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Resumen

La aplicacién de tecnologias sustentables y eliminaciéon de contaminantes ha dado lugar a la utilizacion de
enzimas como complementos de catalizadores tradicionales por su increible selectividad y trabajo a temperatura
y pH moderado. Se plantea utilizar materiales mesoporosos modificados con metales de transicion para generar
radicales superdxido y soportar las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y peroxidasa de rabano (HRP). En esta
cascada quimio-enzimadtica, los superoxidos generados seran sustrato de SOD para generar H,0; in situ, el cual
sera utilizado por HRP para oxidar materia orgdnica. Se presenta la optimizaciéon de la etapa final, evaludndose
la actividad de HRP libre e inmovilizada en soportes SBA-15 o Cr/Ti/SBA-15. La actividad de HRP fue 6ptima a
una concentracion 1,4 mM de H,0., obteniéndose gran parte de la reaccién en los primeros minutos. Por otro
lado, la menor superficie de Cr/Ti/SBA-15 disminuy¢ la actividad enzimatica en ese soporte frente a SBA-15 sin
modificar.

Palabras clave: Peroxidasa de rabano picante, Catdlisis heterogénea enzimatica, Cascada quimio-enzimatica, Silices
mesoporosas.

Abstract

The application of sustainable technologies and degradation of toxic pollutants has given room to the use of
enzymes as complements of traditional catalysts due to their high selectivity and work at moderate temperature
and pH conditions. The use of mesoporous materials modified with transition metals is proposed to generate
superoxide radicals and serve as support for the enzymes superoxide dismutase (SOD) and horseradish
peroxidase (HRP). The induced superoxide radicals will serve as SOD substrates in order to generate H,0 in situ,
which will then be used by HRP to oxidize organic molecules in this chemo-enzymatic cascade. The free-HRP
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and SBA-15 or Cr/Ti/SBA-15 immobilized HRP activity was evaluated to optimize the last step of the chemo-
enzymatic cascade, as presented in this study. HRP activity reached an optimum at 1.4 mM H0,, with a large
part of the reaction occurring within the first minutes. On the other hand, the smaller surface of the Cr/Ti/SBA-
15 material diminished the enzyme's activity in that support compared to that in unmodified SBA-15.

Keywords: Horseradish peroxidase, Enzymatic heterogeneous catalysis, Chemo-enzymatic cascade, Mesoporous silica.

Introduccion

En los ultimos afios la preocupacién por los altos niveles de contaminacién y por los efectos globales del
cambio climatico, han sido el incentivo para el desarrollo de la denominada quimica verde. Esta nueva tendencia
busca la reduccion de emisiones contaminantes, un uso mas eficiente de la energia, la eliminacién de desechos
téxicos y la sustituciéon de compuestos petroquimicos por fuentes renovables. Una de las alternativas mas
prometedoras para cumplir con estos requisitos es el uso de enzimas como sustitutos de los catalizadores
tradicionales. Ademas de ser totalmente renovables, estas proteinas son capaces de generar productos muy
complejos de una manera extraordinariamente selectiva y operando en condiciones de temperatura y pH
moderados. Sumado a esto, inmovilizar una enzima puede mejorar su estabilidad y permitir su multiple
reutilizacidn, lo que resulta en un mayor rendimiento y, por lo tanto, en una mayor viabilidad comercial (Sheldon
y Woodley, 2018; Ferrero et al., 2020). A partir de la inmovilizacién enzimatica también surge la posibilidad de
generar reacciones en cascada multicataliticas. Estas reacciones simultaneas de varios pasos permiten evitar
etapas de purificacion de intermediarios de reaccion, que a menudo contribuyen significativamente al costo y al
impacto ambiental de un proceso (Schrittwieser et al., 2018). Inclusive se puede lograr complementar una etapa
quimica con otra enzimatica, lo cual permite combinar las ventajas de ambos tipos de reacciones, y por lo general
las reacciones en cascada son mas eficientes que la suma de los pasos individuales (Losada-Garcia et al., 2020).

