada a Fe=0, a His42 y H,0..

Los autores concluyeron que en la formacion de Compuesto 0 (PorFe-OOH), HRP sigue el
mecanismo de “humedo” y la desprotonacion del peroxido de oxigeno distal por His42 con la
rotura concomitante del enlace O—O es el paso limitante de la velocidad del proceso. Por otra
parte, hay una estrecha interaccion entre moléculas de agua y perdxido, tanto en el Fe(ll)-

H,0O, y Compuesto 0.

Un estudio reciente con marcadores isotopicos mostré que el ciclo de HRP, apartir de
perdéxido de hidrogeno no marcado isotopicamente y agua marcada isotopicamente da como
resultado el enriquecimiento isotopico del peroxido de hidrogeno. Este hallazgo es dificil de
explicar y tal vez la formacion de E; no esta involucrada en el enriquecimiento isotdpico
(Kulys & Ziemys, 2001; Vidossich et al., 2010). Con estos antecedentes se seleccion6 un
modelo de HRP-E, con una molécula de agua coordinada al O de Fe=0 para realizar nuestros
calculos MM2-PM6 de la energia de adsorcion de dos sustratos diferentes: (a) una segunda

molécula de peroxido de hidrogeno vy, (b) la molécula de Rojo de Alizarina S.

Todos los residuos clave involucrados en la funcion catalitica y el sitio de union del sustrato
aromatico se consideraron en el caso de HRP. Fueron utilizados dos modelos de la enzima: el
Modelo Ampliado (LM) y el Modelo Reducido (RM). La estructura completa de los sitios
proximales y distales fue incluida para el calculo MM2, al igual que todos los residuos clave
para la actividad catalitica. Para los calculos PM6 (MOPAC 2009) se mantuvieron soélo
Arg38, His42, His170 y los residuos clave del sitio de unién al sustrato aromatico. Los
resultados de los calculos MM2 para la LM y RM estan incluidos, pero que sélo se utilizan en

forma comparativa con los resultados semiempiricos.
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En el caso de hematin, se incluyeron seis moléculas de agua alrededor del enlace Fe=0. Una

de estas moléculas de agua se sustituye por el H,O, 0 Rojo de Alizarina S. En el caso de Rojo

de Alizarina S se analizaron dos orientaciones diferentes: a través del grupo hidroxilo
llamado 1 y a través del grupo hidroxilo llamado 2 (Figura 1,a). La Figura 1,b muestra los
diferentes modelos utilizados en el MM2 y los calculos PM6 para hematin y para HRP vy el

tamano relativo de los sustratos y los modelos de catalizador.

a)

0 OH;
OO OH2
SO3Na
@)

b)
H

‘“HWARS %3.5‘,
s L;?@ L

HRP-RM
HRP-LM

Figura 1. a) Estructura de Rojo de Alizarina S, notar denominacion de los —OH (1 y 2). b)
Modelos empleados para calculos MM2 y PM6, los atomos de hidrdgeno no se muestran en

las figuras. LM: Modelo Ampliado, en inglés: Large Model. RM: Modelo Reducido, en inglés:

Reduced Model.
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El MOPAC 2009 fue seleccionado como el software para realizar el calculo PM6 (James J. P.
Stewart, 2009; Stewart, 2007). Los pardmetros de Fe estan incluidos en el software. Los
resultados se obtienen en el modo UHF (sin restricciones Hartree Fock), que permite la

presencia de electrones no apareados.

En primer lugar, se realizé un célculo MM2 para obtener un minimo de energia estérica
usando Chem 3D 5.0 Ultra de Cambridge Soft, para el LM y para el RM. Posteriormente, un
calculo de punto Unico se realiz6 utilizando la metodologia PM6 en el minimo obtenido para
el RM por el MMZ2. Los resultados MM2 se emplearon para mostrar la tendencia, mientras
que el software PM6 proporciona el AH, para la reaccion de adsorcion como una diferencia
entre los AH; del estado final e inicial. Los resultados del modelo reducido estan relacionados

con las mismas estructuras cuyo AH, se obtuvo utilizando PM6.

Las reacciones de adsorcion de sustrato generales consideradas en el modelado MM2-PM6
para hematin y HRP son:

HemFe=0---6H,0 + Sustrato = HemFe=—sustrato—5H,0 + H,O
HRPFe=0---H,0 + Sustrato = HRPFe=0O—-sustrato—H,0O

El sustrato 1 es H,O; y el sustrato 2 es Rojo de Alizarina S. Los resultados se presentan en el
Capitulo 4.
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Fundamento del método

Un tratamiento del quitosano con una solucidn dcida provoca la protonacion de los grupos
—NH: superficiales, lo que da lugar a la formacion de -NH3z* capaces de actuar como sitios
especificos de adsorcion de colorantes anidnicos. La solucion dcida debe contener una
elevada concentracion de colorante anidnico para evitar la disolucion de las hojuelas de
quitosano (Maghami & Roberts, 1988).

Metodologia (Bartkowiak Roberts, G. A. F., 2007)

1. Se prepara una solucion de Naranja Il 5mM en acido acético 0.1 M. EIl coeficiente de
extincion de Naranja II en solucion de 4cido acético 0.1 M es €=22500 cm? mol™.

2. Se pesa aproximadamente 0.1 g de muestra de quitosano en un erlenmeyer de 250 ml.

3. Se afaden 200 ml de solucion acida de Naranja Il a la muestra, y se emplean 100 ml
de la misma solucion como un ensayo de control (sin quitosano).

4. Se colocan los erlenmeyers en un bafio termostatizado a 60 °C, una vez que las
soluciones alcanzaron la temperadura del medio, se cierran los erlenmeyers y se
mantienen en el bafio térmostatizado durante 16 hs.

5. Luego de completado este periodo, se filtran las soluciones en caliente.

6. Se determinan los valores de absrobancia a 484 nm de las muestras diluidas
comunmente en un factor de 100, empleando &cido acético 0.1 M como referencia.

7. Elgrado de N-acetilacién se calcula empleando la siguiente ecuacion:

EW= (wx 22500)/(AA xfx V)
Donde:
EW: equivalente en peso de grupos -NH2;
w: peso seco del quitosano, en gramos;

AA: diferencia entre los valores de absorbancia del control y de la solucion de la muestra,

mediadas con igual dilucion a 484 nm;
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f: factor de dilucién (debe ser el mismo para el blanco y la muestra);
v: volumen de la solucién de Naranja Il empleada en la muestra, en litros (0.2 I).

Grado de N-acetilacion (%) = [(EW - 161) x 100]/(EW + 42)
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