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Introduccion. El agua es probablemente el componente més
importante para la industria alimentaria, sin embargo se puede
encontrar contaminada. La mayoria de los compuestos fendlicos son
contaminantes persistentes en los efluentes de muy diversas
industrias, causando un grave dafio a la ecologia y pueden generar
un problema de salud pablica (1); en particular los clorofenoles se
han clasificado como altamente toxicos. La peroxidasa de distintas
fuentes ha sido empleada con éxito en tratamientos de sistemas
acuosos modelo con baja concentracion de fenoles y su eficiencia
disminuye o es nula en medios con alto contenido de éstos y de
otros solventes organicos (2). La modificacion quimica de las
cadenas laterales de los aminoacidos polares puede incrementar la
hidrofobicidad superficial de la enzima peroxidasa, y otras
hemoproteinas (3), permitiendo emplearla en las condiciones en que
se presentan la mayoria de los efluentes agricolas e industriales.

El objetivo del trabajo fue realizar la modificacion quimica de la
peroxidasa de nabo, para emplearla, en el tratamiento de efluentes
con alto contenido de fenoles y de otros solventes organicos.

M etodologia. La enzima peroxidasa se extrajo del nabo (Brassica
napus L. var esculenta), con amortiguador de fosfatos a pH=6. Se
midi6 la actividad por oxidacion del ABTS (4). En la purificacion
parcial se separaron las fracciones con un valor Rz>2
(Rz=A 43/A 550), Obtenidas de la cromatografia de intercambio
anionico (DEAE-celulosa), que luego se pasaron por cromatografia
de exclusion por tamafio (Sephacryl S-100) y se selecciont la
fraccion con mayor pureza y actividad. Una primera modificacion
quimica se realizé por el método de modificacidn con polimeros (3),
empleando el metoxipolietilénglicol 5000, asi como una segunda con
dimetil formamida. Se determind la hidrofobicidad superficial de la
enzima antes y después de cada una de las modificaciones, su
actividad especifica, y su efectividad en el tratamiento de soluciones
fendlicas sintéticas, en las que se usaron concentraciones crecientes
de fenoles y hasta el 20% en peso de otros solventes organicos. El
procedimiento mas eficiente, asi seleccionado, se aplica también a
muestras de efluentes reales de diferentes industrias.

Resultados y Discusion. Se obtuvo un extracto semi purificado. La
fraccion de peroxidasa no retenida en la cromatografia de
intercambio anidnico mostré un valor Rz= 2.36, con un 62% de
proteina y una actividad enzimatica especifica= 329.53 U/mg de
proteina, después de la filtracion en gel la Rz= 3.01. La primera
modificacion incrementd la actividad especifica en 12% con
respecto a la nativa, mientras que la segunda modificacion provoco
una pérdida completa de la actividad, lo cual correspondié con la
pérdida de la banda Soret de absorcidn caracteristica del grupo hemo
(A 403), al hacer un barrido con las distintas muestras de la enzima asi
modificada. Esto indica que hubo una pérdida del grupo hemo
debido a que los propionatos que forman parte de su estructura

fueron modificados de la misma manera que los grupos carboxilo de
los residuos de acido aspartico y glutamico. Esto aumentd su
hidrofobicidad, lo que le permiti6 solubilizarse en la dimetil
formanlnzda, separandose de la proteina también modificada.
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Fig.l. La peroxids20ithg dn6aM7c&@™ (PONOM) y la modificada con
polietilén glicol 5:1(POPEG5 )muestran la banda Soret caracteristica,
mientras que la de 25:1(POPEG25) y la doblemente modificada
(POPEGMET) practicamente no muestran absorbencia a 403 nm.

Conclusiones. El aumento en la hidrofobicidad superficial debida a
la primera modificacion, no afectd la conformacidn enzimatica ni los
aminoacidos vitales del sitio activo, con lo que permiti6 la
solubilizacion de la enzima y el incremento en la actividad. La
segunda modificacién no mostrd los resultados prometedores que se
observan en otras hemoproteinas, debido a que en este caso, el grupo
hemo no se encuentra covalentemente unido, por lo que al aumentar
su hidrofobicidad aumentd su coeficiente de particion con el
solvente y resultd en su separacidn de la proteina, ain cuando el
medio tenia un pH= 9, perdiéndose la actividad de peroxidasa.
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