El uso de peroxidasas como la HRP en quimica organica ofrece una alternativa ecoldgica a muchas de las
reacciones de oxidacién conocidas (Hamid y Khalil-ur-Rehman, 2009). Estas enzimas son capaces de utilizar
H,0,, en reemplazo de costosos cofactores como la Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido-Fosfato (NADPH) o
flavinas, para llevar a cabo reacciones como la hidroxilaciéon de carbonos no activados, la polimerizaciéon de
ciertos compuestos fendlicos o la degradacion de tintas u otros contaminantes (Bankar et al., 2009; Ni et al., 2009).
Todas estas reacciones se desarrollan de manera extraordinariamente precisa en ambientes acuosos con pH
neutro y a temperatura ambiente, lo cual evita el uso de disolventes, la generacién de residuos alcalinos o acidos
y reduce la energia necesaria para calefaccionar los reactores. En particular, el empleo de tales enzimas
inmovilizadas para Procesos Avanzados de Oxidacion aplicados a la degradacion de materia organica podria
representar una alternativa claramente ventajosa frente a los procesos Fenton y fotoFenton convencionales,
teniendo en cuenta que los mismos, en general, resultan efectivos a bajas condiciones de pH con la consecuente
generacion de efluentes acidos (Xiao et al., 2020; Gutiérrez et al., 2019). Entre las vias mas cominmente
empleadas para proveer H,0, a la enzima, logrando una éptima actividad y estabilidad, se encuentran la adiciéon
lenta de H,0, diluido o la produccién in situ de H,0,. La produccion in situ de H,O, puede lograrse mediante el
acople de otra enzima, la SOD, que utiliza como sustrato el radical superdxido para generar especies menos
reactivas (O, y H.0,) (Abreu y Cabelli, 2009; Nosaka y Nosaka, 2017). A su vez, la ingenieria de materiales ha
trabajado en el desarrollo de silicatos mesoporosos modificados con metales de transicién (Cr, Ti, Fe, Co, etc.)
para generar especies reactivas de oxigeno (como el radical superéxido, 0,*) a partir de O, para la degradacién
de contaminantes acuosos (Elias et al., 2012; Elias et al., 2016). De estos antecedentes es que se propone construir
una cascada quimio-enzimatica heterogénea impulsada por luz para la oxidacion de materia organica (Figura 1).

En este trabajo se muestra la optimizacién de la actividad de la enzima HRP respecto al H,0, con el fin de
conocer las concentraciones ideales que deben ser producidas in situ para lograr desarrollar una cascada
enzimatica. Entre las innumerables moléculas organicas susceptibles de ser oxidadas, se utilizé fenol como
sustrato modelo.
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Figura 1: Diagrama de la cascada quimioenzimatica impulsada por luz. Los electrones del metal de transicién (MT)
depositado en la superficie del silicato SBA-15 son fotoexcitados, generando en presencia de Oz radicales superéxidos. Estos
se convierten posteriormente en H202 por accién de la SOD. Luego, este H202 generado in situ es utilizado por la HRP para la

degradacion (MOO, materia organica oxidada) de la materia organica (MO)

Material y método

Se sintetizaron silices mesoporosas SBA-15 utilizando el método sol-gel (Zhao et al., 1998), utilizando
tetraetilortosilicato (TEOS) como fuente de silicio, pluronic acid P123 como agente director de estructura y HCl
para hidrélisis y ajuste de pH. El s6lido resultante se filtr6, lavé con agua destilada y secé a 60°C. Posteriormente
se removi6 el P123 por calcinacién a 500°C por 6 horas con una rampa de calentamiento de 1°C/min. La estructura
de la SBA-15 sintetizada fue evaluada por difraccién de rayos X a bajo angulo (DRX).

Parte del material obtenido se modificé post-sintesis por impregnacién hiumeda para incorporar Cr (2,5%) y
Ti (20%) a la matriz silicea. Primero se realizé una solucién de agua destilada y Cr(NOs);.9H,0 que se mezcl6 con
el material SBA-15 obtenido en el paso anterior. Luego se evapord el solvente en evaporador rotatorio a 50°C. El
solido obtenido se sec6 a 60°Cy se calcind a 500°C por 5 horas con una rampa de calentamiento de 10°C/min. Una
vez obtenido el material modificado con Cr, se coimpregné el material con Ti realizando la misma cadena de
pasos, pero a partir de una solucidn de isopropanol y n-butéxido de titanio (Ti(OBu),).

