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Introduccion. El agua es probablemente el componente mas
importante para la industria alimentaria. La mayoria de los
compuestos fendlicos son contaminantes persistentes en los
efluentes de diversas industrias, pudiendo causar un grave
dafio ecoldgico y problemas de salud publica (1); en
particular los clorofenoles se han clasificado como altamente
téxicos. La peroxidasa se ha empleado con éxito en sistemas
acuosos modelo con baja concentracién de compuestos
fendlicos (CF) y su eficiencia disminuye o es nula en medios
con alto contenido de éstos y de otros solventes organicos
(2). La modificacion quimica puede incrementar la
hidrofobicidad superficial de la peroxidasa (3), permitiendo
emplearla en las condiciones en que se presentan la mayoria
de los efluentes 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.

Metodologia. La enzima peroxidasa se extrajo del nabo
(Brassica napus L. var esculenta), con amortiguador de
fosfatos a pH=6. Se midié la actividad por oxidacion del
ABTS (4). En la purificacion parcial se separaron las
fracciones con un valor Rz 2.56 (Rz=Ay03/Azg), Obtenidas de
la cromatografia de intercambio aniénico (DEAE-celulosa),
que luego se pasaron por cromatografia de exclusién por
tamafio (Sephacryl S-100) y se selecciond la fraccién con
mayor pureza y actividad. Con la intencion de emplearla en
las condiciones de un efluente de la industria petrolera, la
enzima purificada se sometié a modificacién quimica en el
grupo carboxilo con dimetil formamida, asi como empleando
metoxipolietilén glicol (MPEG) como agente modificador,
en los grupos amino, el mPEG es un polimero hidrofébico
con un peso de 5000 daltons. La enzima modificada se
inmoviliza covalentemente y por atrapamiento.

Resultados y discusion. La modificacion del grupo
carboxilico provoc6 una pérdida total de la actividad, por lo
que el procedimiento fue desechado. Se determinaron las
condiciones de modificacion y se encontré que a 25° C por
un tiempo de 70 min se modificé el 75% de los grupos
amino susceptibles, con un incremento en actividad del 53%.
La modificacion no cambi6 la conformacién activa de la
enzima aunque si la hizo soluble en un medio con alto
contenido de CF. La enzima modificada (EM) inmovilizada
en alginato, conservd 70 % de actividad, y produjo una
remocion efectiva (RE) de los CF>65% en cinco ciclos
sucesivos en muestras de agua residual de una refineria. La
EM inmovilizada en Affi-Gel conservo toda su actividad,
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logrando una RE en tres ciclos. Al reducir el tiempo de
tratamiento a 10 min se alcanzaron 15 ciclos de RE,
mostrando los 10 primeros remociones de CF>90 %. En
estas condiciones la enzima nativa libre no mostro actividad.
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Fig. 1. Las figuras muestran las diferencias en la actividad
remanente al tratamiento térmico entre la enzima nativa y la
modificada, respectivamente.

Conclusiones. ElI aumento en la hidrofobicidad superficial
debida a la modificacion con PEG, no afectdo la
conformacion activa de la peroxidasa ni los aminoacidos
vitales del sitio activo, con lo que permiti6 su solubilizacion
y el incremento en la actividad. La modificacion del grupo
carboxilico no mostréd los resultados tan alentadores 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 aumento su coeficiente de
particion con el solvente y resultd en su separacion de la
proteina, aln cuando el medio tenia un pH= 9, perdiéndose

la actividad de peroxidasa.
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