Posteriormente se procedi6 a inmovilizar la enzima HRP (Cat. N°P8250, Sigma Aldrich, 150-250 unidades/mg)
en soportes SBA-15y Cr/Ti/SBA-15. Se suspendio el soporte mesoporoso en una soluciéon enzimatica 0,1 mg/mL
de HRP en buffer fosfato 25 mM, pH 7 siguiendo el método de Chouyyok et al. (2009).

Finalmente se evalud la actividad de la enzima HRP libre, inmovilizada en soporte SBA-15 (HRP/SBA-15) e
inmovilizada en soporte Cr/Ti/SBA-15 (HRP/Cr/Ti/SBA-15), trabajando con distintas concentraciones iniciales de
H,0, (0,7-1,4-2,8 mM) en buffer fosfato 25 mM, pH 7 con fenol 20 ppm como contaminante modelo (5 mL de
volumen de reaccidén). La reaccidn se llevd a cabo incluyendo un plazo de 45 minutos para la adsorcién del fenol
en la superficie de los materiales mesoporosos en fase heterogénea (tiempo 0), tomandose luego muestras a 30,
60 y 120 minutos. Esta reaccidn se realiz6 en reactores batch de vidrio de 10 mL equipados con un agitador
magnético a temperatura ambiente. Los reactores contaban con 10 mg de material mesoporoso por reacciéon o
200 pL de solucién 0,1 mg/ml de HRP en el caso de las reacciones con enzima libre.

Las concentraciones de fenol en cada muestra fueron determinadas por HPLC-UV a 268 nm de longitud de
onda, segin el método indicado por Silva et al. (2013). Por otro lado, el grado de inmovilizacion de la enzima en
los soportes SBA-15 y Cr/Ti/SBA-15 se evalu6 midiendo la absorbancia de los sobrenadantes de inmovilizacion y
de la solucién de enzima libre por espectrofotometria UV/visible y el coeficiente de absortividad molar de la HRP
(102000 M'cm™) a 403 nm (Ohlsson y Paul, 1976).

Resultados

Para evidenciar la estructura mesoporosa del material SBA-15 sintetizado se realizé un DRX. Como se puede
observar en el espectro (Figura 2), el material SBA-15 muestra la presencia de picos bien definidos que pueden
indexarse a los planos (1 0 0), (1 1 0) y (2 0 0). Estos picos estan asociados con la presencia de una estructura
porosa altamente ordenada con una disposicién de poros hexagonales del tipo SBA-15. Posteriormente, el
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material fue modificado por impregnacién himeda con los metales cromo y titanio para obtener Cr/Ti/SBA-15
como se indica en Material y método. Ambos materiales fueron utilizados como soporte para la enzima HRP.
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Figura 2: Espectro DRX para el material SBA-15 sintetizado

Utilizando el coeficiente de extincién molar de la HRP (102000 M*cm™) se determino el contenido de enzima
en los sobrenadantes (0,02 pM) de los materiales que fueron incubados con la enzima, indicando una
inmovilizacién del 89% al compararla con la cantidad de enzima libre (0,18 uM).

Para evaluar la estabilidad del fenol frente a los materiales y los catalizadores enzimaticos heterogéneos
(enzima + material) durante la reaccidn, se realizaron los controles con los materiales (SBA-15 y Cr/Ti/SBA-15) y
los catalizadores enzimaticos heterogéneos (HRP/SBA-15 y HRP/Cr/Ti/SBA-15) en ausencia de perdxido; los
resultados se muestran en las tablas 1y 2:

. C/Co
t (min)
SBA-15 HRP/SBA-15
0 86,33% 82,52%
30 81,55% 82,17%
60 84,32% 82,48%
120 88,98% 76,63%
Tabla 1: Porcentaje de fenol soluble presente durante la reaccién
. C/Co
iy Cr/Ti/SBA-15 | HRP/Cr/Ti/SBA-15

0 80,00% 85,55%
30 83,13% 83,57%
60 82,38% 90,93%
120 80,44% 95,15%

Tabla 2: Porcentaje de fenol soluble presente durante la reaccién

Como se puede observar, en el tiempo cero ya existe una disminucion de la cantidad del fenol debido a la
adsorcion de éste en la superficie del material mesoporoso. Las cantidades de fenol determinadas a to y ti20 tanto
para los materiales como para los catalizadores enzimaticos indican que es estable y no es degradado por el
material o la enzima en dichas condiciones de reaccién.

La actividad enzimdtica para degradar fenol se evalué en funcién de la concentracién de H,O, como se muestra
en las tablas 3 y 4. Ambos catalizadores enzimdticos heterogéneos presentan la mayor degradacion del fenol con
una concentracion inicial de 1,4 mM. A concentraciones muy bajas la reaccién resulta casi imperceptible debido
a la baja concentracion de sustrato, afectando asi la cinética de la reaccidon, mientras que a concentraciones mas
elevadas se llega a valores muy cercanos a los de inactivacion de la enzima (Nazari et al., 2005), lo cual también
disminuye la actividad de la HRP.
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HRP/SBA-15 C/Co
t (min) 0,7 mM H202 1,4 mM H202 2,8 mM H20:
0 75,05% 45,95% 76,61%
30 69,32% 44,99% 70,04%
60 82,21% 49,37% 69,16%
120 76,57% 46,07% 68,46%

Tabla 3: Actividad del biocatalizador HRP/SBA-15 en funcién de la concentracién de H,O; utilizada

HRP/Cr/Ti/SBA-15 C/Co
t (min) 0,7 mM H202 1,4 mM H202 2,8 MM H202
0 91,27% 68,54% 88,19%
30 72,94% 75,28% 84,74%
60 70,88% 75,58% 84,30%
120 80,49% 72,02% 82,30%

Tabla 4: Actividad del biocatalizador HRP/Cr/Ti/SBA-15 en funcién de la concentracion de H20; utilizada

Conociendo las condiciones ideales de trabajo de la enzima, se repiti6 la experiencia para la HRP libre (Tabla
5), para comparar la actividad de la misma con la enzima inmovilizada en los dos soportes evaluados.

t (min) C/Co
0 84,56%
30 76,19%
60 75,00%
120 70,09%

Tabla 5: Degradaciéon de fenol por la HRP libre

Se compararon los valores de degradacion obtenidos entre la enzima libre y los catalizadores heterogéneos
enzimaticos para evaluar la actividad de HRP cuando es inmovilizada (Figura 3). Los materiales con la enzima
inmovilizada presentan una mayor actividad que la enzima libre a t, indicando que la inmovilizacién favorece la
reaccion de degradacion. Por otro lado, se puede observar que una gran parte de la reaccion transcurre en los
primeros 45 minutos, observandose luego una meseta donde la cantidad de fenol varia poco hasta los 120 min.
Este comportamiento es tipico de las reacciones enzimadticas al llegar a su velocidad maxima de trabajo, por lo
tanto, para realizar ensayos cinéticos se deberd trabajar dentro de los 45 min que se dejan transcurrir para lograr
el equilibrio de adsorcién fenol-material. En el caso de HRP/SBA-15, la disminucion en el consumo de fenol puede
deberse a la lixiviacion del mismo desde la fase heterogénea.
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Figura 3: Consumo de fenol a lo largo del tiempo para HRP libre e inmovilizada en soportes SBA-15y Cr/Ti/SBA-15
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Conclusiones

La enzima HRP logré inmovilizarse en los soportes SBA-15 y Cr/Ti/SBA-15, segun indicaron las pruebas por
espectrofotometria UV/visible. Probablemente la inmovilizacién en soportes Cr/Ti/SBA-15 de menor superficie
activa debido a la presencia de los metales de transicién dificulta el trabajo de la enzima, demostrando menor
actividad que en soportes SBA-15. Sin embargo, la actividad de la enzima mejora al ser inmovilizada.

Se pudo verificar que concentraciones de peroxido de hidrégeno cercanas a 3 mM generan una inactivacion
suicida de la peroxidasa. Por otro lado, concentraciones bajas del sustrato disminuyen considerablemente el
avance de la reaccion, siendo la concentraciéon 6ptima de 1,4 mM, lo cual indica las concentraciones de H202
que se deben producir en la segunda etapa de la cascada quimio-enzimatica propuesta.

Resulta necesario obtener mds datos respecto a las condiciones de inmovilizaciéon de la enzima y de la
disponibilidad de sitios activos en el seno de los materiales siliceos con una caracterizaciéon de los mismos
mediante distintas técnicas.
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